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"I can’t change the direction of the wind,
but I can adjust my sails

to always reach my destination.”

James Dean (1931-1955)
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Chapitre 1
Introduction

Moins d'un an apreés la découverte des rayons X en 1895 par Wilhelm Rontgen, les
premiéres applications voient le jour. Ces rayons sont par exemple utilisés pour l'ana-
lyse des ceuvres d’art et trouvent rapidement un intérét majeur dans le domaine médical
(le champ de la "radiologie" sera créé en 1928). Le diagnostic et le suivi de certaines
pathologies comme la tuberculose devinrent ainsi possibles par rayons X, ainsi que des
applications thérapeutiques comme le traitement des tumeurs et des lupus. Mais rapide-
ment des effets secondaires sont observés chez certains chercheurs, techniciens ou encore
des patients qui présentent des briilures cutanées ou développent des cancers. C’est en
raison de ces effets délétéres sur la santé que la radiopathologie devient un domaine & part
entiére de recherche. Outre les rayons X, les rayonnements ionisants (RI) regroupent par
définition les rayonnements alpha («), béta () et gamma () dont I’énergie est supérieure
a 33 électron-volts (eV) et se distinguent par la nature de l'interaction avec la matiére

qu’ils traversent.

Depuis, les RI font partie de ’arsenal de la médecine moderne dans le cadre de I'ima-
gerie médicale (scanner X, tomographie par émission de positons (TEP), tomographie par
émission monophotonique (TEMP)) et de la radiothérapie des cancers (protonthérapie,
hadronthérapie, curiethérapie). Dans ce contexte médical, une proportion significative de
la population est amenée a étre exposée aux RI avec une dose allant de 0,1 a 30 mGy
pour une radiographie (selon 'organe et la technique) & 60 Gy (dose cumulée) pour le
traitement d’un glioblastome. Dans le cas particulier du traitement des tumeurs céré-
brales, d’importants déficits cognitifs apparaissant dans les semaines et mois suivant la
radiothérapie ont été reportés chez certains patients. Ces effets indirects causés par les
RI sur le cerveau sont d’autant plus néfastes que ’exposition se déroule au cours de son
développement, avec des conséquences majeures & moyen et long terme telles que I'avor-
tement spontané, le retard mental, la diminution du quotient intellectuel, I'épilepsie ou

I'induction de cancers.

Au-dela de la problématique de la radiothérapie en neuro-oncologie, la radiopatholo-
gie s'intéresse de facon plus générale aux conséquences nuisibles d’'une exposition pour

la santé. Différents cas d’exposition aux RI peuvent étre explicités de facon non exhaus-
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tive comme : (i) l’exposition chronique des travailleurs (travailleurs nucléaires, person-
nels soignants, personnel naviguant aérien, astronautes); (ii) 'exposition accidentelle a
la suite d’un accident nucléaire comme par le passé pour la centrale de Tchernobyl et
plus récemment celle de Fukushima pour le personnel et les populations avoisinantes ; (iii)
I’exposition naturelle par les rayonnements cosmiques qui bombardent continuellement la
Terre. Toutes les catégories de la population sont donc concernées, y compris les enfants
et les femmes enceintes pour qui I’enjeu est d’autant plus important que les conséquences
a long terme ont le temps de se manifester. Sans compter que des cas d’expositions moins
terre a terre sont & envisager avec la reprise de la conquéte spatiale (Mars, Neptune) ou
le "tourisme" spatial orbital ou lunaire. La question de I'exposition aux RI se pose alors

plus que jamais.

Les études épidémiologiques ont été la premiére source de connaissances en radiopa-
thologie cérébrale chez 'Homme. Des études sur des cohortes d’enfants ayant subi une
radiothérapie ou ayant été exposés de fagon accidentelle au cours de catastrophes nu-
cléaires, ont été menées de fagon longitudinale et non invasive (neuroimagerie et tests
cliniques) pour établir & long terme les effets néfastes des RI sur les tissus sains ou les tis-
sus tumoraux chez les patients. Toutefois ces études épidémiologiques ont leurs limites (en
particulier I'impossibilité de controler les conditions d’irradiation des populations expo-
sées), d’ou la nécessité de disposer d’autres types d’études. D’une part des études in vitro
ont été menées sur des lignées cellulaires (de cellules souches ou différenciées) humaines
ou animales afin d’établir les mécanismes de radiosensibilité (ou de radiorésistance) des
divers types cellulaires en fonction de divers protocoles d’irradiation (dose, source, dé-
bit...) en étudiant la survie cellulaire et les altérations génétiques (mutations, cassures de
I’ADN, micronoyaux). D’autre part des modéles animaux ont été étudiés, en particulier
des modéles murins ex vivo afin de mieux apprécier les atteintes cellulaires et les méca-
nismes de réparation de ’ADN ou de compensation qui se mettent en place suite au stress
cellulaire radio-induit notamment au cours du développement cérébral. Ces études précli-
niques ont ainsi permis d’évaluer 'impact de protocoles de radiothérapie sur le foetus ou
I'individu au stade juvénile, de les optimiser et de maximiser le rapport bénéfice-risque lié
a cette option thérapeutique. Plus récemment, le développement de I'imagerie in vivo et
en particulier de 'imagerie par résonance magnétique (IRM) a permis en conjonction des
caractérisations comportementales d’étudier de fagcon non invasive les effets délétéres des
RI. Ces études in vivo et les modalités telles que I'TRM permettent également de posi-
tionner la recherche en radiopathologie dans un contexte de recherche translationnelle et
de travailler a 'identification de biomarqueurs de l'atteinte cérébrale liée aux RI et leur

transfert & la recherche clinique.

Dans ce contexte, les équipes de recherche de NeuroSpin (CEA, DRF, JOLIOT, Neu-
roSpin, UNIRS devenu BAOBAB en 2020) et du Laboratoire de Radiopathologie (CEA,
DRF, JACOB, IRCM, LRP) travaillent depuis 2014 au développement de I'imagerie de

diffusion et & son application pour la caractérisation des atteintes neuropathologiques



CHAPITRE 1. INTRODUCTION

induites par les RI chez la souris. Une premiére étude a ainsi été réalisée validant la
pertinence de cette approche et en particulier la sensibilité de I'IRM de diffusion aux al-
térations microstructurelles consécutives a une exposition a forte dose (3x5 Gy) de souris
adultes. Ce travail de thése se positionne dans la continuité de cette étude avec des doses
moindres et a pour objectif de mettre en place une méthodologie (acquisition et traitement
des images) optimisée et semi-standardisée de maniére & permettre une exploration sur
le cerveau entier des altérations microstructurelles dans la substance grise et la substance
blanche radio-induites a faibles doses de RI sur le cerveau en développement (in utero et
juveénile) chez la souris.

Apreés avoir introduit les dommages biologiques consécutifs a I’exposition aux RI (cha-
pitre 2), les principes de 'IRM de diffusion sont présentés dans le chapitre 3. Le chapitre
4 est consacré aux développements méthodologiques propres réalisés au cours de cette
thése ainsi qu’a la présentation des équipements utilisés pour nos études in vivo. Une
premiére étude consacrée & la validation de notre approche IRM sur un controle positif
(souris exposées in utero a 1 Gy) est présentée dans le chapitre 5. Notre deuxiéme étude,
décrite dans le chapitre 6, concerne la caractérisation par cette méme approche IRM d’un
modeéle de souris radiosensible (mutation XIf-/-) original développé par le LRP. Enfin le
chapitre 7 présente notre étude des effets d’une irradiation in utero ou post-natale a 100

mGy chez la souris sauvage ou radiosensible.



Chapitre 2

Dommages biologiques induits par les
rayonnements ionisants et leurs
détections par IRM

La radiobiologie vise a étudier les conséquences biologiques entre les rayonnements
ionisants (RI) et les tissus biologiques a différentes échelles. Dans un premier temps, ce
chapitre se focalise sur les connaissances physiques des mécanismes d’interactions des RI
dans les milieux biologiques. Dans un second temps, un état des lieux des dommages bio-
logiques radio-induits sera établi a la fois sur les méthodes employées et les connaissances
apportées par les études menées sur des cellules, des modéles animaux et des cohortes de

patients.

2.1 Les rayonnements ionisants

2.1.1 Généralités

Les rayonnements correspondent a une émission d’énergie sous la forme d’ondes ou
de particules subatomiques. Il existe deux types de rayonnements : les ionisants et les
non ionisants. Ils se différencient par I’énergie qu’ils transportent (Figure 2.1). En effet,
les rayonnements sont dits ionisants lorsque I’énergie qu’ils transportent est suffisante
pour ioniser les atomes de la matiére qu’ils traversent, c’est-a-dire leur arracher un ou des
électrons. Une énergie de premiére ionisation de 'ordre de quelques électron-volts (eV),
peut étre comprise dans la gamme d’énergie des rayonnements ultraviolets (UV) lointains.
Par convention, pour s’affranchir des rayons UV dans la catégorie des R1, le seuil d’énergie
est fixé a 33 eV, c’est-a-dire I’énergie de premiére ionisation des molécules d’eau.

Dans ce manuscrit, seuls les RI (UV exclus) seront considérés. Ces rayonnements sont
issus d’atomes instables qui présentent un excés d’énergie ou de masse. Pour atteindre
leurs états d’équilibre, les atomes se désintégrent et relachent cet exces sous forme ondu-

latoire (pour les rayons X et ) ou corpusculaire (pour les désintégrations « et 3) (Donya
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FIGURE 2.1 — Spectre électromagnétique en fonction de I'énergie (E), la fréquence (f) et
la longueur d’onde (A). Les RI comprennent les rayons X, 7, « et 8. La gamme d’énergie
des RI de type a et 8 est également représentée.

et al., 2014). La Table 2.1 résume les caractéristiques des particules chargées et rayonne-
ments électromagnétiques possibles. Les rayons X et v, également appelés rayonnements
photoniques (v) se distinguent par leur origine. Les photons X sont émis a 1’occasion d’une
transition énergétique entre orbitales électroniques. Initialement, un faisceau d’électrons
est propagé sur une cible métallique. La réorganisation des électrons du cortége électro-
nique des atomes cibles, généralement métalliques, s’effectue et génére des rayons X. Le
rayonnement ~y survient a la suite de la désintégration o ou f d’un noyau atomique in-
stable. En effet, lorsqu’un noyau instable émet I'une de ces particules, le noyau fils est
souvent dans un état excité. Le rayonnement ~ est alors émis au cours de la désexcitation
du noyau (exemples : °Cobalt, 37Césium), mais peut également étre le produit d’une
réaction de fusion : 2H +1 H —3 He + v,,.

D’autre part, les neutrons, particules lourdes et non chargées, peuvent également pé-
nétrer la matiére et interagir avec ses noyaux. Le rayonnement neutronique est émis lors
de la fusion ou la fission nucléaire, c’est-a-dire les phénomeénes d’activation sur lesquels
repose le fonctionnement des réacteurs nucléaires. L’activation peut également étre ame-
née avec des protons. Comme le reporte la Table 2.1, les RI sont utilisés a la fois dans le
domaine médical a travers les radiothérapies et les diagnostics par rayons X, tomographie
par émission monophotonique (TEMP) ou tomographie par émission de positions (TEP)

mais aussi dans le milieu industriel (Commission et al., 1996; Waltar, 2003).

Il existe deux voies d’irradiation : I’exposition externe et la contamination. L’exposition
externe se définit par une irradiation qui s’effectue a U'extérieur de I'organisme. A I'inverse,
la contamination se définit par la pénétration d’une matiére radioactive dans I’organisme
(par ingestion, inhalation ou voie cutanée). Les conséquences sont liées & la probabilité
d’interactions des rayonnements avec les tissus biologiques et donc le pouvoir pénétrant de
ces rayonnements. Par conséquent, les rayonnements « et 3 étant trés peu pénétrants ne

présentent, en général, pas de danger en cas d’irradiation externe puisque leur pénétration
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RI Réaction aX Applications

a a) 43X =5 ,Y +iHe 22Ra Radiothérapie métabolique (os)
2 Am Détecteurs de fumée
238y, 0Sr Sources d’énergie
210pg Elimination électricité statique

) 4X + 4He — 7Y 4v

Bt a)4X =4 Y +%e+ 1

2)) %e 0 e 2u 18p 150 TEP
13N ()
B~ a) 94X —=7.,Y + e+, BT 89Sy 159Sm  Radiothérapie métabolique

b) zX = 2,Y" + + Lie + 1
b)Y = 5. Y + v

v a)gXt = 49X f v P Te, 29171 TEMP
123,131 133,
W, Cu, Mo Scanner X
b) 24X +%e— 4 X +v 1257 Dosage de protéines (RIA)
)X+ AY > STOW v ’H + 3H Fusion nucléaire (étoiles)
d) 4X +in = 4Y + 4W v 25U Fission (Source d’énergie)

TABLE 2.1 — Les rayonnements ionisants issus de la désintégration d'un atome 4X. TEP :
Tomographie par Emission de Positons, TEMP : Tomographie par Emission Monophoto-
nique, RIA : "Radio-Immuno-Array". Ra = Radium ; Am = Américium ; Pu = Plutonium ;
Sr = Strontium ; Po = Polonium ; F = Fluor; O = Oxygéne; N = Azote; C = Carbone;
I = JTode; Sm = Samarium; Tc = Technécium; TI = Thallium; Xe = Xénon; W =
Tungsténe ; Cu = Cuivre; Mo = Molybdéne; U = Uranium. La radiothérapie métabo-
lique correspond a l’administration d’un radiopharmaceutique par voie intraveineuse ou
orale pour une action systémique et ciblée.

est faible. En revanche, ils sont néfastes en cas de contamination puisqu’ils déposent toute
leur énergie sur une faible distance. Au contraire, les rayons X et v sont plus pénétrants

et présentent donc un risque important en cas d’irradiation externe (Commission et al.,
1996).

2.1.2 Grandeurs dosimétriques

La quantification de l'irradiation est réalisée a I'aide de différentes grandeurs dosimé-
triques définies dans la Table 2.2.

Les doses équivalentes et efficaces font intervenir les facteurs de pondération du rayon-
nement wx et de sensibilité du tissu wp. Les valeurs de ces facteurs sont reportées dans
les Tables 2.3 et 2.4. En pratique les doses équivalentes (H) et efficaces (E) sont utilisées
dans des contextes de radioprotection. Par exemple pour le tissu cérébral exposé a des

rayonnements de type v, la dose efficace (E) est calculée selon la formule suivante & partir

9
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Grandeur Concept

Unité

Activité (A) Nombre de désintégrations
par seconde

Becquerel (Bq)

Dose absorbée (D) Quantité d’énergie absorbée
par la matiére par unité de masse

Gray (Gy)
1Gy=1J /kg

Dose équivalente (H) Dose absorbée relative & un rayonnement :

Sievert (Sv)

H=D x WR
Dose efficace (E) Dose équivalente relative a un tissu : Sievert (Sv)
E=H x W

TABLE 2.2 — Principales grandeurs dosimétriques utilisées pour la quantification des rayon-

nements ionisants.

Rayonnement Facteur wp
Q@ 20
B 1
ol 1
X 1
neutrons < 10 keV 5)
10-100 keV 10
100 - 2 MeV 20

TABLE 2.3 — Valeurs du facteur de pondération du rayonnement (wg) en fonction du RI
considéré. La valeur du facteur wi pour les rayonnements «, 3, v et X ne varie pas en

fonction de I'énergie.

Organes Facteur wr
Gonades 0,2
Moelle épiniére, Poumons, Estomac, Colon 0,12
Foie, Thyroide 0,05
Peau, Os 0,01
Autres (dont cerveau) 0,05

TABLE 2.4 — Valeurs du facteur de pondération de sensibilité tissulaire (wr) en fonction

de l'organe exposé.
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2.1. LES RAYONNEMENTS IONISANTS

de la dose absorbée (D) :
E=wrxwprxD=1x0,05xD=0,05xD.

Dans le cadre de ce travail de thése, nous utiliserons la dose absorbée D exprimée en Gy,
principalement utilisée en radiobiologie, plutot que les doses équivalente ou efficace qui
sont calculées en radioprotection. Le calcul de dose n’est pas aussi trivial que présenté dans
la Table 2.2 puisqu’il dépend du parameétre évalué ainsi que de la technique utilisée. De
nombreuses techniques existent dans la littérature (Ainsbury et al., 2011). Parmi elles, les
techniques biologiques sont généralement basées sur ’observation des génes, des protéines
et des cellules sanguines alors que les études physiques reposent sur des études de la

résonance magnétique des électrons ou des études de simulations numériques.

2.1.3 Les sources d’expositions aux rayonnements ionisants

Pour mieux apprécier le contexte des RlI, il est utile d’examiner les différentes sources

auxquelles la population est soumise de maniére naturelle ou artificielle (Figure 2.2).

Sources naturelles

L’organisme est exposé de fagon naturelle et chronique aux sources de RI de faible
dose présentes dans les sols, 'eau, l'air et lalimentation (Ramachandran, 2011). Parmi
ces sources dites naturelles, on peut citer les rayons telluriques issus des minerais conte-
nant des isotopes radioactifs tels que le 2*?Thorium, 1'***Uranium ou 1"**®Uranium dont
les demi-vies sont de 'ordre du milliard d’années. L’eau de source, provenant des roches
souterraines, contient également ces radioéléments. Les produits alimentaires que nous
consommons (produits laitiers, viandes, poissons, végétaux) sont eux aussi légérement ra-
dioactifs par la présence de “°Potassium ou de “Carbone. Le ???Radon est un élément
radioactif gazeux de la filiation de 1'’**®Uranium. Il s’agit d’un émetteur v & courte demi-vie
(3,8 jours) et est particuliérement présent dans les caves, les vallées et les mines d’uranium.
La Figure 2.2 résume les différentes sources naturelles et médicales qui contribuent & 1’ex-
position annuelle des RI pour la population francaise. En moyenne 1’exposition annuelle
d’un individu est estimée autour de 2,5 mSv en France. Les comportements individuels
(tabagisme, consommation de poisson, le nombre d’heures de vol) ainsi que l'environne-
ment influencent la dose annuelle reque. Par exemple les rayons cosmiques ont un impact
plus important en altitude qu’au niveau de la mer : la dose d’irradiation double tous les
1500 m d’altitude.

Sources artificielles

Une multitude d’applications, médicales et industrielles, utilisent les RI (Waltar, 2003).

Par exemple, la production d’énergie par les centrales nucléaires repose sur les sources
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Rayons
Cosmiques
7%

Rejets
industriels
1%

Rayons
Telluriques
14%

FIGURE 2.2 — Contributions des sources d’exposition d’origine naturelle et artificielle
(médicales et industrielles) pour la population frangaise en 2015. Source : IRSN.

radioactives pour fonctionner. En aéronautique, la radiographie industrielle est une tech-
nique qui vise a contrdler les matériaux en termes de qualité (soudure, fissure). Dans le
domaine de I’agroalimentaire et des cosmétiques, l'irradiation des produits est mise en
ceuvre pour leur conservation. Les controles de sécurité emploient également les rayons
X pour vérifier de fagon non destructive le contenu des bagages ou des colis. En méde-
cine, l'irradiation du matériel médical et pharmaceutique est mise en ceuvre pour leur

stérilisation.

Il existe principalement trois catégories d’expositions artificielles :

— l’exposition des travailleurs concerne les personnes employées dans les industries,
les cabinets de radiologie, les hopitaux. Ces personnes ont un suivi dosimétrique et
leur exposition est limitée & 20 mSv par an. Pour les personnels navigants aériens,
une limite d’exposition est également préconisée a 20 mSv par an.

— Dexposition médicale liée & des outils diagnostiques (rayons X, scintigraphie, TEP)
et thérapeutiques (radiothérapie) irradie les patients pour lesquels la balance bé-
néfices/risques pése en faveur de I'utilisation des RI.

— l’exposition accidentelle peut survenir en cas de catastrophe nucléaire, comme par
le passé, a Tchernobyl (1986) ou & Fukushima (2011).

Un panorama d’exemples d’expositions d’origine artificielle est donné sur la Figure 2.3

avec les ordres de grandeur de doses correspondants (exprimés en mSv).
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Dose (mSv)

60 —80x 103

300

150

20
10

2,5

0,1

0,08

Cas d’expositions : | Naturelles H Médicales ” Autres H Limites

Radiothérapie (dose cumulée)

Transit Terre-Mars en 180 jours

Dose annuelle astronautes sur la station spatiale

Limite d’exposition annuelle des travailleurs nucléaires

Scintigraphie corps entier

Exposition naturelle annuelle a Clermont Ferrand

Exposition naturelle annuelle a Paris

Moyenne annuelle d’exposition d’'un membre du personnel naviguant
Limite d’exposition de la population (hors exposition médicale et naturelle)
Mammographie

Vol Paris-NY

FIGURE 2.3 — Ordres de grandeur de la dose absorbée en millisievert pour des expositions
naturelles (vert), médicales (bleu) ou autres (gris). Les limites d’expositions sont égale-
ment indiquées en orange. Sources : Vakil (2017); W. Lloyd et Townsend (2019), IRSN
(http ://www.inrs.fr/risques/rayonnements-ionisants /exposition-aux-risques.html).
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2.2 Conséquences de ’exposition aux rayonnements io-

nisants sur 'organisme

2.2.1 Découvertes des premiers effets biologiques

Aprés la découverte de la radioactivité naturelle par Henri Becquerel en 1896, puis du
radium et du polonium en 1898 par les époux Curie, les premiéres observations de brilures
radio-induites sont rapportées en 1901 (Hevesy, 1984; Reed, 2011). Pour I'anecdote, il est
rapporté que Becquerel découvrit de maniére fortuite une briilure au niveau de I’abdomen
qu’il a associé a la présence d’un sachet de sel de radium dans la poche de sa montre a
gousset. Cette observation fut confirmée par Pierre Curie qui volontairement mit son
avant-bras en contact direct avec un sachet de sel de radium. Ils communiquérent alors
leurs observations en 1901 dans un compte-rendu a I’Académie des Sciences. Malgré cette
mise en garde, le radium fut utilisé pour sa valeur curative notamment dans les lésions
cutanées (lupus, verrues, cors), les tumeurs ORL et thyroidienne, mais aussi pour sa valeur
analgésique (eczémas, psoriasis et zona). L’utilisation du radium en France se poursuivit

jusqu’a son interdiction par décret en 1976.

Les premiers effets de l'irradiation au radium a 1’échelle d’une cohorte se manifes-
térent aux Etats-Unis dans les années 1920. Les "Radiums Girls" étaient employées pour
des travaux de peinture sur les cadrans de montres et d’horloges. Elles manipulaient la
peinture radioactive luminescente qu’elles fabriquaient & partir de sels de radium. En plus
de la poussiére de radium auxquelles elles étaient exposées, elles ingéraient quotidienne-
ment de la peinture radioactive en effilant leur pinceau du bout de leurs lévres. Aucune
mesure de radioprotection n’était instaurée a cette époque. Quelques années plus tard,
I’exposition chronique du radium engendra chez ces femmes 'apparition de symptomes
tels que des nécroses de la méachoire ou des fractures spontanées des os. Certaines d’entre

elles déclarérent un cancer des os (Cohen et Kim, 2017).

Les rayons X également se sont vus attribuer des effets biologiques délétéres peu de
temps aprés leur découverte en 1895 par Willhelm Rontgen. Le premier cas de cancer
cutané fut déclaré chez un manipulateur de rayons X en 1902. Il s’en suivit d’autres
déclarations de cancers chez les pionniers de la radiologie (manipulateurs, radiologues,
médecins...). En dépit de la valeur diagnostique démontrée notamment pour la tuberculose
pulmonaire, différents cas de cancers ont été rapportés chez les patientes irradiées a des
doses ¢élevées (800 a 900 mGy) a l'origine des rayons X (Reed, 2011).

14



2.2. CONSEQUENCES DE L’EXPOSITION AUX RAYONNEMENTS IONISANTS
SUR L’'ORGANISME

2.2.2 L’effet dose des rayonnements ionisants sur les tissus biolo-

giques
Le régime des faibles et des fortes doses d’irradiation

Divers facteurs physiques influencent les effets biologiques des rayonnements ionisants :
la nature du rayonnement, sa dose, son débit de dose et son énergie. Les courbes repré-
sentées sur la Figure 2.4 représentent l'excés de risque relatif (ERR) par unité de dose
absorbée (D). Cet indice correspond a I’augmentation de risque d’étre atteint d’une patho-
logie, ici le cancer, dans une cohorte de personnes irradiées par rapport a une population

non exposée. On distingue deux régimes :

— Le régime linéaire (ERR o< D) et sans seuil pour les doses supérieures & 100 mGy,
définies par le terme "fortes doses". Ce modeéle a notamment été établi & partir
des données épidémiologiques représentées sur la Figure 2.4 par les carrés rouges.
Dans ce régime, le nombre de cellules 1ésées augmente avec la dose. Plus le nombre
de lésions a l'intérieur des cellules est élevé, plus les systémes de réparation de
l'acide désoxyribonucléique (ADN) ménent & des réparations non fidéles. En ab-
sence d’apoptose, des mutations génétiques s’accumulent dans les cellules, lesquelles
peuvent étre a l'origine de 'apparition d’un cancer radio-induit. Au contraire, en
présence d’apoptose le nombre de réparations fautives diminue par 1’élimination des
cellules mutées, mais appauvrit le tissu en cellules ce qui accélére le vieillissement.

— Le régime pour les doses inférieures ou égales a 100 mGy, définies par le terme
"faibles doses". Dans cette gamme dosimétrique, les études épidémiologiques pré-
sentent soit une puissance statistique trop faible, soit une absence d’effet statistique
détecté. En effet, seules des études réalisées & partir de cohortes de populations
naturellement exposées a ces niveaux de doses (Inde, Chine) et vivant dans des
conditions similaires pourraient obtenir la puissance statistique nécessaire a 1'éta-
blissement de I'ERR dans cette gamme dosimétrique. Jusqu’a maintenant cette
partie de la courbe est alors extrapolée & partir des données épidémiologiques ré-
coltées a plus fortes doses, suivant différents modéles représentés par les courbes
a, b, cetd.

L’établissement de la courbe effet-dose pour les faibles doses d’irradiation est un do-
maine de recherche actif en radiobiologie. La relation linéaire représentée en gris sur la
Figure 2.4 a été introduite en 1960 par 'ICRP ("International Commission of RadioPro-
tection") n’est pas représentative de ce qui est retrouvé dans les modéles cellulaires et
animaux (ICRP, 2004). En général, la relation trouvée peut étre curvilinéaire (a et b),
avec un seuil apparent (c) ou un effet hormeésis (réponse adaptative) (d).

Les courbes (a) et (b) refletent l'effet bystander des RI qui correspond a des effets a
proximité des cellules irradiées sur les cellules non irradiées (Mancuso et al., 2012; Scholln-
berger et al., 2007). En effet les cellules non irradiées en contact ou proches des cellules

exposées aux RI peuvent présenter des dommages & ’ADN (cassures, mutations et in-

15



CHAPITRE 2. EFFETS BIOLOGIQUES RADIO-INDUITS

ERR / Gy

\
_ —> Dose (Gy)
1 |
Faibles doses Fortes doses
(0 — 100 mGy) (> 100 mGy)

FIGURE 2.4 — Estimation des effets a long terme de I’exposition a de faibles doses & partir
d’une extrapolation des données obtenues par des irradiations fortes doses. Figure inspirée
de Mancuso et al. (2012). Les carrés rouges représentent la moyenne et 1’écart-type des
données épidémiologiques. Les courbes pointillées (a) en rouge, (b) en bleue, (c) en orange
et (d) en vert sont les résultats d’ajustement de courbes avec un sur risque, un sous-risque,
un effet de seuil et une réponse adaptative, respectivement, des organismes face aux RI.
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stabilité génétique), lesquelles peuvent conduire selon les conditions a la survie ou a la

mort cellulaire. Des études réalisées par des irradiations avec microfaisceaux de milieux
conditionnés ont mis en évidence que l'origine des effets bystander pourrait s’expliquer
par le passage d’espéces réactives de l'oxygéne (ERO), de cytokines ou d’organites in-
tracellulaires par les jonctions intercellulaires entre les cellules irradiées et non irradiées.
De plus, les ERO et les cytokines produites par les cellules non irradiées pourraient étre
sécrétées dans le milieu extracellulaire et agir sur les cellules non exposées aux RI. Cet
effet bystander est caractérisé de néfaste ou protecteur selon les conséquences sur les
cellules. L’effet néfaste se traduit par une augmentation de 'ERR pour une méme dose
d’irradiation (courbe a). De fagon réciproque, les cellules irradiées dépendent des cellules
saines voisines potentiellement capables d’inhiber le développement de cellules mutées.
Cet effet bystander protecteur se traduit par une diminution de ’'ERR pour une méme
dose d’irradiation (courbe b).

La courbe (d) décrit une diminution puis une augmentation de 'ERR dans la gamme
des faibles doses. Ce phénoméne est appelé hormésis ou réponse adaptative. En cas de
préconditionnement aux RI & des doses trés faibles, des mécanismes de protection sont
activés de maniére a étre plus efficace au moment d’une irradiation a dose plus élevée.
L’effet d’hormésis se traduit par une stimulation des défenses antioxydantes (Bernal et al.,
2013) et des réponses du systéme immunitaire (Ina et Sakai, 2005) permettant respective-
ment de réduire les dommages de ’ADN des cellules irradiées et de favoriser I’élimination
des cellules endommagées. L’effet bystander est alors protecteur et est a l’origine de la
réduction de 'ERR.

La courbe orange (c¢) correspond a une courbe linéaire avec un seuil. L’apparition d’un
seuil se justifie par I’élimination ou la réparation fidéle des cellules lésées. A ce jour, la
valeur du seuil & partir duquel les effets radio-induits apparaissent n’a pas encore été
déterminée.

Ces deux types de régimes (faibles et fortes doses) sont associés & deux catégories

d’effets : les effets déterministes et les effets stochastiques.

Effets déterministes

Les effets & incidence déterministe sont caractérisés par une dose seuil d’exposition a
partir de laquelle ces effets apparaissent. En général, ils se déclarent précocement et leurs
sévérités augmentent avec la dose regue. Ils sont généralement causés par la mort radio-
induite des cellules et engendrent une perte fonctionnelle du tissu ou de l'organe irradié,
pouvant mener au décés de l'individu. Les effets déterministes dépendent également du
type d’irradiation : globale ou localisée. Par exemple, les briilures décrites dans la sous-
section précédente (2.2.1) font partie des effets déterministes engendrés par une irradiation
localisée. Dans le cadre de cette thése, nous avons choisi de nous focaliser sur les effets de
I'irradiation corps entier dont les effets déterministes sont recensés dans la Table 2.5.

Les syndromes hématopoiétique (ou de la moelle épiniére), gastro-intestinal et cérébro-
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D (Gy) Effets

0,5 Cataracte, opacité du cristallin

0,3 -1 Nausées, vomissements, fatigue, maux de téte
1-35 Epilation provisoire, syndrome hématopoiétique
3,5-55 LDs5q

5-7 Stérilité définitive

55-7,5 Syndrome gastro-intestinal (infections)

7,5 - 10 Atteinte pulmonaire

10 - 15  Syndrome cérébro-vasculaire : convulsions, coma, déces

TABLE 2.5 — Effets déterministes recensés, aprés une seule exposition corps-entier, en
fonction de la dose absorbée (D, en Gy). LDjq : dose l1éthale pour laquelle 50% des individus
décédent. Sources : International Commission on on Radiological Protection (1984, 1990,
1992, 2007).

vasculaire se manifestent plus généralement sous le nom de syndrome d’irradiation aigué
(Bazyka et al., 2018). Ils se déclenchent quelques heures a quelques semaines aprés une
irradiation a fortes doses. D’autres organes peuvent également étre atteints (rein, foie, ...)
a cause d’une défaillance dans la circulation sanguine provoquée par la réponse inflam-

matoire de I'organisme.

Effets stochastiques

Les effets stochastiques sont des effets qui se basent sur la probabilité de la transfor-
mation d’une cellule. Ils interviennent a la fois aux faibles et aux fortes doses de RI avec
un degré de gravité indépendant de la dose recue. Ils apparaissent de maniére aléatoire
et souvent tardivement (plusieurs années aprés 'irradiation). Ils sont la conséquence des
dommages & ’ADN et des mutations génétiques induites. La mutation peut porter sur
un géne d’'une cellule somatique, 'effet stochastique est alors cancérogeéne. Les études
épidémiologiques ont permis de mettre en évidence certains cancers radio-induits chez
des populations irradiées. Mais ces anomalies génétiques peuvent aussi étre transmises
aux générations futures dans le cas de mutation de génes d’une cellule germinale, I'effet

stochastique est alors héréditaire.

2.2.3 Effets répertoriés dans les études épidémiologiques

La plupart des connaissances des effets stochastiques a fortes doses (> 100 mGy) chez
I’'Homme sont issues des études épidémiologiques réalisées sur les cohortes de personnes
exposées aux RI a la suite d’une catastrophe ou d’une attaque nucléaire correspondant
donc & une irradiation corps-entier. Ces études ont pour but d’évaluer 'ERR d’une patho-
logie, souvent le cancer, liée aux conditions d’exposition par rapport & une cohorte témoin.
Les études épidémiologiques les plus documentées sont celles portant sur les bombarde-
ments nucléaires d’Hiroshima et Nagasaki et les accidents nucléaires de Tchernobyl et de

Fukushima.
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Hiroshima, Nagasaki

Les survivants de I'attaque nucléaire d’Hiroshima et de Nagasaki (1945) furent exposés
a un rayonnement de type neutronique a des doses élevées (Kamiya et al., 2015) :
— entre 7 Gy et 10 Gy a 1km de I'hypocentre pour Hiroshima et Nagasaki respecti-
vement ;
— entre 13 mGy et 23 mGy respectivement a 2,5 km de I’hypocentre pour Hiroshima
et Nagasaki respectivement.
Lors du suivi de ces cohortes, des cas de leucémies ont été rapportés pour les personnes
présentes a proximité de I’hypocentre. L’ERR atteint sa valeur maximale entre 6 et 8
ans apres l'exposition chez les enfants 4gés d’une dizaine d’années, puis diminue. Chez
les adultes, 'ERR reste constant avec une valeur autour de 2. Pour une dose de 1 Gy,
le risque de développer un cancer radio-induit est significatif, quel que soit le type de
tumeurs solides, alors que pour une dose de 100 mGy, ce risque n’est pas significatif. Outre
les cancers radio-induits, ces cohortes présentent également une probabilité d’avoir un
accident vasculaire cérébral (AVC), des problémes de circulation sanguine, des difficultés

respiratoires et digestives qui augmentent avec la dose recue.

Tchernobyl

En 1986, un des réacteurs de la centrale nucléaire de Tchernobyl en Ukraine explosa.
La dispersion de substances radioactives comme 'iode (!*'T) ou le césium (*37Cs) dans
I’atmosphére se dispersérent dans une zone qui s’étend sur l'ex-URSS et le territoire
européen. La dose de rayonnement v absorbée varie proportionnellement avec la distance

par rapport au lieu de I'explosion (Table 2.6).

Dose absorbée Population

1-15 Gy Travailleurs nucléaires et équipes de secours présentes sur le site
100 - 700 mGy Equipes de décontamination et habitants dans un périmétre < 30 km
140 mGy Moyenne pour les habitants dans un périmeétre > 30 km
1-2mGy Autrichiens et Finlandais

<1 mGy Autres pays européens

TABLE 2.6 — Dose absorbée (Gy) par différents types de population en fonction de la
distance par rapport a la centrale nucléaire de Tchernobyl (Ae et al., 2004; Ivanov et al.,
2005).

Cette catastrophe provoqua un syndrome d’irradiation aigué pour 134 travailleurs
nucléaires parmi lesquels 28 décéderent a la suite de ce syndrome. Les études épidémiolo-
giques fondées sur cette population ont montré des effets néfastes et stochastiques sur la
santé (Kamiya et al., 2015). Parmi eux, le plus proéminent est 'augmentation de 'inci-
dence du cancer thyroidien chez les enfants et adolescents exposés a une dose supérieure
a 1 Gy au moment de la catastrophe. L’ERR fut estimé a 1,91 en Ukraine et 2,15 en

Biélorussie (Baverstock et Williams, 2006). Chez les travailleurs du nucléaire, une aug-
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mentation du nombre de cancers solides a été recensée : estomac (+15%), rein (+24%),
poumon (+26%), colon (+33%), vessie (+65%). Des effets non cancéreux, comme une
augmentation des maladies cardiovasculaires et une diminution des fonctions cognitives

furent également observées (Ivanov et al., 2005) .

Fukushima

L’accident nucléaire de Fukushima de 2011 se déclencha & la suite d’une succession
d’événements naturels (séisme et tsunami). Contrairement a Tchernobyl, la population et
les travailleurs ont été exposés a des doses de RI issus des sources d’iode (**'T) et de césium
(137Cs) plus faibles (< 100 mGy). La dose corps-entier estimée pour les Japonais résidants
dans une zone de 20 & 30 km de la centrale nucléaire est de 10 & 50 mSv alors que la dose
d’exposition naturelle annuelle est de 1 & 10 mSv (Hasegawa et al., 2015; Christodouleas
et al., 2011). Cet intervalle de dose correspond alors aux faibles doses et a la partie encore
non déterminée de la courbe de la Figure 2.4. Cependant, a ce jour, aucune conséquence
biologique radio-induite n’a été démontrée. Le modéle dans I'intervalle des faibles doses ne
peut donc pas étre identifié. Les troubles psychologiques mentionnés dans diverses études,
comme la dépression, ’anxiété ou les troubles du sommeil, ne sont pas des conséquences
directes de I'exposition aux RI (Christodouleas et al., 2011).

Les expositions volontaires et localisées a fortes doses sont étudiées a partir des patients
traités par radiothérapie (Murrell et al., 2016). Nous ne nous attarderons pas sur ces études
puisqu’une partie d’entre elles seront décrites dans la section 2.4.3 portant sur les effets

détectés par imagerie par résonance magnétique (IRM).

2.2.4 Cas particulier de I’exposition in utero

Jusqu’ici les effets des RI présentés concernaient une population constituée d’enfants et
d’adultes. Or les effets radio-induits sont également tératogéniques. Ils peuvent étre consi-
dérés comme une sous-catégorie des effets stochastiques somatiques. Les conséquences
d’une exposition in utero dépendent du stade du développement de ’embryon ou du foe-
tus, la dose retenue pour le foetus étant celle regue par 'utérus. Bien qu’une faible dose (100
mGy) n’est pas atteinte en imagerie diagnostique (rayons X ou scintigraphie), ce niveau
d’exposition peut étre obtenu dans le cas de procédures interventionnelles pelviennes (an-
giographie et fluoroscopie) ou d’exposition accidentelle. La Table 2.7 répertorie les effets
principaux selon le stade de gestation. Dans la cohorte des survivants des bombardements
d’Hiroshima et de Nagasaki, une dose seuil entre 0,12 et 0,2 Gy a été identifiée pour le
déficit mental tandis que le seuil pour les malformations de type microcéphalie n’a pas
été déterminé (Schull et Otake, 1999). Par ailleurs, le risque de développer une leucémie
est augmenté pour les feetus irradiés in utero a une dose supérieure a 500 mGy (Schull et
Otake, 1999). De méme, dans la cohorte des foetus exposés durant la catastrophe nucléaire
de Tchernobyl, le risque de développer un cancer de la thyroide est significatif par rapport

aux feetus non exposés (Neta et al., 2014).
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Stade de développement Effets

Pré implantation (0 - 2) Avortement spontané > 100 mGy

Organogeneése (3 - 8) Possibles malformations, retard mental,

développement de cancer

Vulnérabilité élevée : malformations,
retard mental et de croissance, développement de cancer

Organogenése (9 - 15)

Histogenese (16 - 40) Risques faibles

TABLE 2.7 — Effets radio-induits en fonction du stade de développement embryonnaire
exprimés en semaines post-conception (Schull et al., 1990; Williams et Fletcher, 2010).

Bien que ces études épidémiologiques permettent d’établir les effets radio-induits dans
diverses conditions d’irradiation, elles ne permettent pas de connaitre et comprendre les
mécanismes biologiques impliqués. Dans la section suivante, nous nous intéresserons donc

aux effets radio-induits a ’échelle cellulaire et moléculaire.

2.3 Meécanismes biologiques

2.3.1 Interactions rayonnement-matiére

Tout comme I'alcool ou le tabagisme, les RI font partie des stresseurs environnemen-
taux pour les cellules de 'organisme. En fonction de leur nature et leur énergie, les RI

interagissent avec la matiere selon plusieurs processus cités dans la Table 2.8.

Particules Interactions Matiére
Q@ ionisation ¢électrons couche K
excitation électrons peu liés
B~ ionisation électrons couche K
excitation électrons peu liés
rayonnement de freinage noyau
Bt annihilation électron

Photons (X et )  effet photoélectrique  électrons couche K
effet Compton électrons peu liés

production de paire noyau

TABLE 2.8 — Interactions rayonnements-matiére (Podgorsak et Agency, 2005).

Les rayonnements associés a des particules interagissent avec la matiére en leur trans-
férant de I’énergie. La particule est alors ralentie de facon progressive sur sa trajectoire.
Cependant les rayonnements électromagnétiques ne transférent que trés peu d’énergie a la

matiére. Ils sont alors atténués selon la densité et le numéro atomique de la matiére qu’ils
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traversent. Ces interactions rayonnement-matiére initient des réactions physico-chimiques
a 'origine des effets biologiques présentés précédemment. On recense deux types de réac-

tions : les effets directs et les effets indirects des RI sur les cellules.

2.3.2 Meécanismes directs et indirects

Lorsque leur énergie est suffisante (> 13,6 eV), les RI vont ioniser ’ADN; les protéines
et les lipides des cellules, il s’agit des effets directs de ’ADN. Comme reporté sur la
Table 2.8, ces mécanismes concernent principalement les rayonnements de type « et 3,
et a l'inverse, les mécanismes indirects passent par l'intermédiaire de l'ionisation de la
molécule d’eau, phénomeéne appelé radiolyse de I'eau. Le corps étant composé a 70% d’eau,
la majorité des lésions radio-induites sont dues aux effets indirects des RI. La molécule
d’eau une fois excitée (HoO*) ou ionisée (HoOT), génére deux radicaux libres H* et OH®.
Il s’agit de molécules ou d’atomes qui portent un électron non apparié sur leur orbitale
électronique la plus externe. Ces radicaux libres diffusent a des distances assez faibles et

s’apparient rapidement pour former de nouvelles espéces radicalaires :

H® + H* — H,
H* + OH* — H,0 (2.1)
OH®*+ OH®* — HQOQ

La présence d’oxygéne peut intervenir et générer d’autres espéces radicalaires telles que
'anion superoxyde (O37), I'hydroperoxyde (OOH?®) et les peroxydes (ROOH). Ces espéces
radicalaires dérivées de I'oxygéne, appelées ERO, sont connues pour leur cytotoxicité.
L’oxygéne a alors un effet radiosensibilisant puisqu’il est a 'origine de 'augmentation
du nombre d’ERO présentes dans les cellules irradiées. Apres irradiation, des mécanismes
d’amplification générent une densité élevée d’ERO hautement réactives qui sont a ’origine

des dommages causés de fagon indirecte (Limoli et al., 2004).

2.3.3 Leésions moléculaires radio-induites

Quel que soit le mécanisme impliqué, des lésions moléculaires sont provoquées par les
ERO (effet indirect) ou les RI directement dans un délai de 107% secondes.

Les premiéres molécules impactées par ces dommages sont les lipides présents dans
les membranes plasmiques et les organites. La dégradation des phospholipides par les RI
ménent a des changements membranaires (rigidité, perméabilité, intégrité). La peroxyda-
tion des lipides des membranes conduit a des altérations de la signalisation intracellulaire
ainsi que des modifications de la régulation de 'expression des génes (Nambiar et al.,
2011).

Les RI vont entrainer des modifications chimiques des protéines telles que 'oxydation,

la carbonylation, les clivages peptidiques ou les restructurations avec pontage. L’ensemble
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. . Nombre de lésions Nombre de lésions
Lésions . .
endogénes exogénes
Pontage ADN-Protéine > 10 150
Pontage ADN-ADN 8 30
Dommages de bases 3 200 2 000
Cassures simple brin 10 000 - 55 000 1 000
Cassures double brin 8 40

TABLE 2.9 — Fréquence des lésions de ’ADN induites spontanément (1ésions endogénes)
ou par 'exposition aux RI (lésions exogeénes). Fréquence déterminée par cellule et par Gy.

de ces dommages protéiques aboutissent & une dénaturation ou a une fragmentation de
la protéine endommagée (Nambiar et al., 2011).

Les RI vont également impacter la molécule d’ADN et induire différents types de
lésions : des cassures simples voire doubles-brin, des altérations des bases, des pontages
inter- ou intra brin et des adduits (Figure 2.5) (Reisz et al., 2014; Nambiar et al., 2011).

NEODGOUDGINA

ADN-Protéine

FIGURE 2.5 — Les différents types de dommages & 'ADN occasionnés par une exposi-
tion aux rayonnements ionisants. CDB : cassure double-brin; CSB : cassure simple brin ;
ADN-ADN : pont inter ou intra brins; ADN-protéine : adduits; dommages de la base :
désamination, alkylation, oxydation, site abasique.

Les cassures double-brin (CDB) ne résultent pas de deux cassures simple-brin (CSB)
localisées en regard sur les deux brins d’ADN mais sont le plus souvent causées par I'inter-
médiaire des ERO lorsque la direction du rayonnement passe suffisamment proche d’une
molécule d’ADN. Ces différents types de lésions d’ADN radio-induites se produisent égale-
ment de fagon spontanée sous l'effet des radicaux libres générés par 'activité métabolique
des cellules en présence de I'oxygéne (métabolisme oxydatif dans les mitochondries, per-
oxydation des lipides). Contrairement aux radicaux libres endogénes, les radicaux libres
radio-induits ne sont pas produits de facon homogéne et sont hautement réactifs. La fré-
quence des occurrences de ces lésions spontanées et radio-induites est indiquée dans la
Table 2.9.

En réponse aux dommages a I’ADN induits par les RI, une cascade d’événements est

ordonnée de la sorte :

1. signalisation des dommages par les protéines détectrices (senseurs);
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2. transmission du signal par les protéines de transduction du signal (transducteurs) ;

3. activation des protéines impliquées dans la réponse cellulaire (effecteurs). Selon le
type de lésion de ’ADN détectée, différents mécanismes de réparation peuvent se

mettre en place et aboutir a la survie ou a la mort de la cellule.

Bien que le nombre de CDB reste limité par rapport aux autres lésions, elles restent les
plus déléteres, car elles peuvent mener & une perte de I'information génétique voire & une

instabilité génétique permanente.

Réparation des CDB de ’ADN

Deux principaux mécanismes sont impliqués dans la réparation des CDB : la suture non
homologue des extrémités clivées (NHEJ) et la recombinaison homologue (HR) (Mao et al.,
2008). Les mécanismes de réparations de ’ADN avec ces deux systémes sont schématisés
dans la Figure 2.6.

La suture (ou religation) non homologue (NHEJ) est la voie de réparation prépon-
dérante des CDB qui est active tout au long du cycle cellulaire. Cette voie est souvent
considérée comme intrinséquement infidéle puisqu’elle peut entrainer une perte de ma-
tériel génétique. De plus, le nombre de réparations infidéles augmente avec la dose. A
I'inverse, la voie HR est considérée comme plus fidéle. Par homologie, elle se base sur une
chromatide sceur non endommagée pour synthétiser les brins complémentaires aux brins
endommagés. Elle intervient uniquement aux phases S et G2 du cycle cellulaire.

La réponse cellulaire finale vis-a-vis des dommages affectant ’ADN se traduit in fine
par trois situations distinctes (Figure 2.7) :

— la réparation des lésions (~ 10 minutes);

— la mort cellulaire (quelques heures voire quelques jours) via 'apoptose ou la catas-

trophe mitotique;

— Dlinstabilité génomique (quelques jours a plusieurs années).

La sénescence est une autre conséquence de ’exposition aux RI qui peut se produire
en cas de réparation non fidéle ou de non-réparation des CDB. Il s’agit d'un arrét du
cycle cellulaire & court terme (< 10 jours) avec ou sans raccourcissement des télomeéres
(de Magalhaes et Passos, 2018; Li et al., 2018).

2.3.4 Facteurs influant la réparation des lésions a I’ ADN
Facteurs cellulaires

Le terme de radiosensibilité cellulaire est relié a la probabilité de mort cellulaire ou de
mutations par unité de dose. Par opposition, la radiorésistance fait référence a la survie
des cellules. La radiosensibilité cellulaire dépend de divers facteurs :

— La phase du cycle cellulaire. Malgré une incidence des lésions d’ADN équivalente

au cours du cycle cellulaire, les mécanismes de réparation impliqués ne se mani-

festent pas de fagon constante durant le cycle cellulaire. De plus, des points de
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IR\

(A)
‘_

(B) o (8) ———— 2

o —  / «J; ‘C'):k ‘:
o A o R— - —

(E) (E')
9 BRCA1/2 O Ku70/80 @ 1) XRCC4/ligase IV/
0 hRad51/52 k DNA-PK Cernunnos

FIGURE 2.6 — Schéma des mécanismes de réparation en cas de CDB : HR (recombinai-
son homologue) et NHEJ (religation non-homologue). (A) Les RI peuvent mener a une
CDB. Pour HR : (B) Résection des extrémités 5 par BRCA1/2. (C) Stabilisation des
extrémités et invasion d’une séquence homologue (brins rouges) par hRad51 et hRad52.
(D) Réparation du brin d’ADN et formation d’une structure de Holliday. (E) Démantéle-
ment de la structure Holliday avec ou sans crossing-over et CDB réparée fidélement. Pour
NHEJ : (B’) Reconnaissance de la CDB et stabilisation de la structure par Ku70/Ku80.
(C”) Recrutement par DNA-PK (DNA- dependent Protein Kinase) des protéines permet-
tant le fagonnage du double-brin (endonucleases, Artemis) (D’) Ligation des extrémités
(XRCC4, ligase IV, Cernunnos) (E’) CDB réparée de maniére non fidéle (fautive) (Mao
et al., 2008).
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Lésion ADN radio-induite

N

Arrét du cycle cellulaire

Mécanismes de réparation | | Pas de réparation

G1/G2
/ \.
Réparation fidele Réparation fautive
| |
Pas d'effet Effets aléatoires Effets déterministes
N |
Effets somatiques | Effets génétiques Apoptose
| |
Cancer Mutation

FIGURE 2.7 — Cascades d’événements : depuis la lésion ADN radio-induite jusqu’aux effets
stochastiques (Kamiya et al., 2015) et déterministes (Fry, 2001).

controle ("checkpoints") permettent de suspendre le cycle cellulaire et d’activer les
mécanismes de réparation de 'ADN (Figure 2.8).

Les conditions d’oxygénation de la cellule : 'augmentation de radicaux libres en
présence d’oxygene explique que les cellules bien oxygénées sont plus radiosensibles
que les cellules hypoxiques (Lartigau et al., 2008). En revanche, il a été constaté
qu’en conditions hypoxiques, la voie NHEJ est stimulée, ce qui favorise I'instabilité
génétique par son infidélité.

Le type cellulaire : la loi de Bergonié et Tribondeau (Haber et Rothstein, 1969)
établit la radiosensibilité des tissus en fonction de sa capacité de division et de son
degré de différenciation. D’apreés cette loi, les cellules souches ainsi que les progéni-
teurs sont particuliérement vulnérables. En effet, ces cellules sont trés radiosensibles

puisqu’elles présentent une forte capacité de division et sont peu différenciées.

Facteurs génétiques

Des facteurs individuels peuvent se combiner aux facteurs cellulaires et contribuer &

l'accentuation ou a la diminution de la radiosensibilité. Une méme dose de RI affecte les

tissus de facon identique entre les individus. Néanmoins la signalisation et la réparation

de ces lésions est quant a elle singuliére a I'individu. Différents syndromes génétiques ont

notamment été définis comme facteur de radiosensibilité tels que le syndrome A-T (Ataxia-

Telangiectasia) (Borras-Fresneda et al., 2016; Taylor et al., 1975) ou les mutations des
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Point de contréle
de I'assemblage

des fuseaux
M / NHE)
Point de contrdle |

G2/M N HR

7z

7

Gl
G2
~
Point de contrdle
G1/s
Point de controdle S
Intra-S

FIGURE 2.8 — Intervention des systémes de réparation des CDB de ’ADN (NHEJ en vert
et HR en bleu) en fonction du cycle cellulaire. Phase G1 : Préparation de la duplication
du génome; Phase S : Duplication du génome; Phase G2 : Préparation de la division
cellulaire; M : mitose (prophase, métaphase, anaphase, télophase). Le cycle Gy est une
étape du cycle cellulaire au cours duquel les cellules sont quiescentes.
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génes BRCA1/2 (Borras-Fresneda et al., 2016; Leong et al., 2000). Cette radiosensibilité

individuelle s’exprime, a la fois aux fortes et aux faibles doses de rayonnement.
Dans le contexte de cette thése, nous nous intéresserons aux atteintes provoquées par

I’exposition aux RI et nous nous focaliserons sur le cerveau en développement connu pour

étre trés radiosensible.

2.3.5 Cas particulier du cerveau en développement

Développement du cerveau normal
Le développement du cerveau suit un processus précis et pré-défini. Le cortex est 'une

des structures les plus importantes car il est le siége des fonctions neurocognitives par

Iintégration des informations sensorielles en un plan d’actions.

” VL I Neurogenése :
; : . i i I
)@ 'S Y WYy 1 Linpocamplaue §
R - RMS e
. 3.Différenciation | BO i ! : Y-l
| Maturation | et § 7
. Intégration | ,/ h GD
— 3 7’ 1
2.Migration h
| 1.Division des cellules souches (e) /
/

et prolifération des cellules
transitoires amplifiées (o)

FIGURE 2.9 — Coupe sagittale du cerveau de souris avec les deux principaux sites de
neurogeneése : la zone sous-ventriculaire (ZSV) et la zone sous-granulaire (ZSG) du gyrus

denté (GD). La neurogenése hippocampique et sous-ventriculaire débute dans la ZSG
et la ZSV respectivement. Elle passe par trois étapes notées 1,2 et 3. La neurogenése
hippocampique donne majoritairement lieu a des cellules granulaires, interneurones et
cellules gliales dans la région CA1l de I'hippocampe. La neurogenése sous-ventriculaire
aboutit a des neurones granulaires (cercles bleus) et périglomérulaires (cercles rouges)

dans le bulbe olfactif (BO).

Comme le montre la Figure 2.10, la majorité des étapes de développement du néocortex
se produisent au stade embryonnaire. La neurogénése s’initie au stade embryonnaire et
désigne I'ensemble du processus qui donne naissance a de nouvelles cellules matures et
fonctionnelles capables de s’intégrer dans les circuits neuronaux existants. Elle passe par
une phase de divisions cellulaires, de migration et de différenciation des neurones. Chez
la souris du 11,5 au 17,5 jour de gestation, les neurones des couches corticales sont
produits, & partir des cellules souches et progéniteurs neuronaux (CSPN), de la couche la

plus profonde a la plus surfacique (Sakayori et al., 2013). En paralléle, d’autres processus
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sont mis en place pour générer les autres types de cellules cérébrales comme les astrocytes
ou les oligodendrocytes (Semple et al., 2013).

Pour la majorité des régions cérébrales, la synthése de nouveaux neurones est terminée
a la naissance. Cependant, au sein du gyrus denté (GD) de I'hippocampe et de la zone
sous-ventriculaire (ZSV), la synthése de nouveaux neurones se poursuit tout au long de
la vie chez la souris (Figure 2.9), mais également chez ’'Homme (Eriksson et al., 1998).
Elle est principalement confinée dans deux niches neurogéniques : le GD et la ZSV qui
produisent des cellules matures qui migrent ensuite respectivement vers I’hippocampe et
le bulbe olfactif (BO) (pour la souris) ou le striatum (pour ’Homme).

En fonction du stade de développement un défaut dans ce processus, par exemple
causé par une exposition aux RI, peut mener a des effets néfastes a court terme, mais

aussi a long terme de facon irréversible, comme indiqué dans la Table 2.7.
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2.3. MECANISMES BIOLOGIQUES

Conséquences de l’irradiation sur le cerveau en développement a court et long

terme

Les effets a court terme, soit 1 h & 24 h post-irradiation, sur le cerveau en développe-
ment se manifestent a 1’échelle cellulaire. Des CDB sont induites chez 'embryon a partir
d’une dose de 10 mGy a E 13,5 (Saha et al., 2014; Verreet et al., 2016b). D’autre part, le
cycle cellulaire des cellules souches et progéniteurs neuronaux (CSPN) peut étre stoppé
pour permettre la réparation des CDB, par 'activation de point de controle situés en
phase G2/M et intra-S. Néanmoins, les CDB peuvent ne pas étre réparées et alors provo-
quer une apoptose des CSPN. En effet au stade embryonnaire (E 14,5), une dose de 50
mGy est suffisante pour détecter une apoptose des CSPN dans le cortex du cerveau de
souris (Gatz et al., 2011; Verreet et al., 2016b).

A plus long terme, les effets de l'irradiation se manifestent au niveau de la structure du
cerveau avec une microcéphalie (Schull et al., 1990) ou des malformations (Schull et al.,
1990; Williams et Fletcher, 2010) (Table 2.7). Des déficits fonctionnels ont également été
reportés, comme des atteintes cognitives (par exemple, une baisse du quotient intellectuel)
(Schull et Otake, 1999) et des altérations motrices (Kimler et Norton, 1988; Gao et al.,
2002), lesquelles pourraient s’expliquer par des altérations de la neurogenése.

La Figure 2.11 résume les différentes atteintes cérébrales potentiellement induites par
les RI. Comme détaillé dans les revues de Makale et al. (2017) et de Yang et al. (2017),
ces atteintes n’ont pas seulement lieu sur le cerveau en développement mais aussi chez
le cerveau adulte avec des radiosensibilités distinctes. La plupart de ces dimensions (cel-
lulaires, inflammatoires, vasculaires et génétiques) sont accessibles par imagerie et place
donc l'imagerie cellulaire, tissulaire et IRM comme une modalité pertinente et nécessaire

pour étudier la radiophysiopathologie cérébrale.

RI
1 2 3 4 5 6 12 Temps post-irradiation (mois)

Troubles cognitifs variables et temporaires Troubles cognitifs progressifs et manifestes _

| Oligodendrocytes lésés

| Neuro-inflammation

| Dommages vasculaires

| Neurogenése altérée

| Métabolisme neuronal anormal

| Neurones non fonctionnels

—

FIGURE 2.11 — Décours temporel des altérations cellulaires a court (jaune péle), moyen
(orange) et long (orange foncé) terme sur la cognition. Figure adaptée de Makale et al.
(2017).
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2.4 L’apport de 'imagerie en radiopathologie cérébrale

2.4.1 Etudes d’imagerie cellulaires et tissulaires (microscopie)

Une premiére approche consiste & observer et quantifier les atteintes radio-induites des
cellules cérébrales en menant des études in wvitro sur des cellules humaines ou animales
(lignées de cellules primaires). Par exemple, les dommages a I’ADN peuvent étre sondés
par immunofluorescence a l'aide de I’histone YH2AX phosphorylé, protéine détectrice
des CDB. Ces études peuvent étre menées sur des cellules récoltées a partir d’échantillons
sanguins humains puis mises en culture (Borras-Fresneda et al., 2016). Les effets des RI sur
les CSPN ont été trés étudiés in vitro, notamment dans diverses conditions d’irradiations
(Limoli et al., 2004; Chen et al., 2015). Ces études ont ainsi montré que l'irradiation peut
perturber le cycle cellulaire des CSPN a court terme sans impacter leur renouvellement a
long terme.

La seconde approche concerne ’étude de tissus cérébraux ex-vivo provenant de mo-
déles animaux, en général la souris. L’avantage par rapport aux études wn vitro, est que
I’'on peut étudier la réponse des cellules cérébrales dans leur environnement, ce qui permet
de considérer les interactions entre les différents types cellulaires. A partir de ces prélé-
vements tissulaires, il est possible de réaliser des études génomiques, transcriptomiques
ou protéiques. La plupart des études ex vivo ont été menées a 1’échelle cellulaire pour des
analyses protéiques effectuées par des immunomarquages et également a ’échelle tissulaire
par des colorations histologiques. L’ensemble de ces marquages permettent de détecter par
microscopie différentes populations cellulaires, le processus de mort cellulaire (apoptose)
ou encore des changements morphologiques. Quel que soit le protocole d’irradiation, il
semble que chez le modéle souris, un déficit de neurogeneése soit a 1’origine de la baisse du
nombre de progéniteurs, de neurones matures et immatures ainsi que des oligodendrocytes
immatures a long terme.

Les Figures 2.12 et 2.13 illustrent les différents types d’immuno-marquages réalisés
sur des coupes de cerveau (études ex vivo) ou lignées de cellules souches neurales (études
in wvitro). Les Tables 2.11 et 2.10 reportent les principaux résultats obtenus a l'aide des

marquages illustrés sur les Figures 2.12 et 2.13.
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Coloration histologique

ou Cibles Observations
immunommarquage
Morphologie :
Noyaux (acides Morphologie tissulaire
H&E nucléiques) : bleu/violet et  modifiée dans la zone sous
cytoplasme : rose granulaire du GD
Inflammation :
Activation astrocytaire
anti-GFAP Astrocytes dans 1h1p.poca.m1.)e Lan
post-irradiation
(Inflammation)
Activation des cellules
: . . microgliales dans
anti-Iba-1 Microglie et macrophages Ihippocampe 1 an
post-irradiation
. /" du recrutement des
anti-CD3 Lymphocytes T cellules T dans la SB
" des macrophages
anti-CD11c Macrophages majoritairement dans la
SB (Inflammation)
) /* Macrophages matures
anti-MHC-1II Macrophages dans In SB
Vascularisation :
Activation des cellules
. hélial
anti-ICAM-1 Cellules endothéliales , e'zndot liales dans
I’hippocampe avec une
morphologie hyper-ramifiée
anti-CD31 Cellules endothéliales /" Densité vasculaire et du

diameétre des vaisseaux

TABLE 2.10 — Observations immunohistologiques des modifications cellulaires apres irra-
diation sur des coupes de cerveau de souris a partir des photos présentées sur la Figure
2.12. GD : gyrus denté, SB : substance blanche.
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FIGURE 2.12 — Exemples d’immunomarquages réalisés ex vivo (A) : Coloration a I'héma-
toxyline et éosine (H&E) sur une coupe du gyrus denté de souris irradiée a 7 Gy (bas) et
non-irradiée (haut) (Gazdzinski et al., 2012). (B, C, D) : Immunomarquages sur une coupe
de cerveau de 'hippocampe de souris irradiée & 35 Gy (bas) et non irradiée (haut) avec :
(B) lanti-corps anti-GFAP ("Glial Fibrillary Acidic Protein"), (C) 'anti-corps anti-Ibal
("Ionized calcium binding adaptor molecule 1"), (D) I'anti-corps anti-ICAM-1 ("Intra-
Cellular Adhesion Molecule 1") (Moravan et al., 2011). (E, F, G) : Immunomarquages
d’une coupe de cerveau de souris irradiée & 35 Gy (bas) et non irradiée (haut) avec : (E)
I'anti-corps anti-CD3 ("Cluster of Differenciation 3"), (F) I'anti-corps anti-CD11c ("Clus-
ter of Differenciation 11c¢"), et (G) 'anti-corps anti-MHC-II ("Major Histocompatibility
Complex II") avec une contre-coloration de vert de méthyle (Moravan et al., 2011). (H)
Immunomarquage avec ’anti-corpd CD31 sur une coupe de cerveau de souris irradiée a 3
x 2 Gy (Burrell et al., 2012).
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Immunomarquage Cibles Observations

Dommages a PADN
" du nombre de foci des

anti-yH2AX CDB de FADN CDB de ’ADN 30 minutes
(rouge/rose) o
post-irradiation
Morphologie cellulaire
Colocalisation avec d’autres
DAPI Noyaux (bleu) )
cellules marquées
Cellules en prolifération Colocalisation avec d’autres
BrdU )
(orange) cellules marquées
N\ Progéniteurs neuronaux
anti-Sox2 Cellules Sm(ls}elre:) neuronales dans la ZSV 8 mois

post-irradiation

Pas de variations dans la
7SV 7 jours post-irradiation

anti-DCX Neurones immatures (vert) et \, Neurones immatures
dans le BO 8 mois

post-irradiation

N\, Neurones matures dans

anti-NeuN Neurones matures (vert) le BO 8 mois
post-irradiation

Différenciation des CSPN
en neurones 5 jours
post-irradiation

Neurones immatures

anti-Tujl (rouge)

Différenciation CSPN en

anti-GFAP Astrocytes (vert) astrocytes 5 jours
post-irradiation

" Oligodendrocytes

. li .
anti-NG2 O igodendrocytes immatures dans le GD 2
immatures (vert) . N
mois post-irradiation
anti-O4 Oligodendrocytes matures Pas de variations dans la
(rouge foncé) ZSV 7 jours post-irradiation
anti-MBP Myéline (rouge) Démyélinisation dans le Cc

TABLE 2.11 — Observations des effets de 'irradiation sur la neurogeneése chez les souris :
études ez vivo (immunohistologie) et études in vitro (immunocytologie) a partir des photos
présentées dans la Figure 2.13. CDB : cassures double-brin, CSPN : cellules souches et
progéniteurs neuronaux, ZSV : zone sous ventriculaire, BO : bulbe olfactif, GD : gyrus
denté, Cc : corps calleux.
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2.4.2 Etudes d’imagerie in vivo sur les modéles animaux

Alors que les études menées sur des cellules (in vitro) ou sur tissus (ex vivo) nous
renseignent sur les conséquences microscopiques de l'irradiation pour un temps donné et
dans une zone cérébrale donnée, I'imagerie in vivo permet d’étudier de fagon plus globale
et longitudinalement la réponse biologique de I'organisme face aux RI. Contrairement aux
études épidémiologiques présentées dans la section 2.2.3, les études précliniques menées
chez 'animal permettent de maitriser les conditions d’irradiation ainsi que I’homogénéité
génétique, ce qui permet d’augmenter la puissance statistique dans ces études. Parmi les
différentes modalités d’'imagerie, 'IRM (imagerie par résonance magnétique) fut la plus
utilisée. Pour plus de détails sur I'IRM, notamment les principes physiques de résonance
magnétique nucléaire (RMN), I'encodage du signal, les séquences et les principales moda-
lités, se référer a I’annexe B. De par sa versatilité, 'IRM a permis de mettre en évidence
des dommages morphologiques, structurels, vasculaires et métaboliques, notamment dans
différents protocoles d’exposition aux RI du stade embryonnaire jusqu’a 1’age adulte, no-
tamment chez la souris. La Table 2.12 reporte les différents types de dommages reportés
par IRM dans le cadre d’études précliniques chez la souris exposée dans différentes condi-
tions d’irradiation (selon la maturité du cerveau et de la dose de RI).

D’autres techniques comme la TEP permettent de remonter & des informations mé-
taboliques similaires a celles dérivées de la spectroscopie par résonance magnétique nu-
cléaire (spectroscopie RMN). Des altérations métaboliques ont notamment été détectées
dans un modéle d’irradiation cérébrale focalisée (sur un hémispheére) chez la souris. Ces
souris présentaient pour les deux hémisphéres (controlatéral et irradié¢) des niveaux éle-
vés de captation de fluorodésoxyglucose (FDG) deux mois aprés irradiation, révélant une
consommation du glucose plus importante (Kovécs et al., 2018).

Compte-tenu du caractére quantitatif des paramétres estimés par imagerie biomédi-
cale, en particulier par IRM, les études précliniques sur modeéles animaux permettent
d’identifier des biomarqueurs d’imagerie pouvant étre pertinents pour détecter de ma-
niére non-invasive des dommages cérébraux radio-induits. Ainsi, il est envisageable de
transposer ces observations chez I’'Homme dans le but d’améliorer la prise en charge des
patients traités par radiothérapie cérébrale (forte dose de RI) ou exposés accidentellement
(faibles doses de RI).

2.4.3 Etudes chez les patients

Les études cliniques en neuro-imagerie ont une démarche plus applicative que celle des
études précliniques menées sur des modéles animaux ou des études cellulaires. Elles sont
souvent ’ceuvre d’une recherche biomédicale et ont pour objectif de déterminer 'efficacité
d’un traitement ou d’élaborer un raffinement thérapeutique. Les études cliniques radio-
biologiques portent alors sur des cohortes de patients ayant été traités par radiothérapie

dans le cadre d’une réduction ou d’une ablation de tumeurs primitives du cerveau ou de
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Dose (Gy) Observations Référence
In utero
0,3-1 Atrophie cérébrale Verreet et al. (2016a)
dont Ctx, Str, Cer > 30%
1 Inflammation de 'Hip et du Cc (\, FA) Verreet et al. (2015)
Perte ou atrophie neuronale corticale (Y, [NAA])
Dilatation des ventricules
N\, Vascularisation (Y, diamétre artériel) Saito et al. (2015)
Juvénile
3 Atrophie de I'Hip de Guzman et al. (2015)
5 Atrophies du BO, de Guzman et al. (2015)
du pédoncule cérébral
et de la capsule interne
7 Atrophies de la SB et SG Nieman et al. (2015)
de Guzman et al. (2015)
Gazdzinski et al. (2012)
Adulte
2 N\ Neurogenése Hip (\, FA) Kumar et al. (2013)
3 (Edéme cytotoxique (\, MD, FA) Trivedi et al. (2012)
5 Activation microgliale (\, MD, FA) Watve et al. (2018)
dans I'Hip et CP
N\ Densité cellulaire (\, AD, RD, MD) Gupta et al. (2017)
dans I'Hip
8 Dilatation des ventricules Trivedi et al. (2012)
Activation microgliale ou astrocytaire (N, FA, AD) Trivedi et al. (2012)
Gupta et al. (2013)
(Edeme cytotoxique (N, [Tau], [ml]) Rana et al. (2013)
45 Nécrose (Hyperintensités Ty et Tsy) Jiang et al. (2015)

TABLE 2.12 — Observations réalisées a partir d’études précliniques par IRM cérébrale
dans différentes conditions d’irradiation chez la souris a différents stades de maturité du
cerveau (exposition aux RI in utero, en période post-natale ou adulte). Ctx : cortex;
Str : striatum ; Cer : cervelet ; Hip : hippocampe ; Cc : corps calleux; BO : bulbe olfactif;
SB : substance blanche ; SG : substance grise ; CP : CaudoPutamen. |Tau] : concentration
moléculaire de Taurine ; [ml| : concentration moléculaire de myo-inositol ; [NAA] : concen-
tration moléculaires de N-Acétyl-Aspartate. FA : fraction d’anisotropie; MD : diffusivité

moyenne ; AD :
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Protocole IRM Observations Références

Pondération Ty Atrophie de I'Hip Takeshita et al. (2019)

Nécrose de la SB / cedeme
(Hyper-intensités)
Micro-hémorrhagies
(Hypo-intensités)

Pondération T Ball et Ballard (1992)

Ball et Ballard (1992)

Pondération Ty BHE non fonctionnelle Ball et Ballard (1992)
+ Agent de contraste /" Perfusion Cao et al. (2009)
(Gadolinium) (/" réhaussement du Fahlstrom et al. (2018)
contraste)
¢ Densité vasculaire Fahlstrom et al. (2018)
\, Epaisseur corticale Karunamuni et al. (2016)
IRM de diffusion (DTT) Démyélinisation (N, FA) Nagesh et al. (2008)
N\ Densité axonale (,* MD, .
AD, RD) David et al. (2019)
dans le Cc

Mort cellulaire (N,
[NAA/Cr|)
Apoptose (N, [Cho/Cr])

Spectroscopie RMN Sundgren et al. (2009)

TABLE 2.13 — Observations réalisées a partir d’études IRM chez les patients traités par
radiothérapie dans le cadre de pathologies cérébrales (tumeur primitive de faible ou haut
grade et métastases). Hip : hippocampe; SB : substance blanche; Cc : corps calleux;
BHE : barriére hémato encéphalique. DTI : imagerie du tenseur de diffusion ; RMN : réso-
nance magnétique nucléaire. FA : fraction d’anisotropie; MD : diffusivité moyenne ; AD :
diffusivité axiale; RD : diffusivité radiale. [NAA/Cr| : concentration moléculaire relative
de N-Acétyl-Aspartate par rapport a la créatine; [Cho/Cr| : concentration moléculaire
relative de choline par rapport a la créatine.

métastases cérébrales. Les comparaisons sont réalisées chez les patients avant le début du
traitement par radiothérapie cérébrale focalisée (IRM de référence) et apreés le traitement.
Meéme si les RI sont focalisés sur la tumeur (suivant un protocole de type "intensity-
modulated radiation therapy" (IMRT)), en raison des marges considérées pour cibler en-
tierement la tumeur, les tissus environnants sont également atteints, mais a moindre dose.
La Table 2.13 donne les principaux résultats d’études IRM sur les effets de la radiothérapie

sur les régions saines de patients atteints de tumeurs cérébrales.

2.5 Bilan

Nous avons vu dans ce chapitre que la neuroimagerie, et 'IRM en particulier, est

sensible a différentes atteintes cérébrales induites par I’exposition aux RI. Des altérations
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volumétriques (atrophies ou dilatation), vasculaires (perfusion) et également sur la micro-
structure cérébrale ont été détectées dans des modéles animaux et chez des cohortes de
patients.

Du fait de la maturation cérébrale incompléte aux stades embryonnaire et juvénile,
ces périodes de la vie sont les plus radiosensibles. Néanmoins, l'investigation des effets
d’une irradiation globale sur le cerveau sain, de plus est & ces ages, ne peut étre réalisée
chez 'Homme (hormis & l'aide d’études épidémiologiques pour lesquelles il est difficile de
controler tous les paramétres).

C’est pourquoi les travaux de cette thése sont menés sur un modéle souris exposé in
utero ou au stade juvénile, dans le but de caractériser a long terme (a 1’age adulte) les
effets d’une exposition globale dans un premier temps a forte dose et a faible dose a terme.
Une approche a I’échelle du cerveau entier qui associe I'TRM anatomique et de diffusion
a été utilisée a cet effet afin d’accéder aux informations volumétriques, vasculaires et

microstructurelles.
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Chapitre 3

L’imagerie par résonance magnétique
de diffusion : origine, séquence et

modéles

L’objectif de ce chapitre est de présenter les bases physiques sur lesquelles repose
I'imagerie par résonance magnétique (IRM) de diffusion. La méthode et les modéles per-
mettant de remonter indirectement aux informations microstructurelles des tissus imagés

en diffusion seront également précisés dans ce chapitre.

3.1 La diffusion des spins : du mouvement brownien a

la diffusion restreinte et anisotrope

En un mot, le principe de 'IRM de diffusion va profiter de I'aimantation élémentaire
de chaque noyau induite par le champ magnétique et "suivre" les déplacements de cette
ailmantation suite au processus de diffusion moléculaire. Pour I’encodage spatial, on va a
nouveau utiliser des impulsions de gradients de champ magnétique, mais bien plus intenses
que pour la production des images du fait qu’il faille encoder des déplacements microsco-
piques. Le signal IRM va donc bien dépendre de ces mouvements microscopiques, mais
la résolution des images restant macroscopique, on aura affaire & une paramétrisation du
phénoméne au sein de chaque voxel. C’est exactement ce qui a motivé Einstein & travailler
sur les liens entre diffusion et mouvement brownien (sa thése de physique et 'article de
1905 (Einstein, 1926) établissant un lien entre ces deux phénoménes). Au début du 20°me
siecle, 'existence des atomes et des molécules était controversée, d’autant qu’ils ne pou-
vaient pas étre "vus" par les instruments de I’époque. L’idée d’Einstein a été d’élaborer
I'hypothése que la diffusion (phénoméne macroscopique visible décrit en particulier par
les équations de Fick) était gouvernée par le mouvement brownien (invisible) des atomes
animés par leur énergie cinétique. Si ces atomes existaient (microscopiquement) son mo-

deéle permettait de calculer exactement ce qui était observable (macroscopiquement) par la
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diffusion, prouvant ainsi, indirectement, ’existence des atomes et molécules. Jean Perrin

fut le premier a utiliser ’équation d’Einstein pour la diffusion pour déterminer I’existence

et la taille de la molécule d’eau en 1909 (Perrin, 1909), ce qui lui a valu le prix Nobel.

De maniére similaire, 'IRM de diffusion renseigne sur le parcours moléculaire de I’eau
(si on considére 'TRM du noyau d’hydrogéne, mais d’autres noyaux sont également utili-
sables) et les obstacles que celles-ci vont rencontrer (membranes cellulaires, fibres, etc.).
Le coefficient de diffusion apparent (ADC) qui en résultera a 1’échelle du voxel reflétera

alors la structure microscopique du tissu, réalisant ainsi une sorte de biopsie virtuelle.

3.1.1 Cas idéal de la diffusion libre

Dans un milieu de température non nulle, les particules possédent une énergie ciné-
tique d’agitation qui engendre leur déplacement permanent et provoque des chocs entre
particules. Le mouvement des particules entre chaque collision est appelé libre parcours
moyen. Il est défini par la probabilité de déplacement de la position rj a 7 entre I'instant
t =0 et I'instant ¢ :

PR/ t) = ( \/471T_Dt>3el’p (_(%f))g) (3.1)

Il est supposé indépendant pour chacune des particules, tout comme sa direction aprés
chaque collision. Il s’agit d’un processus microscopique stochastique qui donne naissance
a I’échelle macroscopique au phénomeéne de diffusion. La formalisation mathématique de
la diffusion d’une particule fut émise par Albert Einstein (Perrin, 1909; Einstein, 1926)
en 1905. Il définit le coefficient de diffusion D. L’équation d’Einstein généralisée aux
mouvements de multiples dimensions est donnée par 1’équation suivante :

<7 >

D = 3.2
QTLTd ( )

avec < 7 > le déplacement quadratique moyen de dimension n (1D, 2D ou 3D) d’une
particule pendant une durée Ty;. Cependant sa validité reste limitée dans le cas de la
diffusion libre, autrement dit lorsque la distribution des déplacements est décrite par une
gaussienne (Figure 3.1, A). Les particules ont la méme probabilité de se déplacer dans
toutes les directions de I'espace. Le libre parcours moyen est alors identique, quelle que soit
la direction. Par exemple, dans un verre d’eau les molécules d’eau diffusent aléatoirement
et vérifient les conditions de diffusion libre jusqu’a ce qu’elles rencontrent la paroi du verre
lorsque la durée T, est suffisamment longue. Dans les tissus cérébraux, la diffusion libre
est un phénoméne que I'on peut observer uniquement dans le liquide cérébrospinal (LCS),

a condition que la durée T, ne soit pas trop longue.
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CHAPITRE 3. INTRODUCTION A L'IRM DE DIFFUSION

<R%> Représentation géométrique Notation matricielle
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FIGURE 3.1 — Les différents types de diffusion. Dans I’eau libre, la diffusion libre s’applique
(A). Dans le milieu extracellulaire la diffusion peut étre tortueuse (B) et anisotrope (C). Le
déplacement quadratique moyen pour la diffusion intracellulaire (restreinte et anisotrope)
n’est pas schématisé sur cette Figure, mais la représentation géométrique et la notation
matricielle sont les mémes que pour la diffusion intracellulaire.

3.1.2 La diffusion en milieu biologique

La diffusion libre est un cas idéal qui n’est pas vérifié dans les tissus biologiques
définis comme complexes et hétérogeénes. Dans cet environnement la diffusion est qualifiée

d’entravée et tortueuse, de restreinte et parfois d’anisotrope (Beaulieu, 2002).

Diffusions entravée et tortueuse

Les tissus biologiques peuvent étre modélisés en deux types de compartiments : le
milieu intracellulaire et le milieu extracellulaire. L’intérieur d’une cellule est constitué
d’un cytosquelette (microtubules, microfilaments) et d’organites (noyau, mitochondries,
ribosomes ...) qui agissent comme des obstacles et limitent le déplacement des particules
dans cet espace. De plus, l'espace intracellulaire est délimité par des membranes qui
confinent plus ou moins les déplacements moléculaires au sein de la cellule en fonction de
leur perméabilité. Ces structures ne permettent donc pas la diffusion libre des molécules, la
diffusion est alors qualifiée de restreinte si les molécules ne peuvent sortir du compartiment
intracellulaire et d’entravée sinon.

La diffusion dans ’espace extracellulaire n’implique pas de cloisonnement. Cependant,
elle est aussi contrainte par les membranes cellulaires (Figure 3.1, B). Elle est qualifiée de
tortueuse en raison de ’encombrement de ’espace par ces membranes.

Du fait de la diffusion restreinte ou tortueuse, la diffusion est quantifiée par 'ADC. 11
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3.1. LA DIFFUSION DES SPINS : DU MOUVEMENT BROWNIEN A LA
DIFFUSION RESTREINTE ET ANISOTROPE

vérifie 'inégalité ADC < D, le coefficient de diffusion D faisant référence a la quantification

de la diffusion libre (section 3.1.1). Dans le cas de la diffusion restreinte, comme pour la
diffusion libre, les molécules se déplacent sans direction préférentielle. Par conséquent le
coefficient D dans le cas de la diffusion libre et ’ADC dans le cas de la diffusion restreinte

sont des valeurs scalaires indépendantes de la direction de diffusion.

En plus de dépendre de la géométrie, ’ADC dépend également des conditions d’obser-
vation. En effet, pour un temps de diffusion court, ’ADC sera peu sensible & la géométrie
puisque les molécules n’auront pas le temps de rencontrer les obstacles. Dans ce cas la
diffusion peut étre considérée comme pseudo-libre et dépendra de la température et de la
viscosité du milieu. A contrario, pour des temps de diffusion relativement longs, la dépen-
dance de ’'ADC a la géométrie augmente. La distance quadratique parcourue pour t — oo
devient nulle dans le cas d’une diffusion restreinte avec membranes imperméables. Dans
le cas d’une diffusion tortueuse, la distance parcourue tend vers l'infini lorsque ¢t — oo.

L’ADC est alors indépendant du temps de diffusion et est régi par I’équation : ADC =

D

7z, avec T' la tortuosité.

Autres sources de déplacement

Au sein des cellules, en parallele du phénoméne de diffusion, des transports actifs
existent. Tout comme la diffusion, ils nécessitent un apport énergétique. Ils peuvent étre
membranaires ou assistés. Par exemple, les transports membranaires permettent le passage
de molécules (pompe Na-+/K+). Les transports assistés reposent sur le déplacement de

molécules par des protéines motrices qui se déplacent en changeant de conformation.

La micro circulation sanguine est une autre forme de déplacement. Les molécules

(d’eau) dans les vaisseaux sanguins sont déplacées par le plasma en mouvement.

Diffusion anisotrope

Certains tissus présentent des organisations anisotropes, par exemple les cellules mus-
culaires ou les axones (fibres de la substance blanche (SB)). En premiére approximation,
ces cellules peuvent étre assimilées a des cylindres. On comprend alors intuitivement que
la diffusion dans ces cylindres est moins entravée que la diffusion a travers les membranes
cellulaires, avec ou sans myéline pour la SB. La diffusion est alors qualifiée d’anisotrope
et il devient nécessaire de calculer un coefficient de diffusion pour les différentes orienta-
tions (Figure 3.1, C). La notation scalaire n’est donc plus appropriée et la diffusion est

maintenant quantifiée a ’aide d’un tenseur de diffusion D de dimensions 3x3.

Comme évoqué précédemment, 'TRM peut étre sensibilisée au mouvement des molé-
cules d’eau. Cette pondération du signal pour la diffusion de composés a été formalisée
dés 1965 par Stejskal et Tanner (Stejskal et Tanner, 1965).
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CHAPITRE 3. INTRODUCTION A L'IRM DE DIFFUSION

3.2 Séquence et modéles de I'IRM de diffusion

3.2.1 La séquence PGSE

La séquence "pulsed gradient spin echo" (PGSE) est représentée sur la Figure 3.2.
Elle est dotée de deux gradients de champ magnétique supplémentaires, par rapport a la
séquence d’écho de spin (SE) décrite en annexe dans la section B.2.6, appelés gradients de
diffusion (Ggifr). Ils sont de méme durée 6, séparés par un intervalle de temps A et sont
placés de part et d’autre de I'impulsion 180° de refocalisation. Le premier Gg; ¢ induit un
déphasage A¢ qui peut étre compensé par le deuxiéme Gg;rr. Cette compensation a lieu
uniquement si les spins sont immobiles suivant la direction imposée par Gd:-f s pendant le

temps de diffusion 7T'd. Dans le cas d'une séquence PGSE, il est défini par :

Td=4§— a (3.3)
3

L’ajout de ces gradients Gg;rs labellise donc les spins en mouvement selon la direction
des gradients de diffusion. La Figure 3.2 donne de fagon schématique les phases des spins
mobiles (en rouge) et immobiles (en bleu) dans la direction de Gy zf lors du déroulement
temporel de la séquence. Dans le cas des spins immobiles pendant le temps de diffusion
Td, le libre parcours moyen est nul. Le signal RMN enregistré est donc identique a celui
obtenu & partir d’'une séquence SE (courbe bleue, Figure 3.2). Par contre dans le cas
de spins mobiles dans la direction de Gd_r;ff pendant le méme intervalle de temps T'd, le
déplacement induit un déphasage et le signal RMN enregistré résultant est atténué par

rapport a celui d'une séquence SE (courbe rouge, Figure 3.2).
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FIGURE 3.2 — L’encodage du mouvement de diffusion par la séquence PGSE.
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3.2. SEQUENCE ET MODELES DE L'IRM DE DIFFUSION

La séquence PGSE est donc sensible & la diffusion des spins et fait partie du panel
de séquences disponibles pour ce que I’on nomme I'IRM de diffusion. La pondération de
diffusion est définie par la valeur du paramétre b exprimée en s/mm? selon I'équation
(Le Bihan et Breton, 1985) :

b=r> /OTE Vot G(t)dt’} th (3.4)

Pour une séquence PGSE, la pondération de diffusion est égale a :

b= x Gz X 6 % (6 — %) (3.5)

La forme des gradients de diffusion, leurs intensités ainsi que leurs durées et I'intervalle

de temps entre les gradients peuvent étre paramétrés de fagon a obtenir la pondération

de diffusion désirée. Le signal obtenu a partir de cette séquence PGSE est décrit par
I’équation :

S(b) = S(b=0)exp(—b x D) (3.6)

L’intensité du signal est donc dépendante de la pondération de diffusion appliquée. Tou-
tefois, des signaux inappropriés peuvent apparaitre sur les images IRM reconstruites avec
une augmentation de l'intensité du signal dans une zone de I'image ou il n’est pas censé
en avoir, ou a l'inverse, une diminution de l'intensité du signal ot il est censé y en avoir
beaucoup. Ces signaux inappropriés sont appelés artefacts et il est important de les re-
connaitre, car ils peuvent masquer des lésions et/ou dégrader la qualité de 'image. Dans
ce cas, un traitement d’images peut parfois s’appliquer a posteriori pour les corriger ou a

minima les diminuer.

3.2.2 Artefacts majeurs en IRM de diffusion

Certains artefacts sont inhérents & I’équipement ou a la méthode de reconstruction de
I'image tandis que d’autres sont d’origine physiologique.

En IRM de diffusion, les artefacts liés aux mouvements de I’échantillon in vivo, aussi
appelés "ghosting", sont fréquents (Le Bihan et al., 2006; Zaitsev et al., 2015). Ils se
manifestent par une réplication dans la direction de I’encodage de phase de 1’échantillon
imagé. Méme si les mouvements sont souvent contraints par un équipement stéréotaxique
(mors & dents et barres d’oreilles chez les rongeurs), les mouvements physiologiques comme
la respiration, les battements cardiaques ou la pulsatilité du LCS ne peuvent étre exclus
in vivo. La stabilité de ces paramétres physiologiques (& I'aide d’une anesthésie chez les
rongeurs) peut néanmoins limiter 'apparition de ces artefacts, tout comme l'utilisation de
bandes de saturation positionnées en dehors du champ de vue (en bas du cerveau en neuro-
imagerie) pour diminuer le signal du flux sanguin entrant par exemple. Les séquences dites
"rapides" peuvent "geler" les mouvements sur la période de I'acquisition (si la période

d’acquisition est assez courte) et ainsi limiter 'apparition de ces artefacts (Zaitsev et al.,
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CHAPITRE 3. INTRODUCTION A L'IRM DE DIFFUSION

2015). D’autres méthodes passent par la synchronisation des acquisitions avec le cycle
respiratoire ou cardiaque, mais augmentent en contrepartie le temps d’acquisition (Skare
et Andersson, 2001).

D’autres artefacts sont directement causés par le systéme et notamment les gradients
de champ magnétique qui peuvent étre non-linéaires et provoquer des distorsions dans
les images reconstruites (anatomiques ou pondérées en diffusion) (Bammer et al., 2003).
Cette non-linéarité peut par exemple s’exprimer par la reconstruction d’'une image de légo

avec des arétes arrondies, alors qu’elles sont initialement droites.

La source majeure d’artefact réside néanmoins dans les courants de Foucault, qui
apparaissent lorsque les gradients sont commutés rapidement. Comme c’est le cas avec
I'encodage spatial "echo planar imaging" (EPI) décrit dans 'annexe B, souvent utilisé
avec la séquence PGSE pour accélérer 'encodage (Jezzard et al., 1998). Ils proviennent
de toute partie conductrice du systéme et générent a leur tour des champs magnétiques
qui se combinent avec les gradients de champ magnétique utiles a I’encodage spatial. Les
gradients locaux "réels" vus par les spins sont alors différents de ceux programmés pour
produire et reconstruire les images. Cette différence n’étant pas prise en compte dans
le logiciel de reconstruction, des distorsions de type contraction, dilatation, décalage ou
cisaillement global apparaissent. Dans le cas de 'IRM de diffusion, ces distorsions aug-
mentent avec la valeur de b (Figure 3.3) et sont faciles a identifier lorsque 'on compare
les images acquises avec et sans un encodage EPI. L’encodage EPI est également intrinse-
quement plus sensible aux décalages fréquentiels causés par les hétérogénéités de champ

magnétique By.

O® 400

b =150 s/mm? b = 1250 s/mm? b = 2750 s/mm?

FIGURE 3.3 — Exemples d’artefacts présents sur des images IRM pondérées en diffusion
acquises avec un encodage de type EPI pour des valeurs de b croissantes. Les encadrés
verts correspondent au signal qui ne devrait pas exister tandis que les encadrés rouges
correspondent & du signal manquant.
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3.2. SEQUENCE ET MODELES DE L'IRM DE DIFFUSION

3.2.3 Modéle de diffusion gaussienne

A partir de 'équation (3.6), il est possible d’extraire le paramétre quantitatif D, soit

a I’échelle d'une région d’intérét soit a I’échelle du voxel, a partir de I’équation suivante :

Sh
o _n(s)

3.7
T (3.7)

avec S(by) et S(by) 'intensité des signaux IRM obtenus aux pondérations by et by (by > by).
D correspond alors a la pente du logarithme de l'intensité du signal IRM en fonction du
paramétre b. De fagon générale, une seule des images IRM est pondérée en diffusion
(b1, S(b1)), tandis que l'autre image correspond & I'image sans pondération de diffusion
(appelée Ag) est obtenue avec by = 0 s/mm?. L’intensité du signal diminue de fagon expo-
nentielle avec la pondération de diffusion et donc I'atténuation du signal IRM augmente.
Les hypo-intensités sur les images IRM pondérées en diffusion, correspondent donc a des

fortes valeurs de D et inversement.

Cette équation (3.7) est valable dans les milieux ou la diffusion est libre (gaussienne) et
isotrope, comme dans les solutions dont les dimensions du contenant (d) vérifient d > r,
avec r le rayon moyen des particules. Dans les milieux biologiques, qui ne satisfont pas
la diffusion libre, I'atténuation de l'intensité du signal IRM peut néanmoins quantifier le
processus de diffusion par le paramétre ADC. Concrétement, cela consiste & remplacer
le paramétre D par ADC dans ’équation (3.7). Calculer la valeur ADC revient donc a
résoudre un probléme inverse dans le but de caractériser le processus de diffusion dans sa
globalité. La valeur d’ADC calculée dépend de la direction de I'encodage du processus de
diffusion (si le milieu n’est pas isotrope). Pour obtenir une valeur d’ADC plus robuste,
I’acquisition des images IRM pondérées en diffusion peut s’effectuer suivant plusieurs
directions de diffusion non colinéaires (en général 3), avant d’étre moyennées. Ainsi, la

valeur d’ADC obtenue est équivalente a une "Trace".

En routine clinique, les valeurs usuelles de pondération de diffusion utilisées sont by = 0
et by = 1000 s/mm? dans le cas du cerveau. Pour une meilleure estimation du paramétre
ADC, l'acquisition de I'image pondérée en diffusion (b;) est réalisée suivant les 3 direc-
tions principales de diffusion (Ox), (Oy) et (Oz), correspondant aux axes orthogonaux du

scanner IRM, avant d’étre moyennée.

En réalité I'approximation gaussienne est assez éloignée de la réalité des milieux biolo-
giques. Son adoption méne a des erreurs systématiques sur l'estimation de ’ADC (Figure
3.4). Il est donc préférable d’adopter des modéles plus complexes, mais plus proches de la

réalité.
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IVIM-Kurtosis
— (Gauss

In(S/S,) (ua)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

b (s/mm?3)

FIGURE 3.4 — Logarithme de l'atténuation du signal IRM de diffusion en fonction de
sa pondération en diffusion. La courbe bleue est générée a partir du modéle gaussien
(mono-exponentiel, équation (3.6)). La courbe orange est obtenue & partir du modéle non
gaussien IVIM-Kurtosis (équation (3.14)). Les parameétres f;y 5, D*, ADCy et K ont été
fixés & 0,02, 2 x 1072, 7 x 1075 et 0,03 respectivement.

3.2.4 Modéle de diffusion non gaussienne
La nécessité des modéles mathématiques non gaussiens

L’ADC quantifie le processus de diffusion des molécules dans son ensemble et inclut
d’autres sources de déplacements comme la perfusion, mais également des obstacles aux
déplacements comme l'encombrement du milieu. La valeur d’ADC seule (et donc le modéle
gaussien) ne permet donc pas de séparer les différentes contributions du processus de
diffusion. C’est pourquoi d’autres modéles plus complexes sont utilisés afin de caractériser
la diffusion non gaussienne. La Figure 3.4 illustre deux origines de la non-validité du

modele gaussien (courbe bleue) pour les tissus biologiques.

Pour les hautes valeurs de pondération de diffusion (b > 1000 s/mm?) ainsi que pour
les faibles valeurs de pondération de diffusion (b < 400 s/mm?), le modéle gaussien (courbe
bleue) sous-estime le logarithme de I'atténuation du signal (courbe orange). D’autres mo-
déles ont donc été introduits pour mieux ajuster la courbe orange. Parmi les plus connus,
on peut citer le modeéle biexponentiel (Niendorf et al., 1996), "intra voxel incoherent mo-
tion" (IVIM) (Iima et Le Bihan, 2015; Le Bihan, 2019), Kurtosis (Chabert et al., 2004;
Jensen et al., 2005) et exponentiel variable ("stretch-ADC") (Bennett et al., 2003).
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3.2. SEQUENCE ET MODELES DE L'IRM DE DIFFUSION

Le modéle biexponentiel

Le modéle biexponentiel est un modéle construit phénoménologiquement. Il considére
un systéme de deux compartiments distincts indépendants (en 1’absence d’échanges mo-
léculaires inter compartiments). Par conséquent, 'atténuation du signal IRM est égale a
la somme des contributions de chacun des compartiments (fast et slow) (Niendorf et al.,

1996) :
S(b)
S(b=0)

Les compartiments slow et fast font référence aux compartiments dont la diffusion est

= fslow X exp(_stlow> + ffast X ewp<_bDfast) (38)

respectivement "lente" et "rapide". Ils sont définis par f, la fraction volumique (fsow +
frast = 1) et D, le coefficient de diffusion du compartiment. Ce modéle est valide pour des
temps de diffusion (T4) courts, c’est-a-dire pour Ty < t avec Ty le temps moyen passé
par les molécules dans les deux compartiments.

Au contraire si 'on considére T, > t, I’échange entre les milieux "rapide" et "lent"

est complet. L’atténuation du signal est alors modélisée par 1’équation (Niendorf et al.,

1996) :
S(b)

S(b=0) = exp [~b (Dyast + Dsiow)] = exp[—b x ADC] (3.9)

En théorie, par la résolution du probléme inverse, ce modéle permet d’estimer les para-
metres frast, fsiow, Drast €6 Dsiow. Une des limites de ce modéle réside dans I'identification
des deux compartiments. Il a souvent été question d’associer le compartiment "rapide"
avec le milieu extracellulaire et le compartiment "lent" avec le milieu intracellulaire. Ce-
pendant les fractions volumiques associées aux milieux intracellulaire et extracellulaire
n’étant pas en adéquation avec les valeurs de frqs €t foow estimées, cette interprétation
ne peut étre corroborée.

Méme si le modéle biexponentiel est plus adéquat que le modéle gaussien pour ajuster

la courbe d’atténuation du signal, nous avons choisi de ne pas 1'utiliser pour nos données.

Le modéle exponentiel variable

Le modéle exponentiel variable permet la quantification, & 1’échelle du voxel, de 1'hé-
térogénéité de la distribution des coefficients de diffusion. Il s’agit d’'un modéle empirique

traduit mathématiquement par (Bennett et al., 2003) :
S(b
_S0)_ = exp[— (b x DDC)?] (3.10)

avec o un parameétre variable compris entre 0 et 1 qui quantifie la déviation du signal par
rapport & une mono-exponentielle et DDC la distribution du coefficient de diffusion. Pour
a = 1, la distribution du coefficient de diffusion est trés homogéne alors qu’une valeur
de « inférieure a 1 est obtenue par la superposition de différents ensembles de protons

(caractérisés par une valeur de coefficient de diffusion distinct) au sein d’'un méme voxel.
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Le modéle IVIM

Une des causes de la déviation de l'atténuation du signal par rapport au modéle
gaussien peut étre attribuée a la micro circulation (perfusion), qui augmente la valeur du
coefficient de diffusion aux faibles valeurs de b (Figure 3.4). Les molécules d’eau, présentes
dans le flux sanguin, diffusent dans les capillaires qui sont orientés de fagon aléatoire. La
perfusion s’apparente a un processus de diffusion pour lequel 'IRM de diffusion y est
sensible : c’est ce que 1'on appelle I'ITVIM (Le Bihan et Johansen-Berg, 2012; Le Bihan,
2019). Pour distinguer la diffusion libre de la diffusion IVIM, les paramétres D* et D,
sont introduits pour quantifier la "pseudo-diffusion" (similaire & la diffusion libre du fait
de orientation aléatoire des capillaires sanguins) et la diffusion des molécules d’eau dans
le sang. L’atténuation du signal IRM est égale a la somme des contributions IVIM et de
diffusion libre (Fournet, 2016) :

S(b) = S(b = O) [(1 — fIVIM) exrp (—bD) -+ fIVIM X F[V[M(b)] (311)

avec fryry, la fraction volumique des vaisseaux sanguins. La contribution IVIM peut

elle-méme étre modélisée par une fonction :

— mono-exponentielle (Le Bihan, 2019) :
Frvim(b) = exp (=b (D % +Dy))
— biexponentielle (Fournet et al., 2017) :

FIVIM<b) = exp(_bDb) (fslow X exp(_bD*slow) + ffast X exp (_bD*fast))

— sinus cardinal (Le Bihan, 2019).
Par la suite on considére D* = D x +D,. L'effet IVIM est visible uniquement aux faibles
valeurs de pondération de diffusion, c¢’est-a-dire dans 'intervalle ot la valeur de D* est plus
élevée que celle de D. L’intégration de la composante IVIM dans notre modéle ne suffit
donc pas pour modéliser I'intégralité de 'atténuation du signal et plus particuliérement

aux fortes valeurs de b.

Le modéle Kurtosis

Des modéles empiriques ont modélisé la déviation par rapport a I'ajustement mono-
exponentiel de la courbe d’atténuation du signal comme le modéle Kurtosis (aussi appelé
modele polynomial). La diffusion moléculaire est décrite par une distribution de probabi-
lité du déplacement. Dans le cas d’une diffusion libre, on rappelle que cette distribution est
gaussienne. Cependant dans les tissus biologiques, la présence d’obstacles dans le milieu
est en partie responsable (ainsi que I'IVIM) d’une non-gaussianité de cette distribution.

Le degré de non-gaussianité de la distribution peut étre estimé a l'aide du paramétre
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adimensionné du Kurtosis (K) défini par :

M,
K=—-3 3.12
avec M, le n®™ moment de la distribution centré par rapport a la valeur moyenne (Cha-
bert et al., 2004; Jensen et al., 2005; Wu et Cheung, 2010). La Figure 3.5 présente trois

distributions avec K, aussi appelé coefficient d’aplatissement, nul, positif ou négatif.

P(r) | K>0
——K=0

K<0

Déplacement ¥

FIGURE 3.5 — Signe du Kurtosis pour une distribution gaussienne (rouge), une distribution
pointue (bleu) et une distribution aplatie (vert).

Le modéle du Kurtosis est un modéle mathématique qui utilise le développement en

série de Taylor du logarithme du signal (Jensen et Helpern, 2010) :

In (%) = —bADC + é (bADC)* K 4+ O(b%) (3.13)

avec ADC, le coefficient de diffusion apparent.

Le modéle IVIM-Kurtosis

Au cours de cette thése, nous avons choisi d’utiliser un modéle qui tient compte a la
fois de la perfusion (IVIM) et de 'encombrement (Kurtosis) : le modéle IVIM-Kurtosis.

Le signal IRM acquis avec une pondération de diffusion b peut étre ajusté avec I’équation
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suivante (Iima et Le Bihan, 2015) :

S(b) =S(b=0) {fIV]M x exp(—bDx*) + (1 — frvinm) X exp | —bADCy + (bADC’O)Z%} }
(3.14)

Le signal IRM pondéré en diffusion ainsi décrit nécessite I'acquisition du signal non
pondéré en diffusion (S(b = 0)) et dépend de quatre paramétres :

— frvra o la fraction volumique du flux sanguin dans le tissu;

— D* : le pseudo coefficient de diffusion associé¢ a la perfusion sanguine ;

— ADC : le coefficient de diffusion théorique atteint lorsque la valeur de b tend vers

0 (souvent assimilé a la pente & l'origine du logarithme de I'atténuation du signal) ;

— K : le Kurtosis.

Les paramétres a ajuster étant des scalaires, ce modéle ne nécessite pas ’acquisition
de multiples directions de diffusion, hormis pour les moyenner. Toutefois, I’emploi de ce
modéle requiert I'acquisition de multiples images pondérées en diffusion. Les faibles valeurs
de b assurent I'estimation des paramétres liés au phénoméne de perfusion (D*, ADCy et

frvrar) tandis que les des fortes valeurs de b sont utilisés pour estimer 1’encombrement du
milieu (ADCj et K).

Le concept du "Signature Index"

La caractérisation de la diffusion non gaussienne a également été réalisée a ’aide d’une
nouvelle approche : le S-Index (SI). Le principe de cette approche, introduit par Denis Le
Bihan (Iima et Le Bihan, 2015), consiste & comparer directement les signaux acquis en IRM
de diffusion dans le tissu imagé avec ceux de tissus de référence, sans passer par un modéle
biophysique ou biologique. Comme nous ’avons vu, les modéles existants reposent sur des
hypothéses simplificatrices pas toujours validées et une série de paramétres a estimer,
ce qui requiert l'utilisation de jeux de données acquis dans de nombreuses conditions
(par exemple multiples valeurs de b), et donc des temps d’acquisition longs et parfois
prohibitifs & I’égard de la stabilité physiologique des sujets examinés. De plus les méthodes
d’estimation des parameétres des modeéles sont sensibles au bruit des données et les résultats
peuvent étre trés variables.

Dans le cadre de notre étude deux tissus de référence "signatures", A et B, ont été
utilisés pour maximiser la détection d’une légére prolifération et une raréfaction cellu-
laire (celle-ci étant attendue lors d’'une irradiation). Le S-Index (SI) est calculé comme
une distance algébrique relative Sdist(V') entre les signaux acquis, Sy, et les signaux

"signatures", Sk, pour un noyau de valeurs de b prédéterminé ("key b values", by).

Sdist(vV)= 3 (=1)0® {SV(bg) _bSR(bk)] | (3.15)
by €keybvalues R( k)
avec G(by) une fonction qui tient compte du sens de la dérivée 2. Cette distance est
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ensuite normalisée, Snl (V). Dans le cas de deux tissus, A et B, on obtient :

Snt() - {mar [SB00 ] [0 Y

qui prend la valeur +1 quand les signaux du tissu V sont identiques a ceux de A, et -1

pour le tissu B. Le SI est finalement obtenu par un simple changement d’échelle :
SI=(SnI(V)+1) x25+25 (3.17)

Un tissu V aura donc un SI de 75 s'il est identique & A (du point de vue diffusionnel) et 25
pour B (Iima et al., 2015). En pratique il a été démontré par lima et al. (2015) que deux
valeurs de b (bjoy €t bpign) suffisent généralement pour obtenir un SI avec une précision
suffisante pour classifier les tissus, a condition que ces valeurs de b soient optimisées pour
donner une sensibilité maximale du signal pondéré en diffusion a la diffusion gaussienne,
a la diffusion non gaussienne et a la pseudo-diffusion (IVIM).

Géomeétriquement 'approche du SI consiste a faire une rotation et un redressement
des courbes d’atténuation du signal S = f(b) telle que l'atténuation devient une droite
horizontale pour un tissu neutre entre A et B. Dans ce nouvel espace, les tissus ayant un
profil de signal au-dessus de la droite neutre sont de type A et ceux ayant un profil de
signal sous la droite neutre sont de type B. En pratique c’est souvent la pente de la droite
entre byg,, et byign qui contribue le plus a la valeur du SI (positive pour le type A et négative
pour le type B). Quantitativement la proximité du signal étudié avec ceux des signaux A
et B est donné par le SI dont les valeurs peuvent étre supérieures a 75 ou inférieures a
25 (Figure 3.6). Ces valeurs extrémes suggérent que les propriétés tissulaires du tissu V
a I’échelle microscopique sont plus marquées sur celles des tissus A et B. Par exemple, si
le tissu A correspond & une légére prolifération cellulaire, un SI de 100 suggére une trés
forte prolifération cellulaire (tumeur). Au contraire si le tissu B correspond & une légére
raréfaction cellulaire un SI de 5 peut correspondre a de I’cedéme ou une nécrose. Deux
étapes sont donc nécessaires, une fois pour toutes, pour permettre ensuite le traitement
de toutes les données de I'étude :

1. La premiére étape est d’établir le noyau de valeurs de b. Ces valeurs sont obtenues

a8
b

lytiquement ou numeériquement, pour chacune des composantes (IVIM, diffusion

une fois pour toutes pour un tissu représentatif donné en maximisant ana-
gaussienne et diffusion non gaussienne). Pour cela, dans le cadre de notre étude
des signaux ont été obtenus avec 20 valeurs de b (voir chapitre 4) sur une petite
cohorte de souris saines non irradiées a partir de régions d’intérét globales sur le
cerveau. En utilisant le modéle IVIM /Kurtosis, les paramétres moyens suivants ont
été obtenus : fryy = 0,02; D* =4 x 1072 mm?/s; ADCy = 7 x 107* mm?/s et
K = 0,7. Avec ces paramétres la sensibilité optimale pour {773 et D* est obtenue
avec b = 400 s/mm? (par exemple moins d’un pour cent de variation de S(V) quand

fryra passe a 0,04 ou quand D* passe a 2 x 1072). La sensibilité optimale pour
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FIGURE 3.6 — (A) Exemple d’atténuation du signal en fonction de b pour un tissu A, B,

neutre et imagé. (B) Calcul du SI d’un tissu V a partir des signaux signatures des tissus
A et B.
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ADCj est obtenue pour b = 1800 s/mm? (par exemple 19% de variation de S(V)
quand ADCy passe 4 9 x 107 mm?/s). Celle pour K augmente sans maximum
défini. Dans ces conditions, en tenant compte de la diminution du rapport signal
sur bruit (SNR) avec 'augmentation de b, la valeur de b optimale pour ADC,
et K est de 2500 s/mm? (par exemple 37 % de variation de S(V) quand ADC
passe de 749 x 107* mm2/s et K de 0,7 a 1). Les valeurs de by, et bpign pour
I'ensemble des études ont donc été de 400 et de 2500 s/mm?, respectivement. Ces
valeurs garantissent la plus grande dynamique de sensibilité pour détecter dans
un tissu une augmentation de perfusion (f7y7y/), une diminution de la diffusion
gaussienne (ADCy) et une augmentation de la non-gaussianité (K), correspondant
a une augmentation de la densité cellulaire, et la situation inverse pour une perte

de densité cellulaire.

2. La seconde étape est d’établir la valeur des signaux "signatures" pour ces valeurs
de b. Idéalement, ces valeurs sont obtenues & partir de signaux réels acquis pour
les tissus de référence A et B. Dans le cas ott nous ne disposons pas de ces signaux,
ceux-ci sont simulés a partir de signaux réels en utilisant un modéle d’'IRM de
diffusion le plus réaliste possible (donnant une représentation de l'atténuation du
signal la plus fidele possible). Il est important de noter que ce modéle n’est utilisé
que pour générer des signaux de référence une fois pour toutes, mais pas pour
calculer le SI a proprement parler. Dans le cadre de cette étude les signaux A et B
ont été arbitrairement générés en partant du signal cérébral global obtenu chez des
souris saines non irradiées (également utilisées pour déterminer les valeurs de by,
et bpign), en altérant les valeurs de fy 7y, ADCy et K dans un sens (diffusion plus
entravée, correspondant a une petite augmentation de la densité cellulaire) et dans
lautre (diffusion moins entravée, correspondant a une petite diminution de densité

cellulaire). A partir de ces paramétres "signatures" les signaux Sy et S pour by,

Tissus ADCy (107* mm?/s) K fryr (%) D* (1072 mm?/s)
Neutre moyen 7,0 0,7 2 2
A (- restreinte) 7.5 0,6 1 1
B (++ restreinte) 6,5 0,8 3 3

TABLE 3.1 — Valeurs des parameétres ADCy, K, {7173 et D* utilisées pour la simulation
des signaux A et B, correspondant a une diffusion moins et plus restreinte respectivement
par rapport a un tissu neutre moyen.

et bpign ont été reconstitués une fois pour toutes avec le modele IVIM /Kurtosis.
Il est important de noter que les valeurs de SI vont varier de maniére importante
selon les régions cérébrales, la nature tissulaire de celles-ci s’écartant évidemment
plus ou moins du "tissu neutre moyen". La SB, en particulier, aura des valeurs de
SI élevées en lien avec la compacité des fibres axonales myélinisées. La substance
grise (SG) aura, elle, des valeurs de SI plus basses (Figure 3.7). Dans le cadre de

cette étude ce ne sont donc pas les valeurs de SI de base pour chaque région qui sont
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100 B

Cortex 35
Hippocampe 38
Striatum 47
Thalamus 42
Bulbe olfactif 50
Corps Calleux 51

FIGURE 3.7 — (A) Exemple de carte paramétrique SI sur une coupe axiale de cerveau
de souris saine non irradiée et (B) exemples de valeurs de SI pour différentes régions
cérébrales chez une souris saine non irradiée.

importantes, mais les modifications éventuelles de ces valeurs aprés irradiation. Si
celle-ci s’accompagne d’une perte cellulaire, on s’attend donc & une diminution du
SI en proportion de cette perte cellulaire. Une forte diminution du SI pourrait

toutefois aussi correspondre a la présence d'un cedéme ou de nécrose.

3.2.5 Modéle de diffusion anisotrope
Modéle DTI gaussien

Les précédents modéles décrits (mono-exponentiel, mono-exponentiel variable, bi-exponentiel,
IVIM, Kurtosis) peuvent étre étendus afin de caractériser la diffusion des spins a 1’échelle
du voxel, notamment dans les milieux anisotropes comme la SB. Par exemple, si on consi-
dére le modéle gaussien, I’ADC varie en fonction de la direction et ne peut donc plus étre
limité par une valeur scalaire. La diffusion est alors représentée mathématiquement par

un tenseur de dimension 3x3 (Kingsley, 2006) :

Dmm Dzy D:pz D:m: D:vy Dzz
D=|D, D,, D,.|= Dy, D,. (3.18)
Dzac Dzy Dzz DZZ

Le tenseur de diffusion étant symétrique le nombre d’inconnus est réduit a 6. Pour ré-
soudre un systéme d’équations & 6 inconnues, 7 images pondérées en diffusion au minimum
doivent étre acquises : 6 pondérées en diffusion avec des directions non colinéaires et 1
sans pondération de diffusion. Ces directions de diffusion (orientées suivant Gd:f ) doivent
échantillonner 'angle solide 47 de l'espace de fagcon homogéne. L’orientation de ces di-
rections de diffusion peut étre définie & ’aide d’'un algorithme reposant sur la répulsion

électrostatique de particules chargées (Jones et al., 1999).
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L’ajustement du signal IRM sur le modéle gaussien et anisotrope est régi par I’équa-
tion :

S(b) = S(b=0) x exp(—bD) (3.19)

b et D étant maintenant des tenseurs 3x3.
La résolution du systéme d’équations passe par la diagonalisation de D qui correspond
au tenseur de diffusion dans le référentiel des vecteurs propres (€3, €3, €3) orienté avec la

structure imagée et non plus le référentiel ()2 Y. Z ) du scanner :

A0 0
D=0 X 0 (3.20)
0 0 A

Les valeurs propres associées Ai, Ay et A3, quant a elles, correspondent a ’ADC selon
les axes propres. Ces valeurs permettent d’obtenir :
— la fraction d’anisotropie (FA). Elle nous renseigne sur le degré d’anisotropie du
milieu. Il s’agit d'un parameétre dont la valeur est comprise entre 0 et 1. Plus la
valeur s’approche de 0, plus le milieu est isotrope. Au contraire plus la valeur s’ap-

proche de 1 et plus le milieu est anisotrope. Elle est calculée & partir de ’équation

VAL = X2)2+ (A — A3)2 + (As — \y)?
Fa= \[ )\2+)\2+)\2 (3.21)

suivante :

— la diffusivité moyenne (MD) est la trace de D divisée par 3. Elle est assimilée
a '’ADC des milieux isotropes et décrit 'amplitude du mouvement de diffusion
moyennée sur les directions

— la diffusivité axiale (AD) est égale a la valeur propre A\; de D. Elle indique ’am-
plitude du mouvement de diffusion suivant la direction de diffusion privilégiée (la
plus élevée).

— la diffusivité radiale (RD) est égale & la moyenne des valeurs propres Ao et A3 et
nous indique 'amplitude du mouvement de diffusion dans la direction de diffusion
perpendiculaire a celle privilégiée.

L’anisotropie cérébrale est souvent représentée a ’aide de la carte paramétrique de FA
(comme sur la Figure 3.8), dont U'intensité est proportionnelle a la valeur de FA et les
couleurs rouge, vert et bleu codent les axes de diffusion droite-gauche, antérieur-postérieur,
inférieur-supérieur respectivement.

Un point important a noter est que dans le cadre de cette étude, tous les paramétres
estimés avec le modéle d’imagerie du tenseur de diffusion (DTT) sont obtenus en utilisant
les "key b values" du SI (dans notre cas 400 et 2500 s/mm?) et non les valeurs habituelles
du DTT (en général 0 et 1000 s/mm?). Les valeurs attendues seront donc différentes avec
ces valeurs de b "shiftées" (valeurs plus basses pour la MD, plus hautes pour FA). Pour
éviter toute confusion (en particulier quand ces valeurs sont comparées a celles de la

littérature) nous avons fait précéder ces quantités de la lettre "s" pour "shifted" (sMD,
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FIGURE 3.8 — Cartes de FA et tractogramme des fibres de substance blanche du cerveau
humain (Van Steenkiste et al., 2016). Coupe axiale (A), coronale (B) et sagittale (C) de la
carte de FA avec les couleurs rouge, vert et bleu qui codent pour les directions de diffusion
droite-gauche, antérieur-postérieur, inférieur-supérieur respectivement.

sFA, etc) (Figure 3.9).

Modéle DTI non gaussien

Le modele original DTT est limité par son hypothése de diffusion gaussienne qui ne
refléte pas fidélement la diffusion dans les tissus biologiques. D’autres modéles se basent
sur une approche non gaussienne pour une caractérisation plus compléte, mais nécessitent
un nombre plus conséquent d’acquisitions. Par exemple, le modéle d’imagerie du tenseur de
Kurtosis (DKI) nécessite I'acquisition d’au minimum 15 directions pour calculer a ’échelle
du voxel le tenseur de Kurtosis de dimensions 4x4. Le Kurtosis moyen (MK), axial (AK)
et radial (RK) sont estimés de fagon similaire aux paramétres MD, AD, RD obtenus a
'aide du modele DTI (Jensen et Helpern, 2010). Cette approche n’est pas trés utilisée en
pratique, car elle nécessite de trés gros sets de données et des temps d’acquisition trop

longs.

Tractographie

L’anisotropie, calculée avec le modéle DTT ou DKI est caractérisée de fagon discréte (a
I’échelle du voxel) avec le tenseur de diffusion. Cependant il existe des approches continues
qui visent & calculer un tractogramme (Figure 3.10). Des méthodes numériques réunissent
par une courbe les voxels contigus avec la méme direction préférentielle de diffusion el
(Conturo et al., 1999; Mori et al., 1999; Jones et Leemans, 2011; Le Bihan, 2003). Dans
le cas du cerveau, cette méthode de tractographie est utilisée pour visualiser les faisceaux
de SB.

Au-dela de ces approches, se développent d’autres techniques plus raffinées comme
I'IRM de diffusion a haute résolution angulaire (HARDI) (Hosey et al., 2005; Chiang
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sMD sA1 sA2 sA3 €y, ey €3

FIGURE 3.9 — Cartes paramétriques de sMD, sA{, s\y, sA3 et de 'orientation des vecteurs
€1, €3, €3 (de gauche a droite) chez une souris saine non irradiée.
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FIGURE 3.10 — Tractogrammes cal-
culés par DTI, DKI et DSI superpo-
sés sur la coupe coronale anatomique
pondérée T correspondante (Glenn
et al., 2016). Les données ont été
acquises chez 3 volontaires sains et
les données présentées correspondent
a la moyenne. Les orientations
gauche-droite, inférieure-supérieure,
antérieure-postérieure sont représen-
tées en rouge, bleu et vert. La dé-
| tection de fibres apparait plus sen-
sible avec la méthode de DSI (fleche
blanche). Le cadre blanc délimite
une région avec un croisement de
fibres de la SB. Les modéles DTT et
DKI sont moins fiables dans la réso-
lution de croisements de fibres com-
plexes par rapport au modéle DSI.

et al., 2008) ou l'imagerie du spectre de diffusion (DSI) (Glenn et al., 2016; Wedeen
et al., 2008). Elles ont pour but de reconstruire les tractogrammes avec des configurations
complexes telles que les croisements de fibres ou la présence multiple de fibres au sein

d’un voxel.

3.2.6 Diffusion anisotrope et S-Index

La présence d’une diffusion anisotrope implique une étape supplémentaire dans le
calcul du SI. Le SI est dépendant des profils des signaux et ceux-ci dépendent dans ce cas
de l'orientation des tissus par rapport au systéme de gradients. Les valeurs de SI ne sont
donc pas, par principe, invariantes pour la rotation. Pour remédier a cette limitation,
le ST n’est pas calculé sur les acquisitions pour chaque direction, mais sur la moyenne
géométrique des signaux sur ’ensemble des directions.

Dans le cadre de la diffusion gaussienne, on peut montrer que la moyenne géométrique
des signaux est bien invariante pour la rotation, les effets d’anisotropie disparaissant
complétement si les directions d’encodage de la diffusion ont bien été réparties de maniére
homogeéne sur un angle solide de 47, et si la somme des termes croisés pour les valeurs de
b sur I’ensemble des directions est nulle ou négligeable.

Le SI calculé a partir des moyennes géométriques des signaux est donc bien invariant
pour la rotation. Si la diffusion est non-gaussienne, il faut recourir & une moyenne spatiale
beaucoup plus complexe avec au minimum 15 directions, comme expliqué plus haut avec
le tenseur du Kurtosis. Toutefois on peut montrer que les signaux moyennés a partir de
6 directions permettent de réduire considérablement les effets de 1’anisotropie de sorte
que les conséquences d’une rotation dans l'espace sur les signaux moyennés deviennent

négligeables (Fournet et al., 2019).
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Il est toutefois possible aussi de définir des grandeurs dérivées du SI qui expriment
"anisotropie (et donc ses variations dans le cadre d’une irradiation). Pour cela les signaux
tissulaires S(V) sont extrapolés pour by, et byign pour chacune des directions propres €7,
€3 et €3 a partir des valeurs \;, Ay et A3 en utilisant un modéle de diffusion gaussienne
(mono-exponentielle). En effet, bien que la diffusion soit non gaussienne, seules importent
les valeurs des signaux pour byo, €t bpign, indépendamment de I’allure du signal entre ces
valeurs de b. Comme les valeurs A, Ay et A3 sont obtenues a partir des signaux acquis
avec ces valeurs de b, l'effet de courbure des signaux lié a la diffusion non gaussienne est
intrinséquement pris en compte (en clair, les signaux obtenus avec by,g, relativement aux

signaux obtenus avec by, sont plus élevés qu’en présence de diffusion gaussienne).

FIGURE 3.11 — Cartes paramétriques de SI; sFA, S3, S2 et S1(de gauche a droite) chez
une souris saine non irradiée.

Les signaux reconstitués S1(V), S2(V) et S3(V) permettent ensuite de calculer un SI
SI1, SI2 et SI3 correspondant & chaque direction propre €1, €3 et e3. Si la diffusion est
isotrope on a : SI1 = SI2 = SI3 = SI. La déviation SI; 5 3 du SI refléte le degré d’anisotropie
de diffusion avec dans ce cas SI1 < SI2 < SI3 (SI2 est en général voisin de w
et de SI). La quantité S3 = SI3 - SI est donc par exemple un marqueur de ’anisotropie

et de la SB (comparable & FA, mais différente par construction, car faisant appel a des
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tissus "signatures"). La quantité S1 = SI1 - SI (négative en présence d’anisotropie) sera
maximale dans les régions ne présentant pas ou peu d’anisotropie, comme la SG (Figure
3.11).
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Chapitre 4

Contributions méthodologiques

apportées au cours de la thése

Nous avons vu dans le chapitre précédent que l'imagerie par résonance magnétique
(IRM), et en particulier 'IRM de diffusion était un outil sensible & la détection des lésions
radio-induites chez les modeéles animaux et chez les patients. Ce chapitre a pour objectif de
présenter la méthodologie mise en place pour les diverses études radiobiologiques réalisées

au cours de la thése ainsi que le pipeline d’analyse de données dédié et mis en place.

4.1 Présentation des équipements

4.1.1 Irradiateur

Les différents protocoles d’irradiation auxquels sont soumises les cohortes de souris sont
réalisés avec un irradiateur auto blindé de type GSR-D1 fabriqué par I'entreprise Gamma
Service Medical GmbH illustré sur la figure 4.1. Une source de Césium 137 (**"Cs) émet
des rayonnements ionisants (RI) de type v avec une demi-vie de 30 ans.

Pour chaque expérimentation réalisée a un temps t, le débit de dose de référence mesuré
a ty est corrigé par le facteur de décroissance radioactive égal a : exp [—% X (t — to)]
avec t — tg en jours.

En 2018, selon la configuration de 'installation, il était possible d’atteindre des débits
de dose allant de 10 mGy/min a 2,8 Gy/min. En effet le manipulateur dispose de plaques
de plomb plates et coniques (Figure 4.1, C) de diverses épaisseurs qu’il peut disposer sur
différents niveaux de l'irradiateur. Plus le nombre de plaques est important, moins le débit
dose est élevé.

Cette installation permet d’irradier jusqu’a 5 souris, corps entier, placées dans une
boite de plexiglass (Figure 4.1, A). L’anesthésie des souris n’est pas nécessaire puisque
leurs déplacements sont contraints par les dimensions de la boite. Nous avons exploré deux
doses d’irradiation : une forte dose (1 Gy) et une faible dose (100 mGy). Le protocole

d’irradiation forte dose consiste a placer la boite en plexiglass dans laquelle sont disposées
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Plague conique Plaque rectangulaire
En plomb En plomb
Epaisseur : 5 mm Epaisseur : 5 mm

FIGURE 4.1 — (A) Boite en plexiglas dans laquelle sont disposées les souris, (B) vue
d’ensemble de lirradiateur auto blindé (C) Gamma Service Medical et (C) zoom sur la
chambre d’irradiation.

les souris & irradier sur le 6°™¢ niveau de l'irradiateur. Dans cette configuration le débit
de dose atteint est de 0,75 Gy/min, avec une isodose de 100%. Ce qui signifie que, quelle
que soit la position des souris a I'intérieur de la boite, elles regoivent corps entier le méme
débit de dose. La dose totale de 1 Gy est atteinte au bout de 80 secondes a l'intérieur de
Iirradiateur. Le protocole d’irradiation faible dose utilise une autre configuration de 1’ir-
radiateur, avec I’ajout sur le 3°™¢ niveau d’une plaque de plomb rectangulaire superposée
a une plaque de plomb conique d’épaisseur 5 mm. La boite en plexiglass contenant les
souris est toujours placée sur le 6°™¢ niveau de l'irradiateur, mais le débit dose est fixé a
100 mGy/min. La dose de 100 mGy est délivrée en laissant les souris pendant 1 minute

dans l'irradiateur, avec une isodose de 100%.

4.1.2 Equipements IRM

Toutes les acquisitions IRM ont été réalisées sur le scanner 11,7 T (Bruker) de Neu-
roSpin (Figure 4.2, A). Le signal détecté en IRM est proportionnel & By, ce qui suscite
'utilisation des ultras hauts champs et plus particuliérement du scanner préclinique 11,7
T par rapport au 7 T dont nous disposons a NeuroSpin. L’imageur 17 T de NeuroSpin
n’a pas été retenu, car il ne dispose pas de la cryo-plateforme dédiée a I'imagerie cérébrale
chez la souris. Il s’agit d’une antenne surfacique a deux canaux refroidie a 25 Kelvins
(Figure 4.2, B). Ce systéme nous permet de diminuer le bruit électronique et ainsi de
gagner un facteur d’environ 2,5 sur le rapport signal sur bruit (SNR) par rapport a une
antenne standard.

Ainsi le SNR obtenu a 'aide du systéme 11,7 T équipé de I'antenne cryogénique devrait
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tout de méme étre similaire, voire plus important, que celui obtenu a 'aide du scanner
IRM 17,2 T seul dont nous disposons.

Ce scanner est doté de gradients de champs magnétiques linéaires suivant les trois

directions de l'espace (X, Y, Z) caractérisés par une puissance maximale de 760 mT/m
et un temps de monté de 100 us. Les variations de champ magnétique induites par 1’ap-
plication de ces gradients permettent la localisation spatiale (annexe B, section B.3.2),
mais également I’encodage des mouvements de diffusions des molécules d’eau (chapitre 3,
section 3.2). L’espace disponible correspondant a l'intérieur des gradients est de 8,9 cm,
ce qui nous permet d’imager de petits animaux (souris) ou des échantillons.

Le systéme Paravision 6.0.1 fournit par Bruker permet, via une interface graphique,
de paramétrer les différentes séquences IRM ou spectroscopie RMN, de visualiser, de

reconstruire et d’analyser les spectres ou images acquis avec le scanner IRM 11,7 T.

A B

&

FIGURE 4.2 — (A) Scanner préclinique 11,7 T et (B) antenne cryogénique de surface en
émission et réception utilisés pour les acquisitions IRM.

4.2 Protocole IRM et optimisations des paramétres d’ac-
quisition
4.2.1 Les différentes étapes du protocole

Au cours de la thése, des études in vitro dans un premier temps et in vivo chez la souris

dans un second temps ont été menées. La Figure 4.3 décrit, avec les repéres temporels, les
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différentes étapes du potocole d’acquisition IRM, de I'installation & la fin des acquisitions

réalisées.
Réglages
Installation « Pré- MGE PGSE Réveil
acquisitions »
0 10’ 20 35’ 75’
Début Fin
d’anesthésie d’anesthésie

FIGURE 4.3 — Chronologie du protocole IRM en minutes.

4.2.2 Installation et set-up animal

Pour les études in wvitro, les échantillons sont simplement disposés en contact avec
I’antenne et centrés dans l'aimant.

Pour les études in vivo, les souris sont anesthésiées a I'isoflurane, un agent anesthésique
volatil, dans un mélange d’air (50%) et d’oxygéne (50%). En pratique nous procédons a
une induction & 3-4% afin de placer ’animal sur le lit IRM en position sphinx. Le lit est
chauffé a 'aide d’une circulation d’eau chaude pour laquelle nous pouvons controéler sa
température. Une sonde de température et un capteur sont placés de facon & monitorer les
paramétres physiologiques comme la température et la respiration de ’animal. L’anesthé-
sie est ensuite diminuée autour de 2-3 % le temps de positionner la téte de ’animal dans
un cadre stéréotaxique composé de barres d’oreilles et d’un mors a dents afin de limiter
les mouvements au cours des acquisitions. Au total, les souris sont anesthésiées a 1’isoflu-
rane pendant 75 minutes environ, temps d’installation, réglages propres aux séquences,
et acquisitions compris. En moyenne 1,5 & 2% d’isoflurane permettent de maintenir la
stabilité de ’animal au cours des acquisitions avec un rythme respiratoire compris entre

60 et 80 respirations par minute et une température de 374+ 1 °C.

4.2.3 Reéglages pré acquisitions

Avant d’acquérir les images IRM, des réglages sont nécessaires pour limiter les biais et
ainsi assurer la robustesse des images inter sujets. La qualité des images IRM dépend en
particulier de la fréquence de résonance, de la puissance des impulsions radiofréquences
(RF) et de I'homogénéité du champ magnétique au sein de I’échantillon. Dans cette sec-
tion, nous nous intéressons aux réglages effectués pour l'intégralité des acquisitions IRM
en amont des acquisitions. Au total, environ 10 minutes sont nécessaires pour la réalisation
de ces réglages "pré acquisitions".

De facon générale une fois I'objet d’intérét placé dans le scanner, les effets de suscepti-
bilité magnétique sont a l'origine d’une distribution légérement inhomogéne du champ ma-

gnétique statique. Or la fréquence de Larmor dépend de ce champ magnétique (annexeB).
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Par conséquent, la fréquence de Larmor de 'objet d’intérét est légérement modifiée. L’an-

tenne doit alors étre ajustée de fagon a ce que sa fréquence de résonance corresponde
a celle de l'objet & imager (accord de fréquence de l'antenne). De plus lorsqu’un signal
est émis vers 'antenne, une partie de ce signal est reflétée vers sa source ce qui entraine
des pertes. La réflexion minimale est obtenue lorsque I'impédance de ’antenne et de la
source, ici 'objet d’étude est égale. L’adaptation de I'impédance a pour but de maximiser
la transmission d’énergie entre 'antenne et l'objet d’étude. Les antennes (émettrices ou
réceptrices) peuvent étre assimilées a des circuits électriques qui emmagasinent 1’énergie
électrique dans un condensateur de capacité C et ’énergie magnétique dans une bobine
d’inductance L. Les accords de fréquence et d’impédance consistent a régler les capaci-
tés C des condensateurs de 'antenne (Gruber et al., 2018). En pratique, une courbe de
syntonisation permet de visualiser I'accord des capacités en temps réel. On considére que
les accords sont corrects lorsque la fréquence est centrée en zéro et la largeur de bande la

plus petite possible.

Des hétérogénéités de champ magnétique peuvent étre causées par la simple présence
de T'objet dans le champ magnétique. Pour pallier & la présence de ces hétérogénéités,
des techniques de compensation du champ magnétique au sein de 'objet d’étude, aussi
appelées "shimming", sont utilisées pour les corriger. De petites variations de champ
magnétique sont produites par des bobines de "shims" afin de les compenser. L'TRM
a haut champ fait souvent appel & un "shim" de second ordre pour homogénéiser le
champ magnétique sur ’ensemble du cerveau. En particulier, la méthode implémentée par
Bruker et appelée "Adjust Shim 1st and 2nd order" réalise ce "shim" de fagon itérative au
second ordre sans localisation. La qualité du "shim" était controlée a 1’aide des parameétres
appelés dans Paravision 6.0.1 "GS normalized areal0]" et "GS normalized area[l]" qui
correspondent a l'aire du signal IRM (signal de précession libre (FID) ou écho) pour les

deux canaux de 'antenne cryogénique utilisée.

La puissance des impulsions RF doit étre calibrée pour réaliser des impulsions d’un
angle de 90° (et indirectement 180°) au sein du cerveau (en fait une bande centrale de
I'image). La puissance des autres types impulsions est déduite de cette calibration. Pour
nos expérimentations nous avons choisi une bande d’épaisseur 2 mm, positionnée suivant
I'orientation du cortex sur une coupe sagittale et dont la borne supérieure coincide avec
le haut du cortex (Figure 4.4). En général, la puissance de référence était de l'ordre de
20 mW. Le gain de la chaine amplificatrice est aussi réglé pour maximiser I'amplitude
des signaux tout en évitant une saturation du récepteur. Certaines séquences (notam-
ment celles avec un encodage de type "echo planar imaging" ou EPI) nécessitent d’autres

réglages dédiés pour corriger de petites erreurs au niveau des impulsions de gradient.
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28 Mar 2019 Neurospin | 28 Mar 2019 Neurospin
1_Localizer 1_Localizer

Slice 2/3

TR 120.0 i TR 120.0

TE 2.3 TE 2.3

TA 19s 200 ms TA 19 s 200 ms
FA 30.0 FA 30.0 \

FIGURE 4.4 — Interface Paravision 6.0.1 pour la calibration de la puissance de référence. La
bande d’épaisseur 2 mm, positionnée sur une coupe axiale (gauche) et sagittale (droite),
apparait en pointillés jaunes, le point noir et rouge correspond au centre de la bande. Le
centre de la croix (en noir) représente la position du centre du scanner.

4.2.4 Séquence anatomique : Multi Gradient Echo vs Turbo RA-
pid Imaging with Refocusing Echoes

Nous disposions a NeuroSpin avec le scanner 11,7 T de deux propositions types de
séquences IRM pour obtenir des images "anatomiques" (contraste de base Ty, Ty) : une
séquence "multi gradient echo" (MGE) (voir annexe B, section B.9) et une séquence "turbo

rapid imaging with refocusing echoes" (TurboRARE) (voir annexe B, section B.2.6).

Nous avons donc utilisé les paramétres de ces deux séquences, déja optimisés dans le

laboratoire et présentés dans la Table 4.1.

Paramétres MGE TurboRARE
Type écho de gradient écho de spin
Dimensions 3D 3D
Orientation Coronale Coronale
Temps d’acquisition 15 min 6,5 min

TR 90 ms 2,5's

TE 2,2 ms 30 ms
Nombres échos 14 1

Délai temporel entre 2 ms 5 ms

deux échos consécutifs

Angle de bascule 17° 90°

FOV 1,6 x 1,28 x 0,8 cm® 1,59 x 1,44 x 0,78 cm?
Résolution 0,1 x 0,1 x 0,1 mm*® 0,15 x 0,15 x 0,3 mm?
Facteur d’accélération 1 16

TABLE 4.1 — Paramétres des deux séquences anatomiques envisagées : MGE et Turbo-
RARE. TR : temps de répétition, TE : temps d’écho, FOV = champ de vue.
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FIGURE 4.5 — Images acquises avec la séquence MGE (haut) et TurboRARE (bas) et
reconstruites en magnitude en orientation sagittale, axiale et coronale de gauche a droite.

Nous avons évalué les images obtenues avec ces deux types de séquences sur des sou-
ris sauvages adultes non irradiées. En dépit d’'un temps d’acquisition plus long, nous
avons opté pour la séquence MGE. En effet la séquence TurboRARE bénéficie d'une ac-
célération de 'encodage spatial d'un facteur 16, c’est-a-dire que 16 lignes de ’espace de
Fourier sont encodées en un seul temps de répétition (temps de répétition (TR)) contre
une seule ligne pour les séquences non accélérées comme la MGE (voir annexe B pour
des informations complémentaires). Néanmoins, lorsque I'on compare les images MGE et
TurboRARE, on remarque d’une part que les images MGE présentent une meilleure ré-
solution spatiale du fait des paramétres choisis (Table 4.1) et d’autre part que les images
TurboRARE présentent des artefacts de Gibbs (lignes répétées parallélement dans ’axe
haut bas du cerveau, ici la direction d’encodage de phase, sur la Figure 4.5, coupe sa-
gittale et axiale) au niveau du haut du cerveau. Il s’agit d’un artefact de reconstruction
causé par 1’échantillonnage incomplet de ’espace de Fourier aux hautes fréquences, qui est
extrapolé et se traduit aprés transformée de Fourier par une répétition du signal dans la
direction d’encodage de phase dans I'espace image. De plus, contrairement aux antennes
volumiques, ’antenne cryogénique surfacique présente un profil d’excitation et de récep-
tion non homogéne dans ’axe haut bas du cerveau, ce qui cause la perte de signal dans
les zones éloignées de 'antenne par rapport aux zones plus proches, plus marquées dans
la séquence TurboRARE que dans la séquence MGE. D’apreés la Figure 4.5, les images
acquises avec une séquence MGE sont donc plus adaptées (car mieux résolues et moins

artefactées) au développement d’un traitement d’images semi-automatique.
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4.2.5 Séquence de diffusion
Paramétres généraux d’acquisition

A Tissue de I'acquisition des images MGE, 1’animal est anesthésié depuis plus de 35
minutes (Figure 4.3). La stabilité physiologique de I’animal est alors atteinte. L’acquisition
des images pondérées en diffusion, sensibles aux mouvements, peut alors commencer.
Les ajustements de trajectoire du k-space sont calculés & partir de la fonction "adjust
trajectory", implémentée sur Paravision 6.0.1, avant de réellement débuter les acquisitions.
La séquence choisie est une séquence "pulsed gradient spin echo" (PGSE), présentée
dans le chapitre 3, section 3.2. Des gradients supplémentaires (appelés "spoilers") ont
été ajoutés a la fin de la séquence PGSE de base afin d’éliminer le signal résiduel qui
persistait suite a la relaxation incompléte de ’aimantation transversale a la fin du temps
TR et qui aurait contaminé le signal de ’acquisition suivante.

Initialement, notre protocole de diffusion comprend l'acquisition de 3 images AO (b
= 0 s/mm?) et 19 images pondérées en diffusion avec des valeurs de b variant de 10 a
3000 s/mm? : 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 400, 600, 800, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000,
2250, 2500, 2750, 3000. Ces images sont acquises suivant 6 gradients de direction non
colinéaires, et distribuées de fagon homogene dans I’espace pour couvrir 47 : [1 0 1]; [-1 0
1];[011];[0-11];[1 10];[-110]. Afin d’augmenter le SNR, les acquisitions IRM sont
répétées trois fois. Au total, nous consacrons 40 min du protocole d’imagerie IRM pour
acquérir 351 volumes (3 x 6 x 19 + 3 x 3). Les paramétres plus généraux sont résumeés
dans la Table 4.2.

Paramétres Valeurs
Dimensions 2D
Orientation Axiale
Bande passante 250 kHz
Temps d’acquisition 12 min

par répétition

TR 3s

TE 25,5 ms
Nombres de segments 2

FOV 1,12 x 0,96 x 0,8 cm?
Résolution 0,125 x 0,125 mm?
Nombre de coupes 42
Epaisseur de coupe 0,225 mm
Espace inter coupes 0,025 mm

TABLE 4.2 — Parameétres généraux de la séquence d’'IRM de diffusion. TR : temps de
répétition, TE : temps d’écho, FOV = champ de vue.

Observations préliminaires

A partir d’acquisitions préliminaires nous avons observé une déviation entre les valeurs

bx:): +byy +bzz )
3

de b d’entrée et la valeur effective de b (besr = calculée a partir de la matrice
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b par le systéme Paravision 6.0.1 (Figure 4.6, A), ce qui peut étre a 'origine de biais

dans lestimation des paramétres qui caractérisent la diffusion isotrope (ADC, K, S-Index
(SI),...). De plus, nous avons également noté que : by, + b, + by, # 0 (Figure 4.6, B), ce
qui peut introduire une anisotropie artefactuelle lors des estimations des paramétres FA,
AD, RD, etc. (mais aussi de sFA, sAD, sRD etc.).
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I + DI + D Dir3 + Dird +  Dirs + Dir6
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Valeur de b d’entrée (s/mm?) Valeur de b d’entrée (s/mm?)

FIGURE 4.6 — (A) Variation entre la valeur de b effective et la valeur de b d’entrée en
(s/mm?) pour les 6 directions de diffusion acquises. Les points des directions numéro 1 et
3,2et 4,5 et 6 coincident. (B) Somme des termes croisés sur la valeur de b effective en

%.

L’¢lément b;; de la matrice b s’exprime comme suit (Mattiello et al., 1994, 1997) :

by = 2 /0 v ( /0 "G — 2 % €(1) /0 B G(t’)dt’) ( /0 "G — 2 x (1) /0 H G(t’)dt’)Tdt
(4.1)

Ga
avec G = | G, | et €(t) la fonction porte définie par :
G,
— ¢(t)=0 pour t < TE, TE étant le temps d’écho
— €(t)=1 pour t > TE
L’élément b;; est alors fonction des différents gradients appliqués au cours de la sé-
quence (diffusion, "spoilers", imagerie) et du rapport gyromagnétique ~y. Le détail de
I'expression pour les éléments by, byy, b.., byy, byz, by, est donné dans la littérature (Mat-
tiello et al., 1994, 1997).
Les paramétres de diffusion sont estimés en supposant b.ss (pour les milieux isotropes)
ou la matrice b (pour les milieux anisotropes) connue. Par conséquent la différence entre
les valeurs d’entrées et les valeurs réelles peut mener a des erreurs d’estimation pour ces

paramétres. Afin de limiter les biais, nous avons optimisé les gradients de facon a limiter
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cette différence. Pour la matrice b, cela revient & minimiser la somme des termes croisés

byy + by + by, et 'écart entre la trace de b et la valeur b d’entrée.

4.3 Optimisation des paramétres d’acquisition pour la

séquence de diffusion

4.3.1 Objet-test utilisé et méthode mise en ceuvre

Les gradients de diffusion, de refocalisation et de "spoiling" peuvent étre optimisés
indépendamment de fagon a corriger les déviations observées. Pour ce faire, nous avons
utilisé un objet-test soit une seringue de 10 mL remplie de dodécane (Figure 4.7). Le
dodécane est une huile utilisée dans des études précédentes pour la calibration des mesures
du coefficient de diffusion libre (D) (Holz et al., 2000; Tofts et al., 2000). Il s’agit donc

d’un objet-test dont la diffusion est libre (gaussienne) et isotrope.

S

12 mm

SiGn.A-ALDPY

| Bmssoom e
e,
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FIGURE 4.7 — (A) Solution de dodécane, Sigma-Aldrich , (B) objet-test de dodécane utilisé
pour la validation du protocole d’IRM de diffusion et (C) coupe axiale d’une image Ag
obtenue a 'aide du protocole IRM de diffusion final. Sur I'image (C) le champ de vue de
12 x 12 mm a par la suite été ajusté a 14 x 12 mm? pour les acquisitions in vivo.

L’étape d’optimisation consista a acquérir plusieurs ensembles d’images pondérées en
diffusion, avec les paramétres généraux de la sous-section 4.2.5 fixés et les paramétres a
optimiser avec des valeurs variables. Le but est alors de comparer les valeurs d’entrées b
avec les valeurs effectives calculées par Paravision 6.0.1, mais également avec les valeurs
de b expérimentales. Ces valeurs de b expérimentales sont définies comme les valeurs de
b estimées a partir de ’ajustement de I'atténuation du signal avec le modéle gaussien :

S(b)
Ing5=0

D Y

b=—
la valeur de D étant connue et répertoriée dans la littérature (D = 1,3 mm?/s a 37°C)
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(Holz et al., 2000; Tofts et al., 2000). Le set de paramétres présentant les trois conditions

suivantes :
1. le minimum de variation entre les valeurs de b expérimentales et effectives
2. le minimum de variation entre les valeurs de b effectives et d’entrée
3. une somme des termes croisés de la matrice s’approchant de zéro

sera sélectionné.

Choix du temps de diffusion

Comme nous voulions conserver les valeurs de pondération de diffusion, nous avons
choisi de regarder I'influence du temps de diffusion sur la déviation que nous avons obser-
vée. Nous avons considéré 3 temps de diffusion différents avec A = 12, 25, 36 ms, le délai
temporel entre le début (ou la fin) des deux gradients de diffusion.

La Figure 4.8 nous permet de choisir la valeur de A et donc le temps de diffusion qui
minimise I’écart entre les valeurs de b théoriques (effectives) et expérimentales, c’est a
dire A = 12 ms pour un temps de diffusion de 11 ms (courbe , Figure 4.8). De plus, le
maximum de variation entre les valeurs effectives (courbes bleues) et les valeurs d’entrées
est plus faible pour A = 12 ms (33 s/mm?) que pour A = 25 ms (40 s/mm?) et A =
36 ms (50 s/mm?). D’apres la Figure 4.8, le choix de A = 12 ms vérifie alors les deux
premiéres conditions. La derniére condition sera vérifiée dans la prochaine section, une
fois tous les paramétres de gradient correctement optimisés. Il faut noter que le choix du
temps de diffusion n’est pas anodin. En présence de diffusion non gaussienne (entravée) les
paramétres de diffusion (ADCy, K, mais aussi S-Index) dépendent du temps de diffusion de
maniére importante (les temps longs apportant une meilleure différenciation tissulaire). Ici
le choix du temps de diffusion a été d’abord motivé pour des raisons techniques (controle

des valeurs de b).

A B C
35 50 60

—&— Expérimental
30 2 50
zz ///./\ 30 :: Théorique
15 fA 4 20 \ 20
w0 M . 10

10 \
o
] 10 1000 2000 3000 4000
[] 1000 2000 3000 4000 1000 2000 3qoo 4000

-5 -10 -20

FIGURE 4.8 — Déviation des valeurs de b effectives (courbes oranges) et expérimentales

(courbes bleues) en s/mm? par rapport aux valeurs de b d’entrée (en s/mm?) pour A = 12
(A), 25 (B) et 36 (C) ms.

Optimisation des gradients de refocalisation et de "spoiling"

Apreés avoir fixé le temps de diffusion, nous nous sommes intéressés a 'influence du

gradient de refocalisation (Gispe) et de "spoiling" (Ggpeir). Pour cela nous avons considéré
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3 durées (1; 1,3 et 1,5 ms) et 2 intensités de gradients (10 et 12%) de "spoiling" choisis
de fagon a conserver le méme temps d’écho (TE) et un "duty cycle" inférieur a 80 %.
De méme, nous avons fait varier la forme du gradient de refocalisation (formes 1 et 2)
ainsi que sa durée (1,7; 1,9 et 2,1 ms). La forme n°1 correspond a un profil d’impulsion
moins carré que la forme n°2. Le choix de ces parameétres a été déterminé a l'aide des
déterminants Dy.sr et aNSBC (somme normalisée des termes croisés de la matrice de E,

introduit dans Fournet et al. (2019)) définis par les équations suivantes :

i=nb j=nd
1 bef fij
Dpepr = 7Y 4.2
beff nbxnd;; b (4.2)
i=nb j=nd
1 2b;;xy + 2b;;cz + 2b;y2
NSBC = Y Y Y 4.3
“ nbxnd;z; bef fij (4.3)

(4.4)

avec ng le nombre total de directions et n; le nombre total de valeurs de b. En effet la
minimisation de ces deux coefficients détermine ’ensemble des parameétres favorables a la
diminution de la déviation entre la valeur de b d’entrée et de b effective (via Dy.sr) ainsi
que la minimisation des termes croisés de la matrice (via aNSBC). La Table 4.3 résume la
valeur de ces déterminants pour les différentes configurations de gradients de "spoiling"

et de refocalisation.

Ggoe Gspoit Déterminants

Forme Durée (ms) | Intensité (%) Durée (ms) | Dpesr aNSBC
1 1,7 10 1,0 0,34 0,16
1 1,9 10 1,0 0,07 0,16
1 2,1 10 1,0 0,09 0,16
P 2 10 1,0 024 02
p 2.5 10 1,0 027 0,21
p 3,15 10 1,0 021 072
1 1,9 10 1,0 0,07 0,16
1 1,9 10 1,3 0,14 0,21
1 1,9 10 1,5 0,18 0,23
1 1.9 15 1,0 0,6 0,21

TABLE 4.3 — Valeurs des déterminants, Dy ss et aNSBC,dans les différentes configurations
de gradients testés. Les valeurs en gras correspondent aux valeurs des parameétres retenus.

La Table 4.3 et la Figure 4.8 permettent alors de conclure que la plus petite valeur
des déterminants Dy.rr et aNSBC est obtenue pour la configuration suivante :

— un gradient de refocalisation de forme n°l1 et de durée 1,9 ms;

— un gradient de "spoiling" de 15 % et de durée 1 ms;

— un temps de diffusion de 11 ms avec § = 3 ms et A = 12 ms.

A partir de cette configuration, la contribution des termes croisés dans la valeur de

b effective est réduite & moins de 1 % pour les valeurs de b supérieures ou égales a 50
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s/mm? (Figure 4.9). Ce qui est acceptable puisque seules 3 valeurs de b, b = 0 compris,

(sur 20 au total) sont inférieures a cette valeur.

Somme des termes croisés (
b effective

%)

1 1 L 1 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Valeur de b d’entrée (s/mm?)

FIGURE 4.9 — Contribution de la somme des termes croisés (2 X (byy + by, + by.)) sur la
valeur de b effective (en %) en fonction des valeurs de b effectives allant de 0 & 3500
s/mm?.

4.3.2 Validation du protocole
In vitro

Une fois tous les paramétres de séquence PGSE fixés, nous avons acquis 1’ensemble des
images pondérées en diffusion & ’aide du protocole sur le méme objet-test que précédem-
ment (Figure 4.7, B). A partir de ces images, nous avons pu déterminer ses paramétres
de diffusion avec le modele IVIM-Kurtosis. Puisqu’il s’agit d’un objet-test isotrope, 1’esti-
mation des valeurs du kurtosis et de la fraction d’anisotropie (FA) doivent étre quasiment
nulles. De plus, la littérature estime la valeur du coefficient de diffusion D a température
ambiante (20°C) a 0,7 mm?/s .

Nous avons moyenné le signal sur les six premiéres coupes (sur les 42 acquises) dans la
région tracée en noir sur la Figure 4.7 (C), qui correspond au maximum de signal. Nous
avons trouvé les valeurs suivantes :

— sADC = sMD = 0,9 mm?/s;

— K=5x 107!,

— sFA = 0,1.

Bien que la valeur de sADC soit plus élevée que la valeur de D décrite dans la littérature,
I’objet-test valide I'utilisation de ce protocole pour les études in vivo. En effet, ’élévation
du coefficient de diffusion apparent (ADC) peut s’expliquer par la température a laquelle
nous avons effectué 'expérience. Nous nous sommes placés dans des conditions identiques

aux conditions in vivo. C’est-a-dire que nous avons utilisé 'antenne cryogénique qui est
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thermostatée a 38°C, de fagon a respecter la température physiologique des animaux. Or
une élévation de la température du milieu méne & une augmentation de son ADC (Holz
et al., 2000). De plus, nous avons effectué cette méme expérience a température ambiante
(20°C) pour laquelle nous avons calculé la valeur de sSADC pour chaque direction du

gradient de diffusion et nous avons bien trouvé :

X Y Z sADC (mm?/s)

1 0 1 0,71
1 0 1 0,71
0 1 1 0,72
0 1 -1 0,72
1 1 0 0,73
11 0 0,73

TABLE 4.4 — Valeurs de sADC en fonction de la direction du gradient de diffusion.

Nous avons montré les différents choix et ajustements des paramétres de séquences
qui ont été réalisés jusqu’a obtenir le protocole IRM final. Nous allons maintenant voir
plus en détail le traitement des données anatomiques et pondérées en diffusion acquises a

I’aide de ce protocole.

In vivo

Une premiére étude pilote chez des souris sauvages non irradiées (N = 2), nous a tout
d’abord permis de vérifier que les optimisations réalisées sur le dodécane restent valables
pour les acquisitions in vivo. De plus la qualité des données acquises a été investiguée avec
des calculs de SNR. Dans la région globale du cerveau le SNR a été évalué a 103 + 10
pour les images A0 et 17 £ 3 pour les images b = 3000 s/mm?, ce qui est trés satisfaisant

pour poursuivre notre étude et développer le pipeline de traitement de données.

4.4 Définition automatique des régions d’intérét

4.4.1 Atlas et références anatomiques
Description et construction du Turone Mouse Brain Template and Atlas

Nous avons opté pour un traitement d’analyse de données par régions d’intérét (ROI)
de fagon a investiguer la globalité du cerveau, sans a priori sur les aires cérébrales sen-
sibles a l'irradiation. D’autre part, la segmentation semi-automatique nous permet de
définir les ROI de fagon plus robuste et de nous affranchir des possibles variations liées
a une segmentation manuelle. Cette approche nécessite, en particulier pour les ana-
lyses de groupe, 'emploi d’'un atlas a partir duquel nous définissions les ROI. Pour ce
faire nous avons utilisé¢ 1'atlas souris TMBTA ("Turone Mouse Brain Template and At-
las", https://www.nitrc.org/projects/tmbta_2019/ ) développé a NeuroSpin (Bar-
ricre et al., 2020).
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A

Template @

Substance
Grise

Substance ,e.
Blanche M ¢
Cérébro-Spinal I
Atlas ‘

FIGURE 4.10 — (A) Coupes axiales du template, cartes de probabilité de la substance grise,
de la substance blanche et du liquide cérébro-spinal. Les régions de I'atlas sont labéllisées
par une couleur. (B) Visualisation de ’atlas souris en 3D : https://www.nitrc.org/
projects/tmbta_2019/.

Sa construction est basée sur I'acquisition haute-résolution ez vivo de 138 souris fe-
melles de souche RjOrl :SWISS agées de 8 semaines et de 20-25g environ avec le méme
scanner IRM préclinique 11,7 T présenté dans la section 4.1.2. Cet atlas est également
fourni avec un cerveau modéle (ou template) et les cartes de probabilités des divers tissus
cérébraux : substance grise (SG), substance blanche (SB) et liquide cérébrospinal (LCS)
(Figure 4.10).

La méthode utilisée pour obtenir le template et les cartes de probabilités de SG,
SB et LCS a partir des images IRM pondérées T, a 'aide d'une séquence MGE, est
similaire a celle publiée chez le rat (Barriére et al., 2019). La Figure 4.11 schématise
les différentes étapes nécessaires a leurs constructions. Briévement, les cartes de pro-
babilité d’appartenance a la SB, a la SG et au LCS, sont générées sur SPM (https:
//www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/) (Ashburner et Friston, 2005) & partir des images ana-
tomiques T3 reconstruites en magnitude. La somme des échos est segmentée a deux re-
prises, tout d’abord aprés le recalage non rigide avec le template du Brain Allen (étape
3, http://mouse.brain-map.org/static/atlas), puis aprés la normalisation des para-
meétres (étape 5). L'utilisation d'un DARTEL ("Diffeomorphic Anatomical Registration
Through Exponentiated Lie Algebra") (Ashburner, 2007) finalise le pipeline en générant
le template et les cartes probabilistiques finales alignées sur le template du Brain Allen.

Une fois le template généré, ’atlas peut étre défini a I'aide des a priori de I'atlas du
Brain Allen. Briévement, la méthode consiste a recaler le template du Brain Allen sur le
template souris TMBTA. Cette transformation est ensuite appliquée sur 'atlas du Brain
Allen dans le but d’obtenir les labels du Brain Allen dans notre espace de template. Au
final, 'atlas TMBTA couvre ’ensemble du cerveau de souris avec une résolution de 60

pm isotrope et pose un label sur 1318 régions distinctes (Figure 4.10).
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FIGURE 4.11 — Description des étapes nécessaires a la construction du template (1 & 8) et
des cartes de probabilitée TMBTA (1 & 9). Les étapes sont numérotées de 1 a 8 en rouge
et les résultats de ces étapes apparaissent en noir.

Adaptation de P’atlas & nos études

Comme nous 'avons vu dans la section 4.2, les images anatomiques et pondérées en
diffusion sont acquises avec des résolutions spatiales inférieures a celle de 'atlas. De plus
comme les effectifs sont moindres que ceux employés dans le but de réaliser cet atlas, nous
ne sommes pas en mesure de délimiter des ROI aussi petites que celles labellisées dans
I’atlas.

Nous avons décidé de regrouper les régions de ’atlas en régions plus grandes en fonction
de leur proximité (Figure 4.12). Au total nous avons défini 10 régions :

— Ctx (rouge) : le cortex (cingulaire, insulaire, auditif, ectorhinal, gustatif, limbique,

moteur, perirhinal, pariétal, rétrosplénial, sensori-moteur, visuel, olfactif, amygda-
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FIGURE 4.12 — (A) et (B) visualisations 3D de l'atlas redéfini. Coupe axiale (C), sagittale
(D) et coronale (E) de I’atlas redéfini avec un code couleur pour chacune des régions.

lien et viscéral)

— Htl (orange) : 'hypothalamus (partie périventriculaire, latérale, médiane) et les
noyaux amygdaliens

— Thal (jaune) : le thalamus

— Str (vert clair) : le striatum (dont le caudoputamen)

— Hip (vert foncé) : 'hippocampe (CA1, CA2, CA3, gyrus denté et aire entorhinale)

— BO (bleu) : le bulbe olfactif (couche glomérulaire, plexiforme et des cellules granu-
laires )

— MB (bleu ciel) : le mésencéphale (ou cerveau moyen, "mid brain") et le pons, la
medulla

— Cer (bleu violet) : le cervelet

— Cc (magenta) : le corps calleux

— SB* (rose pale) : la substance blanche (hors corps calleux), c¢’est-a-dire la capsule
interne, la commissure antérieure/postérieure, le tractus optique, les pédoncules

cérébelleux, etc.

Seule la région du corps calleux (Cc) a été redéfinie, et segmentée manuellement, & partir
la région du Cc initialement définie dans ’atlas TMBTA. Cette démarche a pour but de
limiter les erreurs liées au volume partiel avec les régions avoisinantes du fait de sa forme
(Figure 4.13).

Une fois définies sur 'atlas, les ROI sont reportées dans ’espace des images anato-
miques et pondérées en diffusion de fagon automatique via un pipeline que nous avons
développé pour ce travail. Avant de commencer les étapes de recalage, des étapes de

prétraitement sont nécessaires sur les images IRM servant au recalage.
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FIGURE 4.13 — Région du corps calleux redéfinie a partir de I’atlas TMBTA, superposée
sur le template anatomique TMBTA. La nouvelle région apparait en rouge tandis que les
contours de la région initiale apparaissent en cyan.

4.4.2 Prétraitement des données IRM avant le recalage
Formatage et orientation des images IRM anatomiques

Les images IRM anatomiques sont acquises a partir d'une séquence MGE. De ce fait
14 images en magnitude sont reconstruites, correspondant au signal recueilli a chaque

écho acquis (Figure 4.14).

TE =2,2ms TE =16,2 ms TE =28,2ms

FIGURE 4.14 — Exemples des différents échos acquis a 'aide de la séquence MGE et
reconstruits en magnitude pour TE = 2,2 ms (A), 16,2 ms (B) et 28,2 ms (C). Somme de
tous les échos reconstruits en magnitude (D).

Ces images sont formatées en DICOM (.dem) a la console IRM par le systéme PA-
RAVISION 6.0.1. Il s’agit d’'un format d’image standardisé pour 'imagerie médicale qui
regroupe les différentes informations liées a ’acquisition et & I'objet imagé dans un "hea-
der" et le signal IRM dans une matrice. Si ce format est celui utilisé par notre logiciel
d’analyse des images de diffusion, ce n’est pas le cas des logiciels utilisés pour le recalage
(FSL). Une deuxiéme conversion du format DICOM au NIfTT (.nii) a donc été nécessaire
pour manipuler ces images "anatomiques".

Une premiére opération consiste a sommer les 14 images de magnitude, on notera
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Ty I'image résultante. Nous n’utiliserons pas les images de phase. Par convention, nous
orientons les T35 de sorte que les les axes rostro codal, antérieur postérieur et droite gauche
coincident avec ceux de l'atlas. Cela consiste a appliquer une rotation de -180° et -90°
autour des axes Y et Z. De méme, nous définissons le centre des images sur la commissure

antérieure, puisque c’est ainsi qu’est défini le centre de I’atlas.

Formatage et orientation des images IRM de diffusion

Tout comme les images anatomiques, les images pondérées en diffusion sont converties
au format DICOM et NIfTI. Parmi les images pondérées en diffusion, nous choisissons
de travailler avec les images AQ pour le recalage puisque ces images possédent le meilleur
SNR, le moins d’artefacts et de distorsions (puisqu’ils s’accentuent avec l'augmentation
de la pondération de diffusion, voir section 3.2.2 chapitre 3) et un contraste qui se rap-
proche le plus du template. Bien que les courants de Foucault augmentent avec la pon-
dération de diffusion appliquée et par conséquent générent des artefacts plus importants
dans les images a forte pondération de diffusion, nous faisons I’hypothése que les images
pondérées en diffusion (hautes valeurs de b comprises) ne présentent pas de distorsions
supplémentaires majeures. Le recalage déterminé a partir des images A0 sera donc par la
suite appliqué sur toutes les images IRM pondérées en diffusion. Nous appelons A0, les
3 images A0 qui ont été moyennées sur les 3 répétitions. L’orientation et la définition de
I'origine sont également modifiées de sorte que les images A0 coincident le plus possible

avec le template. Dans ce cas nous appliquons une simple rotation de -90°.

Segmentation et extraction du signal cérébral total

Pour une meilleure robustesse du recalage, que ce soit pour les images anatomiques ou
de diffusion, il est préférable de masquer les zones non cérébrales (peau, muscle, os). Une
premiére étape de segmentation est réalisée sur SPM (https://www.fil.ion.ucl.ac.
uk/spm/). Afin de faciliter la convergence de I’algorithme de segmentation, la résolution
des différentes images est multipliée par 10. Cet artifice permet de conserver la majorité
des paramétres inscrits par défaut et optimisés dans SPM pour le cerveau humain. Le
principe est présenté sur la Figure 4.15 en prenant comme exemple une image 77 sur
laquelle le gradient de signal dans la direction haut bas est corrigé. En effet I’antenne
étant surfacique, nous observons une chute du signal au fur et & mesure que ’on s’éloigne
de l'antenne, c’est-a-dire le haut du cerveau. La correction est effectuée avec le module
N4ITK (Tustison et al., 2010) du logiciel 3D Slicer (https://www.slicer.org/) pour les
images A0 et T7. Elle consiste a normaliser I'intensité avec une fonction B-Spline sur une
grille de résolution 1x1x1 afin de compenser la perte de signal en bas du cerveau. En

plus du masque cérébral total, nous calculons les masques des différents tissus cérébraux

(SG, SB, LCS).
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TEMPLATE

FIGURE 4.15 — Pipeline de segmentation des différents masques de SB, SG, LCS et cer-
veau total. Une correction du biais de I'antenne de surface est tout d’abord appliquée
pour homogénéiser 'intensité du signal de la somme des images MGE (A). L’image est
ensuite recalée sur le template TMBTA (B) et segmentée de fagon a obtenir les cartes de
probabilité de la SB et SG (C) a partir des priors du template TMBTA (fleche 2). Ces
cartes de probabilité sont ensuite recalées dans l'espace natif anatomique (D, fleche 3).
Un seuil de 0,5 est appliqué dans le but d’obtenir les masques de SB et SG (F, fleche 4).
Ces masques sont ensuite sommés pour obtenir le masque SB + SG (G, fléche 5). Pour
le masque de LCS nous avons opté pour une approche de segmentation 3D de contours
active les images MGE a l'aide du logiciel ITKSnap (E, fleche 2’) (Yushkevich et al.,
2006). Les étapes 1, 2, 3 et 4 sont quant a elles réalisées avec SPM, en particulier avec
la fonction "Segment" (Ashburner et Friston, 2005). Le masque cérébral total utilisé par
la suite pour extraire le signal provenant du cerveau est obtenu en sommant les masques

SB, SG et LCS.

En particulier le masque du LCS n’est pas obtenu par la méme méthode de segmen-
tation que les autres (Figure 4.15, fleche 2’). En effet, le template TMBTA est construit
a partir d’'images ex vivo pour lesquelles le contraste des ventricules est faible. La carte
de probabilité du LCS du template TMBTA ne reflete donc pas tout a fait la probabilité

d’appartenance d’un voxel au LCS chez des souris in vivo (Figure 4.11).

Cas particulier des masques de LCS et de la ZSV

Cependant d’autres approches qui ne sont pas basées sur des a priori peuvent étre

envisagées, car les ventricules apparaissent en hypersignal sur les images 7% La différence
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de contraste entre les voxels du LCS et les voxels des tissus environnants permet d’utiliser

la segmentation semi-automatique 3D par détection de contours avec le logiciel ITKSnap
(Yushkevich et al., 2006) (Figure 4.16).

FIGURE 4.16 — (A) Coupe axiale de cerveau masqué. (B) Positionnement manuel des
graines ("seeds") sphériques dans les 4 ventricules sur I'image préalablement seuillée en
intensité. Les voxels blancs sont ceux qui présentent une intensité supérieure a ce seuil
défini visuellement. (C) L’évolution des graines est arrétée lorsqu’elles rencontrent la limite
des ventricules. (D) Masque de LCS résultant de la segmentation par contours actifs
sur ITKSnap. (E, F, G) Masque de LCS final obtenu aprés lissage représenté dans les
orientations sagittales, axiales et coronales respectivement.

Ce masque est calculé dans 1'espace anatomique et ne peut donc pas étre utilisé tel
quel dans l'espace de diffusion. Un recalage entre les deux modalités ou une méthode
de segmentation par détection automatique des contours sur I'image A0 (hypersignal des
ventricules également) pourrait s’appliquer, mais nous avons choisi une méthode plus
automatique et plus robuste a partir de la carte paramétrique de la MD, calculée avec
les images pondérées en diffusion selon le modéle mathématique d’imagerie du tenseur
de diffusion (DTI) (Figure 4.17, A). Sur les cartes de la MD, un hypersignal est observé
dans les ventricules (Figure 4.17, B), tout comme pour les images T, mais plus élevé que
pour les images AQ. L’application d’un seuil permet alors d’obtenir un masque du LCS

contenu dans les ventricules (Figure 4.17, C). Le seuil théorique de I'ordre de 1072 mm? /s,
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correspond a la valeur de MD dans le LCS et aurait pu étre appliqué. Mais la petite taille
des ventricules et des espaces contenant du LCS par rapport aux structures adjacentes
contribue au volume partiel et diminue la valeur de la MD dans le LCS. En pratique,
nous avons donc fixé la valeur du seuil & partir de 'ajustement par une gaussienne de
I’histogramme moyen de l'intensité des cartes de la MD chez les souris sauvages non
irradiées (N = 21). Nous avons défini la valeur du seuil par : ;£ 40, avec i la moyenne et
o I'écart-type de la gaussienne. Le masque final de LLCS est alors obtenu a partir de I'image
seuillée & 7,0 x 10~* mm? /s puis lissée a I'aide d’une succession de dilatations et d’érosions.
L’application d’un seuil un plutot bas risque alors d’intégrer des voxels du tissu cérébral
adjacent dans le masque du LCS, notamment pour la région du striatum (Str) et Cc
mais rappelons que le masque de LCS n’est pas utilisé pour remonter a des informations
volumétriques (pour lesquels chaque voxels contribue aux résultats), mais plutot pour

éliminer le volume partiel du LCS dans les différentes ROI cérébrales adjacentes.

FIGURE 4.17 — (A) Exemples de coupes axiales pondérées en diffusion. (B) Carte paramé-
trique de MD obtenue a partir des images (A) avec le modeéle DTI. (C) Carte paramétrique
MD pour laquelle nous avons appliqué un seuil minimum. Les voxels apparaissant en noir
correspondent aux voxels appartenant au LCS. (D) Masque de ZSV, dont les contours
sont délimités en rouge, obtenu a partir de la dilatation et de 1’érosion du masque de LCS

(©).

Initialement la ZSV n’est pas définie dans I'atlas TMBTA et est globalement incluse
dans la région du striatum en raison de sa proximité avec les ventricules latéraux. En plus
des 10 régions précédemment définies (Figures 4.12), nous souhaitons donc définir cette
région ZSV dans l'espace de diffusion afin d’investiguer les altérations microstructurelles
dans cette région particulierement impliquée dans la neurogenése (voir chapitre 2, section
2.3.5). En revanche, I’accés aux variations du volume de cette région ne sera pas développé,
puisque cette région étant petite (quelques voxels par coupe IRM), sa variation est difficile

a détecter de fagon robuste. Le masque de ZSV est donc estimé dans l’espace natif de
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diffusion a partir du masque du LCS précédemment défini (Figure 4.17, C). Sur une coupe
axiale, cette région s’étend sur quelques pixels de 'extérieur des ventricules latéraux vers
le striatum. Nous procédons alors & une dilatation puis une érosion du masque de LCS, que
nous soustrayons ensuite afin d’obtenir cette région de deux voxels de largeur autour des
ventricules (Figure 4.17, D). Mise a part pour la ZSV que nous avons défini dans Iespace
natif des images de diffusion, les 10 autres ROI sont définies dans I’espace du template
TMBTA. Des étapes de recalage sont alors nécessaires pour les définir dans ’espace natif

des images anatomiques et pondérées en diffusion.

4.4.3 Recalage
Principe

Les étapes de recalage sont des opérations mathématiques qui calculent les transfor-
mations géométriques T (rigides ou non rigide) pour faire correspondre une image source
a une image de référence en fonction de leurs intensités. Les recalages sont réalisés avec
FSL (Jenkinson et al., 2012) a 'aide des fonctions FLIRT pour les recalages de type li-
néaire et FNIRT pour les non linéaires (Jenkinson et Smith, 2001; Jenkinson et al., 2002;
Greve et Fischl, 2009).

Pour I'IRM anatomique, nous utilisons les images T sur lesquelles nous avons ap-
pliqué le masque cérébral total précédemment calculé (section 4.4.2). De fagon similaire,
le masque cérébral total est calculé et appliqué sur les images A0 (moyennées) avant de
procéder au recalage.

Quelle que soit la modalité d’'IRM (anatomie ou diffusion), les transformations T
calculées sont celles nécessaires pour recaler les images IRM (T3 ou A0) sur le template
anatomique TMBTA. Néanmoins, une fois calculées, ces transformations géométriques T
sont inversées dans le but de les appliquer sur le template (et 'atlas) TMBTA. Au final
ce sont donc l'atlas TMBTA et ses ROI qui sont recalés sur les images natives (Tj ou
AO0). Il est important d’appliquer le recalage dans ce sens puisque les rotations ne peuvent
s’appliquer sur les images IRM pondérées en diffusion au risque d’induire des biais par la
suite dans I'estimation des paramétres de diffusion.

Le principe du recalage consiste a :

— recaler linéairement (FLIRT) puis non linéairement (FNIRT) les images sources

(AO et T%) sur le template anatomique TMBTA afin de calculer la transformation

T:

— le recalage linéaire, avec 7 degrés de liberté et une fonction cotlit basée sur les
informations mutuelles, permet d’obtenir une transformation T1;

— le recalage non linéaire calcule la matrice de transformation T a partir de la
minimisation de la somme des carrés de la différence entre le template ana-
tomique TMBTA et I'image IRM, en intégrant la transformation T1 calculée

précédemment.
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— calculer T7!, Iinverse la transformation T;

— appliquer T~ sur les 10 ROI de l'atlas.

Régions d’intérét définitives

Afin d’éviter toute contamination du LCS dans les 10 régions définies dans les espaces
anatomiques et de diffusion, a ’aide du pipeline de recalage précédent, nous décidons de
soustraire le masque de LCS calculées dans la section 4.4.2 aux régions obtenues.

En plus de I’élimination de la contribution du LCS, les ROI dans ’espace de diffusion,
des raffinements supplémentaires sont nécessaires pour qu’elles soient robustes vis-a-vis
des distorsions des images IRM pondérées en diffusion. Rappelons que pour obtenir les ROI
dans 'espace natif des images pondérées en diffusion, nous avons calculé la transformation
a partir des images AQ. Par conséquent en appliquant la transformation T~ telle quelle
sur les images pondérées en diffusion, le recalage est imparfait au vu des distorsions
(induites par les courants de Foucault) qui modifient la morphologie de certaines structures
cérébrales. Nous avons donc choisi de réaliser une érosion sur les différentes ROI afin de
les parfaire en éliminant la probabilité de mauvaise parcellisation du cerveau notamment
pour les voxels les plus extérieurs a ces ROI. Les régions bilatérales comme ’hippocampe
(Hip), thalamus (Thal), Str sont latéralisées puis érodées en 3D d’un voxel avant d’étre
recombinées. Les autres sont quant a elles simplement érodées d'un voxel dans les 3
dimensions de I’espace.

Comme ces régions finales sont obtenues a partir de I'atlas TMBTA, elles sont ré-
orientées pour pouvoir étre dans le méme espace que celui des images anatomiques et de
diffusion. De plus, la taille des pixels est divisée par 10 pour correspondre a la résolution

des images IRM natives.

4.5 Analyse par régions d’intérét

4.5.1 Paramétres volumétriques

Apres inspection visuelle des images 75, I’analyse par ROI consiste a estimer leurs
volumes, c’est-a-dire déterminer le nombre de voxels du masque de chaque ROI et le

multiplier par la résolution spatiale (0,1 x 0,1 x 0,1 mm?). Ainsi les volumes du Ctx, de
I’'Htl, du Thal, du Str, de I'Hip, du BO, du MB, du Cer, du Cc, du SB*, mais également
de la SG, SB et du LCS sont déterminés.

4.5.2 Paramétres de diffusion
Fichiers SmapRaw et bmat : préparation des données

Les images pondérées en diffusion sont analysées a l'aide d'un logiciel développé en

MATLAB par Denis Le Bihan, dont I'organigramme est présenté sur la Figure 4.18. Les
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FIGURE 4.18 — Structure du logiciel de traitement de données de diffusion. Les cases
grisées correspondent & des options non utilisées dans le cadre de la thése. L’algorithme
du logiciel est divisé en trois blocs : 1) la préparation des données (en vert), IT) Les calculs
(en orange) et III) 'analyse 3D par ROI (en bleu). Le troisiéme bloc est repris plus en
détail dans I’encadrement bleu en pointillés.

étapes de recalage décrites plus haut sont appliquées uniquement sur A0 pour définir
les ROI dans l'espace des images de diffusion. Pour 'analyse par ROI, on utilise les
données brutes reconstruites au format DICOM. Pour lire et analyser ces images, ces
images DICOM doivent étre converties dans un format compatible avec le logiciel. Les
images pondérées en diffusion de chaque répétition pour chaque coupe, chaque valeur de
b et chaque direction (avec la matrice de b correspondante pour chaque acquisition) sont
d’abord regroupées sous la forme d’une structure (.mat) appelée SmapRaw a l'aide d’un
code rédigé en MATLAB. SmapRawR1, SmapRawR2 et SmapRawR3 (correspondant aux
fichiers SmapRaw des répétitions 1, 2 et 3) sont alors des structures de dimensions Ns X
Nb x Ndir, avec Ns le nombre de coupes, Nb le nombre de valeurs de b (b = 0 s/mm?
inclus) et Ndir le nombre de directions de diffusion (étape chargement des images, Figure

4.18). Pour exemple, SmapRawR1(S,B,D) contient les champs d’ informations suivants :

— Version : la version du code;
— PatientID : I'identité de ’animal ;
— I : matrice 2D correspondant & l'image IRM de la coupe S, la pondération de

diffusion B dans la direction D ;
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— bvalues : le nombre de valeurs de b (= 20);

— bmat : la matrice de b de dimension (1x1x6);

— slices : le nombre de coupes (= 42);

— Ndir : le nombre de directions de diffusion;

— Height : la dimension 1 de la matrice I (= 96);

— Width : la dimension 2 de la matrice I (=112);

— SliceThickness : (= 0,225 mm) ;

— SpacingBetweenSlices : ( = 0,250 mm) ;

— PixelSpacing : la résolution dans le plan (= 0,125 x 0,125 mm?);

— ProtocolName : le nom du fichier protocole.

Un autre code développé en MATLAB permet de retrouver les valeurs de la matrice
de b enregistrées dans le fichier "method" généré par PARAVISION 6.0.1 et qui contient
toutes les informations relatives & ’acquisition. Comme la matrice de b est symétrique,
seuls 6 éléments de sa matrice sont conservés : bxx, bxy, bxz, byy, byz et bzy.

Le fichier protocole est une structure MATLAB qui contient les informations propres
au protocole d’acquisition utilisé et nécessaires pour estimer les paramétres de diffusion :

— bval : vecteur de dimension (1x 20) contenant les valeurs effectives de b ;

— LKeyb : rang dans la liste des valeurs de b correspondant a la valeur de by, (400

s/mm? — 9);
— HKeyb : rang dans la liste des valeurs de b correspondant a la valeur de by, (2500
s/mm? — 17);
— KeybIVIM : rang dans la liste des valeurs de b correspondant & la valeur seuil pour
les effets IVIM (200 s/mm? — 8).
Une fois le fichier protocole chargé dans le logiciel (étape chargement des fichiers protocole,
Figure 4.18), un test vérifie que les conditions sur les valeurs de b sont respectées de fagon
a rendre la moyenne géométrique des signaux invariante par rotation. Si ce n’est pas le
cas, 'analyse peut tout de méme étre poursuivie, mais un message avertit 1'utilisateur
du non-respect de ces conditions, c’est-a-dire que les directions de diffusion ne sont pas
réparties de fagon homogeéne sur 'angle solide de 47 ou que la somme des termes croisés
pour les valeurs de b sur I’ensemble des directions n’est pas négligeable. La compatibilité
entre les informations contenues dans les fichiers SmapRaw et protocole est vérifiée avant
le début des calculs, notamment sur le nombre de valeurs de b, de directions, de coupes

(étape compatibilité des fichiers, Figure 4.18).

Fichiers SmapRawAvg

La structure SmapRawAvg est générée a partir d’'un exécutable codé en MATLAB
qui :
— calcule la moyenne des images enregistrées dans les fichiers SmapRawR1, Sma-
pRawR2 et SmapRawR3;

— estime le facteur de qualité (Q) a partir de la variation lissée du signal voxel a
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voxel entre les 3 répétitions. Trois seuils sont proposés (4, 8 et 12 % de stabilité)
ou un ajustement manuel (étape controle qualité, Figure 4.18) ;

— la détermination du plancher du bruit ricien. Il est déterminé automatiquement (et
ajustable manuellement) & partir du profil du signal de la coupe centrale, pour les
valeurs minimale et maximale de b (étape correction du bruit, Figure 4.18).

Les fichiers images au sein de la structure SmapRawAvg contiennent donc les valeurs
corrigées pour chaque voxel, avec flechage (NaN) pour la suite des calculs des voxels
rejetés (bruit, instabilité) en fonction des critéres retenus (étape formatage, Figure 4.18).
Ces voxels sont bien souvent localisés dans des régions artefactées. La Figure 4.19 donne
un exemple en termes de variation d’intensité inter répétitions acceptable 4.19 (A), et non
acceptable 4.19 (B).

0,15
0,10

0,05

FIGURE 4.19 — Valeurs du facteur de qualité Q quantifiant la variation de signal entre les
3 répétitions pour un sujet dont la qualité des images est suffisante (A) ou insuffisante
(B). Les pixels apparaissant en orange-rouge seront exclus de I'analyse.

Fichiers Cmap, RoiRec

Pour permettre une analyse automatique a partir des ROI déterminées sur les images
anatomiques via l'atlas et les coordonnées des ROI sont recalées a partir de la transfor-
mation T~! et intégrées dans un fichier RoiRec.mat (1 par ROI), structure MATLAB
renfermant les paramétres :

— mask : le masque binaire de la ROI sous la forme d’une matrice de dimensions

96 x 112 x 42;
— Xmin, ymin, smin et xmax, ymax, smax : les valeurs minimales et maximales de x,
y, z pour lesquelles I’élément de la matrice est égal a 1.

Dans le logiciel, il est également possible d’utiliser ’atlas avec ’ensemble des ROI en

concaténant les images recalées (T~!) de latlas dans un fichier Cmap.mat qui contient

une structure MATLAB similaire a celle de SmapRaw (étape recalage, Figure 4.18).

Fichiers SmapProcess : calculs et analyse 3D par ROI

Une fois les différents fichiers téléchargés dans le logiciel (SmapRawAvg, protocol) et

vérifiés en termes de compatibilité, 'analyse globale (étapes calculs, Figure 4.18) puis par
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ROI (étapes analyse 3D par ROI, Figure 4.18) peut débuter. Trois types d’analyse ont
été menés avec ce logiciel : une analyse a partir du modéle du S-Index (et sSADC), & partir
du modéle IVIM-Kurtosis et du modeéle sDTT (étape options d’entrée, Figure 4.18).

Elles commencent par la correction de 'amplitude du signal (étape corrections, Figure
4.18), a partir de l'estimation du facteur de correction de bruit (NCF) (Iima et al., 2015).
Le paramétre NCF caractérise la contribution intrinséque du bruit dans les images, dé-
pendant principalement de ’antenne et des paramétres de séquence. L’apparition de ce
bruit (non gaussien) s’exprime par une atténuation du signal non nulle, méme pour de
tres fortes pondérations de diffusion, ce qui peut étre a 'origine d’une sous-estimation de
I’ADC et/ou une surestimation du kurtosis. Si ’on considére ce bruit, on peut modéliser

le signal mesuré (M(b)) a l'aide de ’équation suivante (lima et al., 2015) :
M(b) = [S(b)* + NCF]"? (4.5)

avec S(b) = S(b=0) { frvim x exp (—bDx) + (1 — fryiam) X exp (~bADCy + (bADCy)? £}
L’ajustement du signal mesuré par ce modéle nous permet alors d’une part d’estimer les
paramétres {71757, D*, ADCy, K et NCF, et d’autre part de corriger 'amplitude du signal
avec le paramétre NCF pour 'estimation des autres paramétres (SI, sADC, sFA, sMD,
etc.).

Les valeurs des paramétres estimées a I'aide du modéle sélectionné (non gaussien ou
DTTI) sont ensuite visualisées sur les différentes coupes du cerveau (étape visualisation, Fi-
gure 4.18) et enregistrées sous la forme d’un fichier MATLAB nommé Smap _processedImages

contenant une matrice de structure de dimensions (Ns, Nb). Chaque structure renferme :

— les parameétres du Smap raw correspondant ;

— Q : la matrice du facteur de qualité;

— S : la matrice du parameétre SI;

— sADC : la matrice du paramétre sADC;

— MD, FA, Vx, Vy, Vz, L1, L2, L3, S1, S2, S3 : les matrices des paramétres sMD,
sFA, des vecteurs (ei, €2, ?:) et valeurs propres (A1, A2, A3) du tenseur de diffusion et
des valeurs propres (S1, S2, S3) du tenseur de SI (si le mode choisi par 'utilisateur
est le mode DTT).

Il est également possible de poursuivre par une analyse par ROI. Les ROI peuvent étre
tracées manuellement (étape segmentation des ROI, Figure 4.18) ou un fichier RoiRec
généré précédemment peut étre sélectionné. Les paramétres de diffusion sont estimés et
ensuite visualisés coupe par coupe (pour certains paramétres et en 3D si nécessaire), mais
tous sont exportés dans un fichier Excel (étape estimation des paramétres et exportations,
Figure 4.18). D’autres options permettent de visualiser les histogrammes ou d’exporter

I’ajustement du signal.
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4.5.3 Tests statistiques

Les paramétres estimés (volume et parameétres de diffusion) dans les différentes ROI
sont moyennés pour chaque groupe d’animaux. Les valeurs moyennes de ces groupes sont
compararées deux & deux a l'aide d’un test de Student bilatéral. Le seuil statistique est
fixé a p < 0,05.

4.6 Bilan

Un travail de méthodologie, aussi bien pour le protocole d’acquisition que pour le
traitement des données IRM, a été mis en place au cours de cette thése. Le but étant
d’appliquer cette méthodologie dans un contexte de radiobiologie afin de détecter et de

caractériser par IRM les altérations cérébrales a long terme chez un modéle souris.
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Chapitre 5

Effets des radiations ionisantes a forte
dose sur le cerveau en développement :

validation des apports méthodologiques

Cette premiére étude a pour objectif de caractériser in vivo par IRM les effets céré-
braux radio-induits chez un modéle de souris exposé in utero a des rayons v & une dose
entrainant des dommages importants des tissus cérébraux des embryons. Par la méme
occasion, ce chapitre vise a valider la sensibilité de notre approche d’exploration des at-
teintes anatomiques et microstructurelles. Cette méthodologie est développée en vue d’une
caractérisation des atteintes neurologiques induites par une irradiation a faible dose sur
le cerveau en développement, lesquelles sont plus subtiles & mettre en évidence, ce qui
sera abordé dans le chapitre 7. Cette étude a fait 'objet de présentations orales dans les
congrés de PERR (European Radiation Research Society) en 2018, de 'ICRR (Interna-
tional Congress of Radiation Research) et 'ESMRMB (European Society for Magnetic

Resonance in Medicine and Biology) en 2019 et un article est en préparation (annexe E).

5.1 Matériels et méthodes

5.1.1 Protocole d’irradiation et effectifs de 1’étude

Comme présenté sur la Figure 5.1, des embryons de souris de 14,5 jours (E14,5) ont été
irradiés par une exposition corps entier des souris gestantes a de fortes doses d’irradiation
pour les embryons (1 Gy). Le protocole d’irradiation utilisé est détaillé dans la section
4.1.1 du chapitre 4. Les conséquences de l'irradiation embryonnaire ont été évaluées par
IRM chez des animaux adultes, agés d’envrion 3 mois. Seuls les males qui ont été exposés
in utero (groupe IRR) ou non exposés (groupe Sham) ont été inclus dans I’étude d’ima-
gerie. Auncune manipulation n’est réalisée sur ces souris jusqu’aux acquisitions IRM. Les
effectifs de chaque groupe de souris (IRR ou Sham) sont indiqués dans la Figure 5.1 préci-

sant ainsi le nombre de souris gestantes irradiées ou non ainsi que le nombre de souriceaux
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conservés a la naissance pour les études d’imagerie a 1’age adulte.

E14,5 E21 PN75%2

IGReRstantes IRR
() N=13

N=4

E14,5 E21 PN73£6
B | NAISSANCE IRM >
Gestantes
Q Sham d ﬁhjr;
N=6

FIGURE 5.1 — Représentation schématique du protocole expérimental : de l'irradiation in
utero aux acquisitions IRM chez les souris irradiées lors de I'embryogenése (groupe IRR)
(A) et non irradiées (groupe Sham) (B). L’expérimentation animale s’est déroulée sur
des souris de souche C57BL6/N. Au 14°™¢ jour de gestation (E14,5), 4 souris gestantes
furent exposées aux RI selon un protocole d’irradiation corps entier. Les 6 autres souris
gestantes non exposées ne sont pas soumises a d’autres manipulations. Environ 3 mois
aprés la naissance des souris irradiées in utero, des études IRM ont été réalisées sur des
animaux uniquement maéles, issus de portées différentes.

Les souris étaient hébergées sans restriction ni alimentaire ni hydrique. La tempéra-
ture était maintenue constante (19-22°C) avec un taux d’humidité entre 40 et 50 %. La
luminosité dans la pieéce d’hébergement était également fixée avec un cycle jour/nuit de
12h chacun. Les expérimentations animales ont été menées en accord avec la Directive
européenne de 2010 et le comité d’éthique (APAFIS #20441-2019042915561380).

Protocole d’acquisition IRM

Le protocole d’acquisition mené sur les équipements présentés dans la section 4.1.2 du

chapitre 4 est décrit dans la section 4.2 du chapitre 4.

5.1.2 Analyses

Critéres d’inclusion

Sur ’ensemble des sets de données anatomiques acquis, nous n’avons détecté aucune
lésion visible (cedéme, nécrose, hémorragie) dans les groupes Sham et IRR. Seule une
souris Sham présentait une hydrocéphalie manifeste (Figure 5.2) justifiant son exclusion
de I’étude. Finalement, ’analyse volumétrique a été conduite sur Ngpe,m = 20 et Njgr =

13 souris.
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FIGURE 5.2 — Exclusion d’une souris non irradiée pour l’analyse des données IRM ana-
tomiques. (A) Coupe axiale de cerveau de souris pour un animal inclus dans I’étude. (B)
Coupe axiale de cerveau de souris présentant une hydrocéphalie manifeste justifiant son
exclusion de I’étude.

Parmi les 33 des sets de données retenus en IRM de diffusion (dont 20 Sham et 13
IRR), 6 animaux IRR et 6 animaux Sham ont été exclus de ’analyse, au vu de la variation
du signal trop importante (> 12%) entre chaque répétition. Au final, 'analyse des images

pondérées en diffusion a été conduite sur Ngpom = 14 et Nygg = 7 souris.

Comparaisons inter-groupes et analyses statistiques

Pour chacun des groupes de souris (Sham et IRR), la moyenne et ’écart type (SD)
des valeurs des paramétres sont calculés dans les différentes ROI : 10 pour ’analyse
volumétrique et 11 pour 'analyse en diffusion (voir la section 4.4 du chapitre 4 pour le
détail des ROI étudiées). La variation normalisée entre les groupes Sham et IRR pour un

paramétre P donné est calculée a partir de la formule suivante :

AP — Prrr — Psham (5.1)
PSham

La variation de certains paramétres est projetée sur le template souris TMBTA présenté
dans la section 4.4.1 du chapitre 4 pour permettre une meilleure visualisation des effets
de l'irradiation. La significativité des comparaisons inter-groupes est calculée a I'aide d’'un

test de Student bilatéral avec un seuil de significativité fixé a p<0,05.

En ce qui concerne les données comportementales et histologiques, les résultats sont
présentés, pour les deux groupes, comme la moyenne =+ l'erreur standard de la moyenne
(SEM). La significativité statistique entre les deux groupes est déterminée a partir d'un
test de Mann-Whitney réalisé avec le logiciel Prism. Le seuil de significativité est fixé a
p<0,05.
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5.2 Résultats

5.2.1 L’irradiation in utero a forte dose (1 Gy) provoque une

apoptose élevée des cellules cérébrales chez ’embryon

Quatre heures aprés 'exposition in utero aux rayonnements ionisants (RI) (pour le
groupe IRR) ou la non-exposition (pour le groupe Sham) aux RI, 'apoptose a été évaluée
au Laboratoire de RadioPathologie (LRP, CEA, Fontenay-aux-Roses) dans le cerveau des
embryons irradiés (groupe IRR) ou non irradiés (groupe Sham). Le taux d’apoptose a été
quantifié dans le télencéphale dorsal des embryons (E14,5) par un double marquage au 4’,6
diamidino-2-phénylindole (DAPI) et a la caspase 3 clivée ou "cleaved caspase 3" (CC3).
Les détails du protocole d’'immunomarquage sont indiqués dans ’annexe D. D’apreés la
Figure 5.3, une augmentation significative du pourcentage de cellules positives a la CC3
est observée (environ 15 fois plus élevé) chez les embryons IRR par rapport aux embryons

Sham (N = 4 pour chaque groupe).

C % cellules CC3+
EET

16 |
14 I
12

10

8

6

4

2

0 —

Sham IRR

FIGURE 5.3 — L’irradiation in utero a forte dose induit une apoptose des cellules cérébrales
de 'embryon en phase aigué (4h post-irradiation). Coupes axiales doublement marquées
au DAPI (4’ 6-diamidino-2-phénylindole, marqueur des noyaux cellulaires, gris) et CC3
("cleaved caspase-3", marqueur de 'apoptose, rouge) chez un embryon non irradié (Sham,
A) et irradié & 1 Gy a E14,5 (IRR, B). Les encarts numérotés 1 et 5 correspondent au
zoom (x10) dans des régions du télencéphale dorsal. (C) Moyenne £ SEM du pourcentage
de cellules positives a la CC3 chez le groupe IRR (marron) et Sham (beige) avec N = 4
embryons dans chaque groupe. La significativité des résultats a été calculée avec un test
de Mann-Whitney : *** p < 0,001.
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5.2.2 L’irradiation in utero a forte dose (1 Gy) n’impacte pas a

long terme le comportement des souris adultes

Au terme de leur gestation (E21), aucune anomalie, malformation ou mort-né n’a été
observé chez les souriceaux, que ce soit dans le groupe IRR ou Sham. De méme, a I’age
adulte les souris ne présentent pas de probléme de prise alimentaire ou hydrique. Le poids
moyen des souris IRR était de 22,4 + 1,6 g alors que celui des souris Sham était de 24,7
+ 2,9 g, soit une diminution significative d’environ 9% (p = 0,016).

D’autre part, des tests comportementaux sur des souris IRR et Sham, animaux diffé-
rents de ceux qui ont servi a l'imagerie, ont été menés au Laboratoire de RadioPathologie

(LRP, CEA, Fontenay-aux-Roses). La description détaillée des tests utilisés est insérée en

annexe C.
A Distance Vitesse (cm/s) Durée Durée passée dans
parcourue (cm) d’'immobilité (s) le centre du champ (s)
70
3000 12 80
2500 —— , 7 60 _I_
60 50
2000 8 w + o
1500 6 40 30
1000 4 30 20
20
500 2 10 10
0 — [1] 1] — 0 —
[ Sham
B Temps(s) IRR Temps(s)
180 180
.o Phase2 *T* Phase 3 ’f . Phase2 Phase 3
1 1

140 140

120 120

]
et

100 100
80 80
60 60
40 40

20 20

I\

Lego S#H1 S#1 S#2 Lego S#1 S#1

FIGURE 5.4 — L’irradiation in utero a forte dose modifie le comportement social des souris
adultes, mais n’affecte pas la locomotion et I'anxiété des animaux. (A) Moyenne £ SEM
de la distance parcourue (cm), vitesse de déplacement (cm/s) et la durée d’immobilité
ainsi que le temps passé dans le centre du champ (s) mesurés chez les souris IRR (N;rg
= 11) et Sham (Ngpam = 14) avec le test de l'open field. (B) Moyenne £ SEM du temps
chez les souris IRR (N;gr = 11) et Sham (Ngpam = 14) & explorer le lego, la souris 1 (S
#1) et la souris 2 (S #2) durant les phases 2 et 3 du "3 chamber test for sociability and
recognition". La significativité des résultats a été calculée avec un test de Mann-Whitney :
¥ p < 0,01, * p < 0,05.

Avec le test de I'"open field" (OF) (Holmes et al., 2002), nous avons étudié les effets a
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long terme de l'irradiation in utero sur les souris adultes en évaluant leurs capacités mo-
trices déterminées par différents parameétres quantitatifs : la distance parcourue, la vitesse
et le temps d’immobilité. De plus, le test de I’OF est également couramment utilisé pour
estimer l'anxiété des animaux puisque le centre du dispositif est naturellement anxiogéne
pour eux. Les rongeurs préférent spontanément, en effet, se déplacer en périphérie de I’OF
(comportement appelé thigmotaxie). Ainsi, un animal stressé aura donc tendance a pas-
ser plus de temps en périphérie du dispositif expérimental que de temps passé au centre.
Les résultats présentés sur la Figure 5.4 montrent aucune variation significative entre les
groupes IRR et Sham.

D’aprés le "Three-chamber test for sociability and recognition" (Silverman et al.,
2010), les souris Sham passent plus de temps avec la souris 1 (S #1) qu’avec le légo
dans la phase 2, et plus de temps avec la souris 2 (S #2) qu’avec la souris S #1 dans la
phase 3 (Figure 5.4, B, partie gauche). Ce comportement correspond & un comportement
normal, traduisant leur sociabilité et leur préférence pour les interactions avec de nou-
veaux congénéres. Pour le groupe IRR, le temps passé avec le 1égo et la souris S #1 ne
varie pas pendant la phase 2. De méme durant la phase 3, les souris IRR passent autant

de temps avec la S #1 qu’avec la S #2 (Figure 5.4, B, partie droite).

5.2.3 Atrophies cérébrales radio-induites & long terme chez la

souris lors d’une irradiation zn utero

A partir des images obtenues en IRM anatomique, nous avons réalisé des études vo-
lumétriques des principaux compartiments cérébraux, a savoir la substance grise (SG),
la substance blanche (SB) et le liquide cérébrospinal (LCS). L’analyse statistique révele
une atrophie significative de 14 % du volume cérébral total (SG+SB, p = 1,9 x 1078)
chez les souris IRR par rapport aux souris Sham (Figure 5.5). Elle se décompose en une
diminution du volume de 16% pour la SG (p = 4,0 x 1072 ) et de 8% pour la SB (p = 1,6
x 1072). L’augmentation de LCS de 2% dans le groupe IRR n’est pas significative (p =
0,11). Néanmoins, le ratio SG, SB, LCS sur le volume cérébral total reste constant pour
les deux groupes. Il vaut environ 67%, 30% et 3% respectivement.

Pour aller plus loin dans I’étude de volumétrie, nous avons ensuite étudié 'impact de
I'irradiation in utero a plus petite échelle, en quantifiant le volume moyen et 1’écart-type
(SD) dans les différentes ROI étudiées pour les deux groupes (Figure 5.6). A Iexception
du cervelet (cervelet (Cer)), toutes les ROI présentent un volume significativement réduit
chez le groupe IRR par rapport au groupe Sham. Pour la ROI mésencéphale (mésencéphale
(MB)), la variation est moindre (< 4%), mais reste tout de méme significative (p = 9,2
x 1073). La diminution de volume des 8 autres régions investiguées est trés significative
(p<0,005) et s'éleve de -8% dans I’hypothalamus (hypothalamus (Htl)) a -27 % dans le
corps calleux (Cc).

Sur la Figure 5.7, nous observons une diminution de volume plus importante dans le Cc

que dans la SG. Il peut étre également noté une variation volumétrique plus importante
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SB + SG (mm?3) SG (mm?3) SB (mm?3) LCS (mm?3)
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FIGURE 5.5 — L'irradiation in utero a forte dose provoque une atrophie cérébrale chez les
animaux adultes. Volumes des différents compartiments cérébraux issus de la segmentation
effectuée sur les images IRM anatomiques pour les groupes de souris irradiées (IRR) et
non irradiées (Sham). La croix et la ligne symbolisent respectivement la moyenne et la
médiane. La boite s’é¢tend du premier (Q1) au troisieme (Q3) quartile et les extrémités
des moustaches délimitent l'intervalle de confiance : [Q1 — 1,5 x IQR; Q3 + 1,5 x IQR),
avec IQR correspondant a l'intervalle interquartile. La significativité des résultats a été
calculée avec un test de Student *** p<0,005; * p<0,05 et ns : non significatif.

dans la partie corticale (-21%, p = 2,2 x 107'%) que dans la partie sous-corticale (Hip :
-18%, p = 2,0 x 1079, Thal : -16 %, p = 8,4 x 1078 Htl : -8%, p = 9,4 x 107%) du

cerveau.

5.2.4 Les atteintes microstructurelles radio-induites a I’age adulte

dans le modéle souris irradié au stade embryonnaire

5.2.5 Substance grise

La Figure 5.8 reporte les valeurs moyennes + écart-types (SD) des paramétres de
diffusion tels que le coefficient de diffusion apparent (ADCy), le coefficient de diffusion
apparent calculé a partir de b = 400 et 2250 s/mm? (sADC) et le S-Index (SI) pour les
groupes Sham et IRR dans les ROI qui appartiennent a la SG. Dans ces régions, nous
avons tout d’abord mis en évidence que les paramétres ADC, et sADC ont tendance a
augmenter chez les souris IRR par rapport aux souris Sham, alors que le paramétre SI a
tendance a diminuer. Pour I’ADCy, cette tendance est significative dans 'Hip (+1,7 %, p
= 3,0 x 1072), le Thal (+2,5 %, p = 5,2 x 1073) et I'Htl (+3,5%, p = 2,9 x 1073). De
méme 'augmentation de SADC chez les souris IRR est statistiquement significative dans
le Thal (+2,1 %, p = 6,3 x 1073) et 'Htl (+2,9%, p = 7,0 x 107%). Cette augmentation
s’accompagne d’une diminution de la valeur de SI significative dans le Thal (-13,3%, p =
54 x 1073) et I'Htl (-16,1%, p = 5,7 x 107%).

Le kurtosis (K) et les parameétres IVIM (fryrar et D) ne présentent pas de variations
significatives entre les deux groupes (Table 5.1).

Parmi les trois paramétres de diffusion présentant des variations significatives, celles
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FIGURE 5.6 — Lirradiation in utero a pour conséquence une atrophie des différentes struc-
tures cérébrales chez la souris adulte. Moyenne £ SD des volumes des différentes ROI pour
les groupes de souris irradiées (IRR, marron) et non irradiées (Sham, beige). Différentes
cervelet (Cer), cortex (Ctx), hippocampe (Hip),
hypothalamus (Htl), mésencéphale (MB), bulbe olfactif (BO), thalamus (Thal), striatum
(Str), corps calleux (Cc) et zones de substance blanche (Cc exclu, SB*). La significativité

structures cérébrales ont été étudiées :

Volumes (mms3)

| sksksk

1 Sham
B IRR

| sksksk

Cer Ctx Hip

des résultats a été calculée avec un test de Student *** p<0,005; * p<0,05.
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FIGURE 5.7 — Représentations 3D des variations volumétriques des différentes structures
cérébrales étudiées. Variations relatives du volume AV projetées sur une coupe coronale
et axiale du template souris TMBTA. Cette représentation prend en compte toutes les
variations, méme celles qui ne sont pas significatives. Dans I’encadré grisé, les ROI sont
classées de la plus radiosensible & la moins radiosensible (de bas en haut).

ROI K frvv (%) D* (10_3mm2/s)
Sham IRR p Sham IRR p Sham IRR p

Cer | 0,77+£0,03 0,74+0,07 0,30 | 3,0+0,6 3,3+0,2 0,70 | 7,7£2,6  11,0£13,2 0,54
Ctx | 0,53+0,01 0,53+0,01 0,32 | 2,0£0,2 1,840,2 0,09 | 16,1+3,1 18,6+14,1 0,67
Hip | 0,5840,03 0,594+0,03 0,33 | 1,7+0,4 1,740,4 0,92 | 7,74+0,7 8,1+1,4 0,52
Htl 0,6840,03 0,68+0,04 0,96 | 3,4+0,6 2,8+0,3 0,32 | 7,0+1,1 13,7£16,2 0,31
MB | 0,71£+0,02 0,72+0,03 0,55 | 3,6+0,4 3,56+0,8 0,96 | 9,04+1,0 8,7+2,3 0,75
BO | 0,70+£0,01 0,704+0,01 0,66 | 2,7+0,3 2,.8+0,5 0,86 | 8,8+1,0 8,0+1,8 0,71
Thal | 0,66+0,03 0,664+0,03 0,93 | 2,5+0,3 2,3+0,5 041 | 10,7£2,4 19,7+16,8 0,21
Str 0,614+0,02 0,59+0,02 0,12 | 2,6+0,3 2,0+0,6 0,37 | 15,1+7,6 20,0 +£ 14,4 0,42
ZSV | 0,62+0,03 0,60+0,06 0,40 | 3,7+0,9 3,1+1,1 0,27 | 9,1£2,6 12,2447 0,14

TABLE 5.1 — L’irradiation in utero a forte dose ne modifie pas le kurtosis et les paramétres
IVIM dans les structures cérébrales composées de substance grise chez la souris adulte.
Moyenne £ SD et valeur de significativité statistique (p) pour les paramétres de diffusion
(K, frvra et D*) calculés dans les ROI de la SG pour les groupes Sham et IRR.
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FIGURE 5.8 — Les conséquences a long terme de l'irradiation in utero a forte dose tendent
a des modifications microstructurelles, détectables par IRM de diffusion. Moyenne 4+ SD
des parameétres de diffusion (ADCy, sADC et SI) pour le groupe Sham (beige) et IRR
(marron) dans les ROI de la SG. La significativité des résultats a été calculée avec un test
de Student *** p<0,005; ** p<0,01; p<0,05.
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FIGURE 5.9 — Variations relatives du S-Index (A SI) projetées sur une coupe coronale
et axiale du template souris TMBTA. Cette représentation prend en compte toutes les
variations, méme celles qui ne sont pas significatives. Pour les ROI de la SB, la valeur de
SI correspond en réalité a la valeur de S3 calculée dans la section suivante. Dans I’encadré
grisé, les ROI sont classées de la plus radiosensible & la moins radiosensible (de bas en
haut).

du S-Index (notées A SI) sont les plus importantes. Ces résultats sont présentés dans
la Figure 5.9 correspondant a la projection des valeurs de A SI sur le template souris
TMBTA.

5.2.6 Substance blanche

Parmi les 11 ROI qui ont été définies, deux appartiennent a la SB (Cc et SB*). Pour
ces deux régions, la Figure 5.10 illustre les valeurs moyennes et les écart-types des para-
métres de diffusion estimés a partir des modeéles anisotropes (tenseur de diffusion et SI
anisotrope) pour les groupes Sham et IRR : S3 le S-Index anisotrope de la SB, sFA la
fraction d’anisotropie, sMD la diffusivité moyenne, sRD la diffusivité radiale et sAD la

diffusivité axiale.

Dans le Cc, les souris IRR présentent une valeur de sMD et de sRD plus élevée que
les souris Sham. Seule la variation de sRD est significative (+8%, p = 3,9 x 107°). Cette
augmentation s’accompagne d’une diminution significative des valeurs moyennes de sFA
et de sAD : -5% (p = 2,3 x 107* ) et -11% (p — 8,7 x 1073) respectivement. A partir
du modele SI anisotrope, une diminution largement significative de SI est observée dans

le Cc (-10%, p = 2,3 x 107%).

121



CHAPITRE 5. EFFETS DES RADIATIONS IONISANTES A FORTE DOSE

S3 sFA 55[ng (10~ mm?/s) sAD (104 mm?/s) sRD (10-* mm?/s)
260 % 0.55{ , ’ 90l % a2{ [ Sham
= % 56l — # m RR
240 — : —
4.0
5.4 8.5
20 0.50
5.21
200 8.0 3.8
0.45 5.0 .
180 _ 36
4.8 75
160 0.40 M
4.6 70 _ 3.4/
140 ad)
0.35
6.5 3.21
120 4.2
100" 304 40" ol e
007 SB* 0-307" ¢ SB* 0 ce SB* 607 SB* 307 SB*

FIGURE 5.10 — Les conséquences a long terme de l'irradiation in utero a forte dose affecte
la substance blanche des souris adultes, identifiables par IRM de diffusion (modéles DTI
et SI anisotrope). Moyenne + SD des paramétres de diffusion (S3, sFA, sAD, sRD et sMD)
pour les groupes Sham (beige) et IRR (marron) dans le corps calleux (Cc) et ’ensemble
des autres zones de SB, Cc exclu (SB*). La significativité des résultats a été calculée avec
un test de Student *** p<0,005; ** p<0,01; p<0,05.

Pour la deuxiéme région SB*, seuls les parameétres sMD et sAD présentent des varia-
tions positives et significatives, mais d’amplitude plus faible : +3% (p = 2,4 x 1072) pour
sMD et +2% (p = 2,8 x 1072) pour sAD.

5.2.7 Atteintes structurelles radio-induites observées ex vivo par

histologie

Des analyses histologiques sur des souris IRR (N;grr = 4) et Sham (Ngpa = 6), autres
que celles qui ont servi aux études IRM et aux tests comportementaux, ont été menées
au Laboratoire de RadioPathologie (LRP, CEA, Fontenay-aux-Roses). Les protocoles de
fixation, de marquage histologique des noyaux cellulaires, d’imagerie par microscopie et
d’analyses statistiques sont présentés en annexe D.

Les aires des différentes structures cérébrales mesurées sur les coupes sagittales des
cerveaux (Figure 5.11) ont tendance a diminuer chez le groupe IRR par rapport au groupe
Sham dans le BO, le cortex (Ctx), I'Hip et le Cc. Au contraire, 'aire des régions du Thal,
MB, et Cer ont tendance a augmenter alors que celle de I’'Htl ne semble pas varier entre
les deux groupes (Figure 5.11, A).

D’autre part, les densités cellulaires ont été estimées par le dénombrement du nombre
de noyaux marqués au DAPI dans des zones représentatives du Ctx, de I'Hip, du Cc et du
Thal (voir annexe D). La Figure 5.11 (B) indique une tendance a la baisse non significative
dans le Cc et le Ctx alors que I'Hip et le Thal présentent une tendance a ’augmentation

de la densité cellulaire pour les souris IRR par rapport aux souris Sham.
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FIGURE 5.11 — Les analyses de densité cellulaire montrent que l'irradiation in utero a
tendance a réduire le volume de différentes structures cérébrales chez la souris adulte. (A)
Moyenne + SEM de laire (mm?) des ROI chez les souris IRR (marron) et Sham (beige).
(B) Moyenne + SEM de la densité cellulaire (cellules marquées au DAPI / mm?) chez les
souris IRR (marron) et Sham (beige).
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5.3 Discussion

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence les effets a long terme de l'irradiation
1 utero sur plusieurs structures cérébrales dans un modéle de souris. Les cartes 3D de
radiosensibilité ont été calculées (Figures 5.7 et 5.9), laissant suggérer le S-Index comme
un potentiel biomarqueur non invasif de dommages cérébraux radio-induits par rapport

aux parameétres IRM classiques dérivés de I'imagerie anatomique ou pondérée en diffusion.

L’apoptose radio-induite & court terme

La caspase 3 est une protéase, qui lorsqu’elle est clivée/activée initie 'apoptose. L’aug-
mentation du nombre de cellules marquées a la caspase 3 clivée (CC3) justifie alors une
augmentation de l'apoptose chez les embryons (E14,5), et ce dés 4h aprés irradiation
avec une dose de 1 Gy. Une étude de Verreet et al. (2016b) a sondé 'apoptose chez les
embryons par des études menées jusqu’a 24h aprés irradiation, majoritairement dans les
zones ventriculaire, sous-ventriculaire, intermédiaire et dans la plaque corticale. Une étude
dynamique a notamment montré que le pic d’apoptose se produisait 4h post-irradiation
avec un taux d’apoptose plus conséquent dans les zones ventriculaires que dans la zone
intermédiaire et la plaque corticale (Roque et al., 2012). Néanmoins, 24h post-irradiation
le pic d’apoptose est atteint dans le télencéphale (Etienne et al., 2012; Roque et al., 2012)
tandis qu’il est toujours possible de détecter un taux d’apoptose dans la région entourant
les ventricules chez les embryons irradiés par rapport aux embryons non irradiés (Verreet
et al., 2015).

L’absence d’altérations comportementales observée 3 mois post-

irradiation

Comme dans notre modeéle, d’autres études ont également quantifié la baisse de poids
entre les souris IRR et Sham. Pour des souris irradiées in utero a 1 Gy, une diminution
de 10 % du poids total des souris agées de 50 jours a été mesurée (Verreet et al., 2016a).
Ce résultat est en accord avec la perte de poids de 9% que nous avons identifié entre les
groupes IRR et Sham chez des souris agées d’environ 70 jours.

D’autre part, 'activité locomotrice ainsi que ’exploration d’un nouvel environnement
ont été investiguées chez des souris Sham et IRR agées de 3 mois, autres que celles utilisées
pour les acquisitions IRM. Le test de ’OF a mis en évidence I’absence de troubles moteurs
chez les souris adultes ayant subi une irradiation au stade embryonnaire. Le temps passé
au centre de ’OF ne semble pas indiquer de comportement plus anxieux pour les souris
IRR par rapport aux Sham. D’autres études ont également observé ’absence de troubles
de la locomotion chez des souris 4gées d’environ 2 mois et irradiées in utero (E11) (Verreet
et al., 2016a). Les interactions sociales furent explorées a I’aide du "Three-chamber test

for sociability and recognition". Il s’avére que les souris Sham présentent une préférence
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vis-a-vis de leurs congénéres (souris 1 par rapport au 1légo) ainsi qu'une préférence pour les
nouvelles interactions sociales (souris 2 par rapport a la souris 1). Ce comportement ne se
retrouve pas chez les souris IRR, lesquelles semblent présenter des déficits de socialisation.
L’absence de préférence entre les souris 1 et 2 a également été retrouvée dans 1’étude
de Verreet et al. (2016a) qui décrit un profond trouble de la mémoire sociale et de la

socialisation chez des souris irradiées a 1 Gy in utero.

Les altérations anatomiques détectées in vivo en 3D par IRM et

par histologie en 2D.

Le modele d’irradiation souris utilisé dans cette étude présente des altérations céré-
brales visibles & la fois en IRM anatomique et en IRM de diffusion. La combinaison de
ces deux approches a permis d’établir des cartes de radiosensibilité au niveau structurel
(volumétrie) et également microstructurel (SI).

Des études précédentes ont également observé une microcéphalie chez leurs modéles
animaux aprés une irradiation chez la souris adulte (Gupta et al., 2017; Trivedi et al.,
2012; Péres et al., 2018). De plus, nos résultats sont en accord avec plusieurs études ayant
mis en évidence une diminution du volume cérébral global & la suite d’une exposition aux
RI in utero (Verreet et al., 2016a; Saito et al., 2015) ou postnatale (Pérés et al., 2018;
Gazdzinski et al., 2012; Panagiotakos et al., 2007).

De méme, certaines études ont opté pour une analyse par ROI (Nieman et al., 2015;
Gazdzinski et al., 2012; Panagiotakos et al., 2007) et ont observé une tendance décrois-
sante pour les volumes des régions comme la SB, I'Hip ou le BO aprés irradiation. En
particulier, Verreet et al. (2016a) ont mis en évidence une diminution de volume variant
de 15 a 30 % dans 19 régions du cerveau segmentées de fagon semi-automatique par un
recalage sur le template NUS du cerveau de souris et son atlas (Bai et al., 2012). Les 10
régions de notre étude, également segmentées de fagon semi-automatique, sont incluses
dans ces 19 régions. Les résultats de I’étude de (Verreet et al., 2016a) renforcent donc les
résultats volumétriques a ’échelle des ROI que nous avons observés dans notre modéle
souris d’irradiation. De plus, l'irradiation n’étant pas focalisée, nous considérons que 'effet
de l'irradiation est homogéne suivant 1’axe de la coupe histologique, suivant 1’axe gauche-
droite. Nous faisons alors I’hypothése que la variation de surface refléte la diminution de
volume. [’analyse histologique confirme donc de fagon qualitative cette diminution de vo-
lume pour le BO, le Ctx, I'Hip et le Cc dans lesquelles nous avons observé une diminution
de surface. Le nombre de cerveaux analysés ne permet pas de confirmer significativement
cette tendance. Cependant, les régions du Thal, MB, Cer et Htl présentent une aire plus
importante chez les IRR que chez les Sham, ce qui contredit nos observations IRM. Les
différences observées entre les résultats histologiques et IRM peuvent étre le fruit d’'un
biais méthodologique puisque les régions ne sont pas définies de la méme fagon pour les
deux modalités (Figure 5.12). Par exemple pour le calcul de volume en IRM, le MB ne

comprend pas le Pons (numéro 1), le Ctx comprend le noyau olfactif antérieur (numéro

125



CHAPITRE 5. EFFETS DES RADIATIONS IONISANTES A FORTE DOSE

4) et ’'Htl comprend le cerveau antérieur basal (numéro 2) alors que pour le calcul d’aire
les régions 1 a 5 n’ont pas été incluses dans I’analyse histologique. D’autre part, les tissus
peuvent étre déformés lors de la préparation des coupes et le volume des ventricules n’est
pas similaire in vivo et ex vivo.

Les variations de volume observées a 1’échelle du cerveau entier, de la SG, de la SB ou
des ROI ne peuvent s’expliquer uniquement par le poids plus faible des souris IRR. Une
variation de poids corporel de 9 % ne peut, en effet, expliquer a elle-seule la diminution
de volume cérébral total de 14% ou des ROI. A T’exception du Cer, du MB, de la SB*
et de I’Htl, toutes les ROI présentent une variation de volume supérieure a 10 % chez les
souris IRR.

Dans notre étude, nous n’avons pas mis en évidence de diminution significative pour
le volume du LCS entre les deux groupes d’animaux. Toutefois, d’autres études avaient
montré une dilatation ventriculaire aprés irradiation cérébrale. Cette contradiction peut
s’expliquer par des expositions aux RI différents en termes de source (Saito et al., 2015),
d’age d’exposition ou d’age d’observation des conséquences de l'irradiation. L’exclusion
d’une souris Sham présentant une hydrocéphalie est justifiée sur la base du volume de
LCS puisque nous avons déterminé que le volume de LCS de cette souris (14,2 mm?) se
situait a plus de 3 fois la valeur de I'écart-type du volume moyen de LCS de ce groupe
(8,3 £ 1,6 mm?).

Les altérations microstructurelles détectées in vivo par IRM de

diffusion et relations avec la densité cellulaire estimée en histologie

L’IRM de diffusion est une technique d’imagerie trés sensible aux modifications micro-
structurelles d’un tissu. Ainsi, dans notre étude, cette approche d’imagerie nous a permis
d’évaluer a partir de paramétres de diffusion quantitatifs des variations de comportement
tissulaire entre les souris irradiées et non irradiées. A long terme, plusieurs études ont
démontré que les parameétres comme la FA, MD ou RD sont sensibles dans différentes
conditions d’irradiation. De fagon générale, la FA a tendance a diminuer (Verreet et al.,
2015; Constanzo et al., 2018; Chan et al., 2009; Peiftner et al., 1999; Watve et al., 2018;
Kumar et al., 2013; Gupta et al., 2013) tandis que la MD et la RD ont tendance a aug-
menter chez les souris irradiées par rapport aux animaux non irradiés (Constanzo et al.,
2018; Watve et al., 2018; Kumar et al., 2013). Les mémes variations ont été observées
dans notre modéle animal avec les paramétres sFA, sMD et sRD dans la SB. En revanche,
Iestimation de sFA, sAD et sRD, tout comme FA, AD et RD, peut étre controversée
puisque le bruit peut contribuer a la variation artificielle de ces paramétres. Alors que les
valeurs de sFA, sAD et sRD sont robustes dans le Cc, le niveau de bruit dans la région de
la SB* ne permet pas de conclure méme si les variations sont significatives. Nous préférons
alors retenir que les résultats obtenus dans le Cc. Ces tendances sont néanmoins inversées
lorsque les effets sont observés dans les phases précoces de l'irradiation (effets a court
terme) (Trivedi et al., 2012; Gupta et al., 2017; Kumar et al., 2013; Gupta et al., 2013).
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FIGURE 5.12 — Comparaison des parcellisations cérébrales utilisées pour le calcul d’aire ou
de volumes des différentes structures cérébrales. (A) Coupe sagittale chez une souris Sham
dont les noyaux des cellules sont marqués au DAPT (gris). Le nom des ROI considérées
pour le calcul d’aire est indiqué en couleur. Les nombres blancs (1 & 5) correspondent aux
régions cérébrales pour lesquelles le calcul d’aire n’a pas été effectué. (B) Parcellisation
d’une coupe sagittale chez une souris Sham. Le nom des ROI est indiqué en blanc. Les
numéros correspondent aux régions qui ne sont pas prises en compte pour le calcul d’aire.
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Certaines études ont établi une corrélation entre les variations des parameétres estimés
avec le modeéle d’imagerie du tenseur de diffusion (DTT) et les informations microstructu-
relles observées par immuno histologie. Par exemple, ’augmentation des valeurs de MD,
AD ou RD peut s’expliquer par l'activation astrocytaire aprés irradiation (Constanzo
et al., 2018; Xie et al., 2010). La variation du paramétre MD entre les souris irradiées
et non irradiées peut quant a elle renseigner sur la nature d’un cedéme : vasogénique
(augmentation) ou cytotoxique (diminution) (Soni et al., 2019). La diminution de la FA a
court terme aprés 'irradiation a précédemment été corrélée avec la prolifération des ma-
crophages et de la microglie (Trivedi et al., 2012) alors qu’a long terme, la réduction de FA
traduit plutot la démyélinisation de la SB (Gazdzinski et al., 2012). Les paramétres AD
et RD sont quant a eux sensibles aux dommages axonaux et de la myéline respectivement
(Gupta et al., 2013).

Le SI est également un parameétre qui a déja été utilisé pour caractériser a long terme les
effets radio-induits sur le cerveau a long terme aprés une irradiation globale du cerveau,
a forte dose (15 Gy) chez des souris adultes. Dans ce modéle animal d’irradiation, la
diminution du SI dans le BO a été corrélée a une diminution de la neurogenése et de la
densité cellulaire, et ce dés trois mois jusqu’a 8 mois aprés irradiation (Pérés et al., 2018).
De la méme facgon, notre étude présente une diminution de ce paramétre dans différentes
régions de la SG et SB.

La densité cellulaire a été estimée par histologie a I'aide d’un marquage au DAPI
dans le Ctx, Cc, Hip et Thal. Comme pour l'estimation des surfaces des régions céré-
brales, la densité cellulaire apparait diminuer dans le Cc et le Ctx alors qu’elle semble
étre augmentée dans I’Hip et le Thal. La diminution de surface dans le Cc et Ctx se-
rait, par conséquent, due & une diminution de densité cellulaire. Nous pouvons supposer
une démyélinisation du Cc avec une diminution de la densité axonale. En revanche, une
augmentation de la densité cellulaire peut s’expliquer par le protocole de fixation qui par
I’élimination du milieu interstitiel augmente "artificiellement" le nombre de cellules par
unité de surface. Cette augmentation serait notamment visible lorsque le volume de milieu
interstitiel est augmenté ou en présence d’'un cedéme. Parallélement, le paramétre SI est
diminué dans toutes les ROI étudiées (et de fagon significative pour le Thal, 'Htl et le
Cc) chez les souris IRR par comparaison aux souris Sham. Le SI serait un marqueur de
raréfaction cellulaire (comme dans le cas du Ctx et du Cc) ou alors d’augmentation du

milieu interstitiel, voire d’cedéme (comme pour le Thal et I’'Htl).

Nous pouvons également mettre en relation les résultats de volumétrie obtenus a I'age
adulte avec les résultats d’apoptose obtenus 4h post-irradiation. En effet, une apoptose
massive & E14,5 pourrait étre a 1'origine d'une diminution de densité cellulaire, entrainant

alors une diminution du volume cérébral global.
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Limites de I’étude

Des améliorations méthodologiques peuvent étre apportées a notre étude de fagon a
augmenter la sensibilité de notre approche d’imagerie aux différentes conditions d’irradia-
tion. En ce qui concerne la volumétrie, 'augmentation de la résolution spatiale permettrait
d’obtenir des ROI plus petites et plus robustes, cela permettrait de mieux localiser les
effets de l'irradiation cérébrale. Par ailleurs, ’acquisition ex vivo haute résolution de sou-
ris Sham et IRR pourrait notamment améliorer le masque de SB et de SB*. En effet,
jusqu’ici la somme des masques Cc et SB* n’est pas égale au masque de la SB du fait du
masque de SB trop étendu et a I'inverse du masque SB* trop restreint. Avec cette nouvelle
alternative, les masques des autres ROI seraient encore mieux définis, en éliminant plus
efficacement la composante de la SB dans les masques des ROI appartenant a la SG.

L’estimation des parameétres de diffusion, peut-elle aussi, étre améliorée en corrigeant
notamment les distorsions présentes sur les images IRM pondérées en diffusion. Une mé-
thode appelée "top-up" et implémentée sur FSL permet de réduire ces distorsions (An-
dersson et al., 2003). A ’aide d’une acquisition supplémentaire avec un encodage de phase
inverse, les distorsions s’inversent et il est possible de calculer une matrice de correction
qui peut étre ensuite appliquée a toutes les images IRM pondérées en diffusion.

La corrélation entre les études comportementales, histologiques et IRM ne peut étre
établie que de facon qualitative puisque nous avons utilisé des souris différentes pour
chaque approche méthodologique. Il serait également pertinent d’employer d’autres tests
comportementaux (par exemple, "Morris Water Maze"), notamment pour évaluer la pré-
sence ou non d’atteintes mnésiques (mémoire et apprentissage) a long terme aprés une
irradiation in utero, comme c’est le cas chez les patients irradiés (Soussain et al., 2009;
Durand et al., 2015). Il serait également pertinent de réaliser d’autres études immuno his-
tologiques pourraient pour apporter des informations complémentaires, par exemple les
effets de l'irradiation embryonnaire sur la neurogenése, I'inflammation, la vascularisation

et la substance blanche.

5.4 Conclusion

En conclusion, cette étude préclinique caractérise les effets a long terme de l'irradiation
i utero chez la souris. L’atrophie cérébrale chez les souris irradiées est associée a des
variations significatives des parameétres de diffusion. Une diminution de la densité cellulaire
dans la SG est suggérée par 'augmentation de la valeur du parameétre ADCy. Quant a la
diminution du SI, elle laisse supposer soit une raréfaction cellulaire comme dans le Ctx,
soit une augmentation du milieu interstitiel comme dans le Thal ou I’'Htl. La variation
des paramétres de diffusion estimés avec le modéle DTI (augmentation de sMD, sRD et
diminution de sFA et sAD), tout comme le S3, laisse supposer des altérations des fibres
de la SB, notamment dans le Cc.

Cette étude permet donc d’une part de valider ce modéle souris comme un modéle
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d’irradiation forte dose sur le plan structurel et microstructurel du cerveau, mais pas
sur le plan cognitif. D’autre part, cette étude valide notre approche non invasive par IRM
(anatomique et de diffusion) et nos outils d’analyse semi-automatique pour la détection et
la caractérisation des effets radio-induits. D’autres modéles souris seront donc investigués

dans les chapitres suivants.
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Chapitre 6

Caractérisation par IRM des effets
cérébraux induits par 'inhibition du
gene X1t dans un modéle de souris

transgénique radiosensible

Les effets de l'irradiation décrits dans le chapitre 5 peuvent étre modulés par divers
facteurs notamment génétiques. Plusieurs modéles de souris génétiquement modifiés pour
une protéine constitutive du systéme de réparation NHEJ ("non homologous end joining"),
impliqué dans la réparation des cassures double-brin (CDB) de I’ADN ont été développés
afin d’étudier la radiosensibilité génétique. Cette deuxiéme étude a alors pour objectif
de caractériser, a partir de I'imagerie par résonance magnétique (IRM) décrite dans le
chapitre 4, 'un de ces modéles qui repose sur des souris "knock-out" (KO) pour le géne
XlIf. Un article sur le développement cérébral embryonnaire et les effets comportementaux

a I’age adulte est en préparation (voir annexe F).

6.1 Matériels et méthodes

6.1.1 Description du modéle souris XIf-/-
Systéme de réparation NHEJ et radiosensibilité individuelle

Comme précisé dans le chapitre 2, les dommages & I’ ADN de type CDB bien que
moins fréquents sont les plus délétéres pour les cellules. Ils résultent soit de stress géno-
toxiques externes comme les rayonnements ionisants (RI), soit de processus physiologiques
endogénes comme le métabolisme oxydatif (Sage et Shikazono, 2017). La réparation des
CDB peut étre prise en charge par le systéme de réparation NHEJ (suture non homo-
logue des extrémités clivées, "non-homologous end joining"), présenté dans le chapitre
2, lequel fait intervenir sept facteurs fondamentaux : Ku70, Ku80, DNA-PKcs, Artémis,
ligase IV, XRCC4 et XIf (Abramowski et al., 2018). Une perte de fonctionnalité de I'un
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ou de plusieurs de ces facteurs entraine potentiellement une défaillance dans le systéme
NHEJ et engendre une augmentation du nombre de lésions double-brin (CDB) non répa-
rées fidélement. Cette altération de NHEJ augmente I'instabilité génétique qui accentue
le risque de développement de cancers ainsi que la sensibilité des individus face aux RI.
Chez des patients présentant des mutations de génes impliqués dans le systéme NHEJ,
I'incidence de cancers leucémiques ou de lymphomes avait tendance & augmenter (Fischer,
2000; Woodbine et al., 2014)

La mutation de génes impliqués dans NHEJ (Artémis, DNA-PKcs, la ligase IV ou XIf)
a ¢té identifiée chez des patients atteints d’immunodéficience combinée sévére ("severe
combied immunodeficiency", SCID) et confére un caractére radiosensible supplémentaire
(Woodbine et al., 2014). Jusqu’a maintenant les mutations portant sur les facteurs XRCC4
ou Ku70,80 n’ont pas encore été identifiées. En général, ces patients ne présentent pas
de problémes neuro-développementaux. Toutefois, une microcéphalie peut étre observée
pour les patients présentant des facteurs ligase IV ou XIf mutés. Divers modéles animaux
Ku, XRCC4, Lig IV ou XIf déficients ont donc fait 'objet d’études pour caractériser la

radiosensibilité génétique manifeste chez ces patients et chez 'Homme en général.

Effets des mutations génétiques des facteurs impliqués dans NHEJ et modéles

souris KO

L’impact de la manipulation génétique dans des modeéles déficients dans ’expression
de Ku, XRCC4, Lig IV ou XIf a déja été caractérisé in vivo en termes de croissance et
de fertilité. Des études ont également été menées in vitro (Xing et al., 2017) et ez vivo
(Frank et al., 1998). De plus, la réparation des CDB par la voie de réparation NHEJ
est une condition préalable au bon développement du systéme immunitaire (Abramowski
et al., 2018). C’est pourquoi le phénotype immunologique a également été exploré chez
ces modeéles transgéniques.

Alors que les modéles Ku déficient sont viables et fertiles, ils présentent de légéres
altérations avec une croissance anormale (Xing et al., 2017; Nussenzweig et al., 1996), une
augmentation de la mort neuronale et une déficience immunitaire significative (Gu et al.,
2000).

La mutation des complexes Artémis ou DNA-PKcs est a l'origine du déficit immuni-
taire combiné sévére (SCID) aussi bien chez la souris que chez ’'Homme (Villartay et al.,
2003; Woodbine et al., 2014). Ces souris KO ne présentent pas d’autres altérations pheé-
notypiques majeures (Balmus et al., 2016).

Des effets plus séveres ont été observés chez les modeles souris XRCC4 ou Lig IV
déficients comme une létalité embryonnaire liée & une mort massive des cellules neuronales
nouvellement différenciées (Gao et al., 1998; Frank et al., 1998).

Les souris XIf déficientes, contrairement aux souris XRCC4 ou Lig IV déficientes, sont
viables avec un systéme immunitaire légérement altéré et caractérisé par une diminution

modérée des lymphocytes B et T (Villartay et al., 2003). D’autre part, ces souris ne
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FIGURE 6.1 — Manipulations génétiques aboutissant a un géne muté Xlf-/+. Le site du
géne d’intérét XIf a été identifié par PCR sur 'ADN de cellules souches embryonnaires
TC1 (Lignée germinale, 1% ligne). La mutation ciblée de ce géne consiste a remplacer les
exons (rectangles noirs) numéro 4 et 5 par une cassette de géne Néo? (vecteur résistant a
la néomycine permettant la sélection positive des cellules ayant intégrées ce vecteur, 2°™€
ligne), orientée dans la direction transcriptionnelle opposée a celle du promoteur endogéne
XIf. La réussite du ciblage a été évaluée par des analyses de Southern blot, a 'aide de
I'enzyme Bambhi (B) et des sondes génomiques 3’/5” dont les extrémités sont marquées par
une croix noire. Les triangles noirs représentent les sites loxP. V : endonucléase EcoRV
utilisée pour le clonage moléculaire. L’échelle n’est pas respectée sur cette figure.

présentent ni de retard de croissance ni de mort neuronale importante (Liu et al., 2017;
Abramowski et al., 2018).

Génération des souris transgéniques XIf-/-

A partir des résultats issus de ces études, nous avons choisi d’étudier des souris généti-
quement modifiées sur les deux alléles du géne XIf. Cette manipulation génétique provoque
la délétion du geéne XIf chez les souris présentant cette double mutation (souris XIf-/-).
XIf est un facteur essentiel, mais non indispensable de la voie de réparation NHEJ pour la
réparation des CDB génotoxiques, également connu sous le nom de Cernunnos ou NHEJ1
(Abramowski et al., 2018).

Les souris Xlf-/-, sont des souris KO obtenues a partir de cellules souches embryon-
naires (CSE) mutées sur un des deux alléles. La manipulation génétique ciblée du géne XIf
effectuée in vitro est présentée sur la Figure 6.1 (Zha et al., 2007). La perte du géne XIf
est vérifiée par une réaction de polymérisation en chaine ou "polymerase chain reaction"
(PCR) chez les souris KO.

Les Figures 6.2 et 6.3 décrivent le processus pour générer des souris transgéniques
homozygotes XIf-/- a partir de souris chimeéres présentant un génotype XIf-/+ (Li et al.,
2008).

6.1.2 Effectifs de I’étude

Pour des soucis de réduction du nombre d’animaux régi par la régle des 3R en expé-

rimentation animale, le groupe de souris sauvages non irradiées (Sham) présenté dans le
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FIGURE 6.2 — Obtention de souris chiméres a partir de cellules souches embryonnaires
(CSE) mutées. Les CSE sont extraites d'un blastocyte provenant d’une souris gestante
de souche C57BL6/N (A). Les manipulations génétiques de ces CSE se déroulent in vitro
suivant le processus décrit dans la Figure 6.1 (B). Les CSE mutées sont ensuite injecté dans
un blastocyte, lequel est réimplanté dans une souris pseudo-gestante. Les CSE colonisent
les tissus de 'embryon de fagon a ce que le génotype des spermatozoides soit le méme que
celui des CSE (XIf-/+). Les souris chiméres sont les souris issues de cette réimplantation
et qui expriment le géne simplement muté (1 seul allele muté) X1f-/+ (C).
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FIGURE 6.3 — Obtention des souris exprimant le géne doublement muté XIf-/- & partir
d’une souris chimére male XIf -/+ et d’une souris femelle XIf-+/+. Deux générations de
souris (F1 et F2) sont nécessaires pour que les souris expriment le géne doublement muté
(2 alleles mutés) XIf-/-.

chapitre 5 a également servi pour cette étude. Le second groupe est composé de souris
males C57BL6/N transgéniques, agées d’environ 3 mois, n’exprimant pas la protéine XIf.
Dans la suite de ce chapitre, le groupe de souris WT fera référence aux souris sauvages
tandis que le groupe Xlf-/- fera référence aux souris génétiquement modifiées. Au total,

I'étude porte sur Ny = 21 souris et Nx;;_, = 31 souris.

Les souris étaient hébergées sans restriction ni alimentaire ni hydrique. La tempéra-
ture était maintenue constante (19-22°C) avec un taux d’humidité entre 40 et 50 %. La
luminosité dans la piéce d’hébergement était également fixée avec un cycle jour/nuit de
12h chacun. Les expérimentations animales ont été menées en accord avec la Directive
européenne de 2010 et le comité d’éthique (APAFIS #20441-2019042915561380).

6.1.3 Protocole d’acquisition IRM

Le protocole d’acquisition mené sur les équipements détaillés dans la section 4.1.2 du
chapitre 4 est décrit dans la section 4.2 du chapitre 4. Au moment des acquisitions les
souris WT étaient agées de 73 £ 6 jours alors que les souris XIf-/- étaient adgées de 82 +

7 jours.
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6.1.4 Analyses
Critére d’inclusion

Pour les mémes raisons qu’évoquées dans le chapitre 5, 'analyse volumétrique a été
conduite sur Ny 7 = 20 souris et I’analyse portant sur les paramétres de diffusion sur Ny 7

— 14 souris.

Chez les souris Xlf-/-; aucune lésion, cedéme ou microcéphalie n’a été détecté sur les
images obtenues en IRM anatomiques. L’analyse volumétrique a donc été conduite sur
Nxp—/— = 31 souris. Néanmoins, seuls 14 sets de données ont été conservés pour ’analyse
des images pondérées en diffusion. Elles présentaient des artéfacts de type "ghosting" trop
importants et/ou une variation de signal trop importante (> 12%) entre chaque répétition

pour un grand nombre de pixels.

Comparaisons inter-groupes et analyses statistiques

Pour les souris WT, les moyennes et les écarts-types (SD) des volumes et des para-

métres de diffusion ont déja été calculés et présentés dans le chapitre 5.

De méme, pour les souris Xlf-/-, les moyennes et SD des volumes ont été calculés a
I'échelle totale du cerveau, de la substance grise (SG), de la substance blanche (SB), du
liquide cérébrospinal (LCS) et des 10 régions d’intérét (ROI) définies. Les paramétres de

diffusion (moyenne et SD) ont également été calculés dans les 11 ROL.

La variation normalisée entre les groupes WT et XIf-/- pour un parameétre P donné

est calculée & partir de la formule suivante :

Pxie_/m — P
AP — XU/ WT

6.1
P (6.1)
La variation de certains paramétres est projetée sur le template souris TMBTA présenté
dans la section 4.4.1 du chapitre 4 pour permettre une meilleure visualisation des effets

de l'irradiation.

La significativité des comparaisons inter-groupes est calculée a 'aide d’un test de

Student bilatéral. Le seuil de significativité est fixé & p<0,05.

En ce qui concerne les données comportementales et histologiques, pour les deux
groupes les résultats sont présentés comme la moyenne + ’erreur standard de la moyenne
(SEM). La significativité statistique entre les deux groupes est déterminée a partir d'un
test de Mann-Whitney réalisé avec le logiciel Prism. Le seuil de significativité est fixé a
p<0,05.
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6.2 Reésultats

6.2.1 L’absence du géne XIf provoque une faible apoptose chez

I’embryon 4h

L’apoptose a été mesurée chez les embryons XIf-/- et WT (non irradiés) au stade E 14,5
au Laboratoire de RadioPathologie (LRP, CEA, Fontenay-aux-Roses). Le protocole du
double marquage au DAPI (4’,6 diamidino-2-phénylindole) et a la caspase 3 clivée (CC3)
est identique a celui appliqué au chapitre 5 (voir annexe D) et les embryons WT sont les
mémes que ceux utilisés dans le chapitre 5. D’aprés la Figure 6.4, le nombre de cellules
positives a la CC3 est augmenté significativement d’environ 6 fois chez les embryons XIf-
/- par rapport aux embryons WT (N = 4 pour chaque groupe). Toutefois, le nombre
de cellules marquées reste faible vis-a-vis du nombre total de cellules. La différenciation
prématurée des progéniteurs serait a l’origine d’'une diminution des neurones matures

produits, laquelle serait beaucoup plus importante que I’apoptose (voir annexe F).

C Nombre de cellules CC3+

* %k %

20 :

— -

15

10

HH

WT  XIf-/-

FIGURE 6.4 — Coupes axiales doublement marquées au DAPI (gris) et CC3 (rouge) chez
un embryon WT (A) et XIf-/- (B). Les encarts numérotés 1 et 2 correspondent au zoom
(x10) des régions correspondantes. (C) Moyenne £ SEM du nombre de cellules marquées
a la CC3 chez le groupe WT (beige) et XIf-/- (bleu clair) avec N = 4 pour chaque groupe
de souris. La significativité des résultats a été calculée avec un test de Mann-Whitney :
wok 1) (0,001

6.2.2 L’absence de géne XIf provoque des altérations comporte-

mentales chez la souris adulte

A l'age adulte, les souris XIf- /-, tout comme les souris WT, ne présentaient pas de
probléme en termes de prise alimentaire ou hydrique. Le poids moyen des souris XIf-/-
(25,3 + 1,5 g) ne se différenciait pas significativement de celui des souris WT (24,7 + 2,9
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g)-

D’autre part, des tests comportementaux (détaillés en annexe C) sur des souris WT
et XIf-/-, autres que celles qui ont servi a I'imagerie, ont été menés au Laboratoire de
RadioPathologie (LRP, CEA, Fontenay-aux-Roses). Avec le test de I""open-field" (OF),
nous avons relevé de fagon significative une diminution de la distance parcourue et une
tendance a la diminution de la vitesse de déplacement chez le groupe Xlf-/- par rapport
au groupe W'T, lesquelles sont associées a une augmentation de la durée d’immobilité. De
plus, bien que ce ne soit pas significatif, les souris XIf-/- ont tendance a passer plus de

temps au centre de 'OF par rapport aux souris WT (Figure 6.5 A).

Distance Vitesse (cm/s) Durée Durée passée dans
A parcourue (cm) d’immobilité (s) le centre du champ (s)
o P OB -
2500 _I_ B EN 80 _I_ :Z
—I— 10 _I_ 70 70 +
2000 60 _I_
8 60
1500 5 50
6 40 0
1000 2 30 30
20 20
500 2
10 10
0 e 0 | — 0 e 0 L
I WT
B Temps(s) =1 XIf-/- Temps(s)
™ Phase 2 * Phase3 ] " Phase 2 Phase 3
160 T T 160 [
140 1 I 140 l I
120 T 120 I 1 I
100 I i 100 1 1
80 80
60 60
40 40
20 20
0 0
Lego S#1 S#H1 S#2 Lego S#1 S#1 S#2

FIGURE 6.5 — La mutation XIf-/- est a 'origine des troubles comportementaux loco-
moteurs et sociaux présents chez la souris adulte. (A) Moyenne + SEM de la distance
parcourue (cm), de la vitesse de déplacement (cm/s) et de la durée d’immobilisation (s)
et la durée passée dans le centre du champ (s) mesurées chez les souris XIf-/- (Nxp—/—
= 16) et WT (Nyr = 11) avec le test de I'OF. (B) Moyenne + SEM du temps passé
par les souris XIf-/- (Nx;r—/— = 11) et WT (Nyp = 11) a explorer le lego, la souris 1(S
#1) et la souris 2 (S #2) durant les phases 2 et 3 du "3 chamber test for sociability and
recognition". La significativité des résultats a été calculée avec un test de Mann-Whitney :
©n < 0,01, * p < 0,05,

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 5 avec le test "Three-chamber test for so-
ciability and recognition", les souris WT ont un comportement que ’on peut qualifié de
normal, & savoir que les animaux passent plus de temps & explorer la souris 1 (S #1)

par rapport au légo dans la phase 2, ainsi que la souris 2 (S #2) par rapport a la S#1.
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Pour le groupe Xlf-/-, le temps passé avec le 1légo et la S #1 ne varie pas pendant la
phase 2. De méme, durant la phase 3, les souris Xlf-/- passent autant de temps avec la
S #1 qu'avec la S #2 (Figure 6.5, B). Ces résultats témoignent donc de la présence de
problémes d’interactions sociales chez les souris XIf déficientes.

Pour mieux comprendre les déficits comportementaux mis en évidence chez les souris
XIf- /-, nous avons cherché a caractériser par IRM si I'inhibition du géne XIf chez des souris
génétiquement modifiées pouvait impacter la macrostructure ainsi que la microstructure

du tissu cérébral.

6.2.3 L’absence du géne XIf induit des atrophies chez les souris

adultes

En utilisant la méme méthodologie que celle décrite dans le chapitre 5, nous avons
tout d’abord quantifié les volumes des différents compartiments du cerveau (SG, SB, LCS)
chez la souris adulte. Comme le montre la Figure 6.6, I'analyse statistique des données,
obtenues a partir des volumes évalués sur les images IRM anatomique, révéle une atrophie
significative de -8% du volume cérébral total (SB+SG) chez les XIf-/- par rapport aux
souris WT (p = 2,2 x 1078). Cet effet sur le volume global du cerveau se décompose en
une diminution du volume de -9% pour la SG (p = 2,2 x 107%) et de -5% pour la SB (p
= 2,4 x 1072) chez les souris XIf-/- par rapport aux souris WT. L’augmentation de LCS
de +10% dans le groupe XIlf-/- n’est pas significative par rapport au groupe WT (p = 7,9
x 1072).

Néanmoins, le ratio SG, SB, LCS sur le volume cérébral total reste constant pour les

deux groupes. Il vaut environ 67%, 30% et 3% respectivement.

SB + SG (mm3) SG (mm?3) SB (mm?3) LCS (mm3)
400 Fokok Hokok 130 * ns
280 - 14
380 120 °
o 260 ° 12
360 ° 110
240 % 10
340 % 100
220 g 8
320 90 ° 8
200 6
300 80 o
WT XIf-/- WT XIf-/- WT XIf-/- WT XIf-/-

FIGURE 6.6 — La délétion du géne XIf provoque une atrophie cérébrale chez les souris
a I’age adulte. Volumes des différents compartiments cérébraux issus de la segmentation
pour le groupe des souris sauvages (WT) et génétiquement modifiées (X1f-/-). La croix et
la ligne symbolisent respectivement la moyenne et la médiane. La boite s’étend du premier
(Q1) au troisiéme (Q3) quartile et les extrémités des moustaches délimitent I'intervalle
de confiance : [Q1 — 1,5 x IQR; Q3 + 1,5 x IQR], avec IQR l'intervalle interquartile. La
significativité des résultats a été calculée avec un test de Student *** p<0,005; * p<0,05
et ns : non significatif.
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Volumes (mm3)

120 . 1 WT
— 1 XIf-/-
_l_
100 - .
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Cer Ctx Hip Htl MB BO Thal Str Cc SB*

FIGURE 6.7 — L’inhibition du géne XIf a pour conséquence une atrophie des différentes
structures cérébrales chez la souris Xlf-/- adulte. Moyenne £+ SD des volumes des diffé-
rentes ROI pour le groupe de souris sauvages (WT, beige) et génétiquement modifiées
(X1f- /-, bleu) : Cer = cervelet ; Ctx = cortex; Hip = hippocampe ; Htl = hypothalamus;
MB = mésencéphale ; BO = bulbe olfactif ; Thal = thalamus ; Str = striatum ; Cc = corps
calleux ; SB* = substance blanche a l'exception du corps calleux. La significativité des
résultats a été calculée avec un test de Student *** p<0,005.

A plus petite échelle, le volume moyen et écart-type calculé dans chaque ROI pour
les deux groupes est présenté dans la Figure 6.7. Toutes les ROI présentent un volume
significativement réduit (p<0,005) chez le groupe Xlf-/- par rapport au groupe WT. La
diminution de volume de ces régions s’éléeve de -3% dans 'Htl a -10% dans le Ctx et le

Ce.

Sur la Figure 6.8, le Ctx (-9%, p = 7,2 x 10711) et le Cc (-8 %, p = 5,6 x 1077)
présentent une diminution de volume, entre les deux groupes d’animaux, plus importante
que dans la partie sous-corticale du cerveau (Htl : -3% p = 3,5 x 1073, Thal : -7 % p =
4,4 x 1071° Hip : -6% p = 5,9 x 107* chez les souris XIf-/- versus les souris WT).
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CEREBRALE CHEZ LA SOURIS

INACANl ROI
0

Htl
Cer
SB*
MB
OB
Hip

FIGURE 6.8 — Représentations 3D des variations volumétriques des différentes structures
cérébrales étudiées chez la souris XlIf-/- adulte en comparaison a la souris WT. Variations
relatives du volume AV projetées sur une coupe coronale et axiale du template souris
TMBTA. Cette représentation prend en compte toutes les variations, méme celles qui ne
sont pas significatives.

6.3 L’absence du géne XIf ne modifie pas la microstruc-

ture cérébrale chez la souris

6.3.1 Substance grise

Les paramétres estimés dans la SG a partir du modeéle IVIM-Kurtosis (ADCy, K, {7y
et D*) et S-Index (sADC et SI) sont présentés dans les Tables 6.1, 6.2 et 6.3.

Dans le Cer, les valeurs de 'ADCy (+5,2%, p = 1,8 x 1072), de sADC (+3,7%, p =
2,8 x 1072) et de D* (+112,1%, p = 3,9 x 1072) sont augmentées chez les souris XIf-/-
par rapport aux souris WT alors que celles du SI sont diminuées (-12%, p = 2,1 x 1072).
Dans le Ctx, seul fry7ps est diminué de -10,2% (p = 6,1 x 107?) dans le groupe XIf-/- par
rapport au groupe WT.
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ROI ADCy (10 ~* mm?/s) K
WT XIf-/- p WT XIf-/- p

Cer | 6,18 = 0,19 6,50 £ 0,41 0,02 | 0,77 £ 0,03 0,75 + 0,06 0,30
Ctx | 6,89 +£0,08 6,89 +0,11 0,99 | 0,53+ 0,01 0,54+ 0,01 0,56
Hip 7,00 £ 0,06 7,00+ 0,09 047 | 0,58 £ 0,03 0,58 £0,03 0,72
Htl 7,06 £0,09 7,11+0,13 0,22 | 0,68 £ 0,03 0,70 £0,03 0,15
MB | 7,254+ 009 7224008 032|071 4002 0,72+ 002 048
BO | 6984011 7,05+ 0,11 0,08 | 0,70 + 0,01 0,66 + 0,02 0,03
Thal | 7,154+0,09 721+£0,1 0,15 | 0,66 £ 0,03 0,61 +0,02 0,45
Str 6,78+ 0,07 6,80+ 0,10 0,60 | 0,61 = 0,02 0,61 &= 0,02 0,52
ZSV | 6,95 £ 0,16 7,0+ 0,14 0,36 | 0,62 = 0,03 0,63 = 0,02 0,19

TABLE 6.1 — La délétion du gene XIf ne modifie pas les valeurs du kurtosis et du coefficient
de diffusion. Moyenne + SD et valeur de significativité statistique (p) pour les paramétres
de diffusion (ADCy, K) calculés dans les ROI de la SG pour les groupes WT et XIf-/-,
avec Ny = 7 souris et Nx;r_,_ = 14 souris. Les résultats significatifs apparaissent en
caracteres gras.

ROI fIVIM(%) D* (10 -3 me/S)
WT XIE- /- p WT XIf- /- p

Cer | 30406 31406 0,84 77+ 2,6 16,4 + 14 0,04
Ctx [2,04+02 1,8+0,2 6,1x107°|162+31 144420 0,10
Hip | 1,704 1,7404 0,83 77T+07 7T3+14 033
Htl 34+06 33+£09 0,71 70+x11 75+£14 0,30
MB 3604 3,7+0,5 0,35 90+10 85+1,2 0,26
BO | 27403 27403 0,98 88+ 10 96417 0,16
Thal | 2,5+ 03 2.6 + 0.4 0,56 10,7+ 24 11,7428 0,36
Str | 22403 23403 0,93 151+ 77 179499 041
ZSV | 37409 38406 0,62 01+26 114+112 046

TABLE 6.2 — La délétion du géne XIf ne modifie pas les valeurs des paramétres IVIM.
Moyenne £ SD et valeur de significativité statistique (p) pour les parameétres de diffusion
(fryv1ar et D*) calculés dans les ROI de la SG pour les groupes WT et XIf-/-, avec Nypr =7
souris et Nx;p_,_ = 14 souris. Les résultats significatifs apparaissent en caractéres gras.

6.3.2 Substance blanche

Les paramétres estimés dans la SB a partir du modéle DTT (sFA, sMD, sAD, sRD)
et S-Index anisotrope (S3) sont présentés dans la Table 6.4. Nous n’avons reporté aucune

variation significative entre les groupes Xlf-/- et WT pour ces quatre paramétres.
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ROI sADC (10 ~* mm?/s) ST
WT XIf- /- p | WT X/ p

Cer | 4,85 +0,09 5,03 +0,26 0,03 |83 +5 73 +14 0,02
Ctx | 5,75+008 5744009 071 |36+4 36+4 071
Hip 5,70 £ 0,07 5,73 £0,10 042 | 383 3745 042
Htl 5,46 £0,09 545+£0,10 088 | 504 50=£5 0,88
MB 5,05 £ 0,07 553 £0,06 047 | 464 47+2 048
BO 5,41+ 0,09 544 +£0,08 034 |52+4 5H51+4 034
Thal | 562 + 0,08 566+ 008 03 | 42+4 41+4 031
Str 5,02 + 0,07 5,51 +£0,08 0,67 | 47+ 3 48+ 4 0,66
7SV | 560+ 0,11 558 +007 057 | 4345 44+4 059

TABLE 6.3 — La délétion du géne XIf ne modifie pas les valeurs des paramétres de S-
Index (SI) et sSADC. Moyenne + SD et valeur de significativité statistique (p) pour les
paramétres de diffusion (SADC et SI) calculés dans les ROI de la SG pour les groupes
WT et XIf-/-, avec Ny = 7 souris et Nx;y_,— = 14 souris. Les résultats significatifs
apparaissent en caractéres gras.

‘ Paramétre ‘ ROI ‘ WT X1f- /- P
S3 Ce 228 + 11 226 + 12 0,65
SB* 166 + 11 157 £+ 20 0,20
SFA Cc | 050 + 0,02 049 £ 0,02 0,50
SB* |0,39 & 0,02 0,38 & 0,03 0,21
sMD (10 —4 me/S) Ce 5,39 +£ 0,07 5,36 £ 0,08 0,18
SB* | 4,57 + 0,07 4,73 + 0,04 0,13
sAD (10 % mm?/s) | Cc | 8,70 = 0,14 8,60 £ 0,13 0,06
SB* | 6,77 £ 0,31 6,66 &= 0,16 0,25
sRD (10 * mm?/s) | Cc | 3,74 = 0,11 3,73 £ 0,12 0,88
SB* | 3,53 £0,08 3,71 +04 0,12

TABLE 6.4 — La délétion du géne XIf ne modifie pas les valeurs des paramétres estimées
a 'aide du modéle du tenseur de diffusion. Moyenne £+ SD et valeur de significativité
statistique (p) pour les paramétres de diffusion (S3, sFA, sMD, sAD et sRD) calculés dans
les ROI de la SB pour les groupes WT et XIf-/-, avec Nyp = Tsouris et Nx;p_ /- = 14
souris.
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6.4 Discussion

Dans ce chapitre, nous avons caractérisé par IRM un modéle transgénique de souris,
muté sur les deux alléles du géne XIf (XIf-/-). A 'age adulte, ce modéle présente une atro-
phie cérébrale généralisée associée a des troubles comportementaux tels qu'une diminution

de l'activité locomotrice et de la sociabilisation.

L’apoptose observée chez la souris XlIf-/- au stade embryonnaire

[’augmentation significative du nombre de cellules marquées a la CC3 justifie une
augmentation de 'apoptose chez les embryons Xlf-/- a E14,5. Alors que certaines études
confirment 'augmentation d’'une légére apoptose chez les embryons Xlf-/- (E18,5) (Abra-
mowski et al., 2018), d’autres infirment ce résultat avec une trés faible présence de cellules
marquées a la CC3 (Liu et al., 2017; Balmus et al., 2016) qui peut étre associée a une
détection quasi nulle des dommages & ’ADN de type doubles brins dans le tube neu-
ral des embryons XIf-/- a E14,5 (Balmus et al., 2016). Cependant I’apoptose n’est pas
le processus majeur puisque la différenciation prématurée des cellules souches neurales
causerait une diminution plus importante du nombre de neurones matures que l'apoptose

elle-méme (voir annexe F).

Les altérations comportementales observées chez la souris XIf-/-
adulte

Lors de cette étude préclinique, nous avons pu montrer que les souris transgéniques
XIf-/- ont un poids équivalent aux souris WT. Une autre étude a observé un poids similaire
entre les deux groupes (WT et XIf-/-) pour des souris agées de 30 jours (Xing et al., 2017).
La variation de poids entre les souris XIf-/- et WT est par conséquent pratiquement nulle
a PN 30, mais s’accentue au cours du 2°™¢ et 3®®¢ mois. En supposant que la croissance
est reflétée par le poids des souris, nous estimons que la croissance des souris XIf-/- est
similaire a celle des souris sauvages au stade juvénile et s’écarte légérement a 1’age adulte.
Les problémes de croissance mis en évidence dans le modéle souris XIf-/- peuvent étre
rapprochés de ceux qui surviennent chez les patients SCID (Buck et al., 2006).

D’autre part, le test comportemental de 'OF, réalisé au LRP sur des souris XIf-/- et
WT agées de 3 mois autres que celles utilisées pour les acquisitions IRM, a révélé une
diminution significative de la distance parcourue ainsi qu’une durée d’immobilité plus
importante chez les souris XIf-/-. L’activité locomotrice de ces souris semble alors réduite,
ce qui est cohérent avec la tendance & la diminution de la vitesse de déplacement. Le
temps passé au centre de I’OF semble indiquer de fagon non significative un comportement
plus anxieux chez ces souris Xlf-/- par rapport aux souris WT. Les interactions sociales
explorées a l'aide du "Three-chamber test for sociability and recognition" apparaissent

également altérées chez les souris XIf-/-. En effet contrairement aux souris WT, les souris
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XIf- /- ont tendance & préférer la souris 1 par rapport a la souris 2 dans la phase 3 du test.
Ce qui est révélateur d’'un comportement social apathique (en raison du manque d’intérét
pour les nouvelles interactions sociales) chez les souris XIf-/- si nous le comparons avec
celui des souris WT qui présentaient un comportement social normal (avec un attrait a

la fois pour les interactions sociales et les nouvelles interactions).

Les altérations anatomiques détectées in vivo en 3D par IRM sur

le cerveau de souris Xlf-/- au stade adulte

Le modéle souris XIf-/- présente des altérations cérébrales visibles en IRM anatomique.
A notre connaissance, il n’existe pas d’étude sur ce modéle de souris transgénique qui
estime le volume ou le poids du cerveau ainsi que le volume des différentes structures
cérébrales. Néanmoins, la différenciation prématurée des cellules souches chez I’embryon
peut traduire une diminution de neurones matures et par conséquent un développement
altéré des structures cérébrales (voir annexe F).

De plus, des microcéphalies ont été observées chez les patients atteints d’un déficit
immunitaire combiné sévére (SCID) (Buck et al., 2006). Par conséquent, notre modeéle

réplique la croissance anormale du cerveau liée a la mutation du géne XIf-/-.

L’absence d’altérations microstructurelles détectées in vivo par

IRM sur le cerveau de souris Xlf-/- au stade adulte

Les paramétres de diffusion estimés a partir des images obtenues par IRM de diffusion
ne présentent pas de variations significatives. Par conséquent, en considérant la méme
interprétation biologique pour les paramétres de diffusion qu’au chapitre 5, notamment
pour le S-Index, il semblerait que la modification du géne XIf n’entrainerait pas de change-
ment notable au niveau de la densité cellulaire ou un quelconque phénomeéne cedémateux.
Ces modifications du parameétre S-Index dans les études des chapitres 5 et 6 pourraient
alors s’expliquer par les effets a court terme chez ’embryon : I'apoptose pour les WT
irradiées & 1 Gy (chapitre 5) et la différenciation prématurée des progéniteurs neuronaux
en neurones matures pour les souris XIf-/- non irradiées. L’autre interprétation possible
serait que la modification génétique entraine des modifications microstructurelles, mais

trop subtiles pour étre détectées par IRM.

Limites de I’étude

Outre les limites méthodologiques dues a 'acquisition et au traitement des données
présentées au chapitre 5, cette étude posséde d’autres points de fragilité. En effet, la qualité
des images pondérées en diffusion chez les souris XIf-/- est moindre que chez les souris
WT en raison de nombreux artéfacts présents sur les images qui ont mené a ’exclusion

de pres de 50% des animaux.
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Il serait intéressant de mesurer la densité cellulaire par une méthode histologique,
comme celle présentée dans le chapitre 5, afin d’établir si I’absence de variation micro-
structurelle est bien réelle ou si elle est due a la limite de sensibilité de notre approche
d’imagerie.

De méme, il serait intéressant de compléter la comparaison entre les groupes WT
et Xlf-/- d’un point de vue structurel a l'aide de tractogrammes reconstruits a partir
d’acquisitions IRM ez vivo réalisées sur des cerveaux de souris fixés.

La corrélation entre les atrophies observées par IRM et les scores comportementaux
n’a pas pu étre réalisée du fait que les animaux utilisés pour ces deux modalités d’investi-
gation sont différents. De plus, d’autres modalités d’'TRM seraient plus appropriées pour
¢tablir cette corrélation, en particulier 'IRM fonctionnelle (IRMf). En effet, le contraste
BOLD ("Blood Oxygenation Level Dependant") est indirectement sensible a l'activité
neuronale, car I’état d’oxygénation du sang dans les vaisseaux sanguins est lié au flux
sanguin local. En fonction des stimuli appliqués au cours de l'acquisition IRMf, il est
possible de remonter aux régions cérébrales activées, notamment dans les zones motrices,

sensorielles ou cognitives (Keilholz et al., 2017).

6.5 Conclusion

A notre connaissance, il s’agit de la premiére étude in vivo qui caractérise par IRM ce
modeéle de souris transgénique a I’age adulte. Les effets de I'inhibition du géne XIf-/- sur
la macrostructure et la microstructure cérébrale ont pu étre sondés a 1’aide de la métho-
dologie IRM, développée au cours de cette theése. Nous avons pu observer des atrophies a
I’échelle du cerveau entier et des différentes structures cérébrales chez les souris XIf-/- par
rapport aux souris WT. Cette diminution significative des volumes est similaire a celle
observée chez les souris WT irradiées in utero & 1 Gy (chapitre 5). Néanmoins, aucune
variation significative des paramétres de diffusion entre les groupes XIf-/- et Sham n’a été
observée. Ce modeéle étant caractérisé d’un point de vue volumétrique et microstructurel,
nous pouvons deés lors investiguer les effets radio-induits, en particulier a faible dose, chez

ce modeéle défini comme radiosensible.
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Chapitre 7

Effets des radiations ionisantes a faible

dose sur le cerveau en développement

Les chapitres 5 et 6 caractérisent par imagerie, d’un point de vue volumétrique et mi-
crostructurel, d’une part les effets & long terme de l'irradiation in utero a forte dose sur le
cerveau (chapitre 5) et d’autre part, 'impact de la délétion du géne XIf-/- sur le cerveau
adulte (chapitre 6). Ce dernier chapitre vise alors a investiguer les conséquences d’une ir-
radiation a faible dose (100 mGy) sur le cerveau de souris sauvages (W'T) et transgéniques
(X1f-/-) & deux ages du neuro-développement qui sont particuliérement connus pour étre
radiosensibles, & savoir les phases embryonnaire in utero (E14,5) et juvénile (10 jours
postnatal, PN10). Cette étude a fait 'objet d’une présentation au congrés de 'ESMRMB
(European Society for Magnetic Resonance in Medicine and Biology) en 2019 sous la
forme d’un poster électronique et au congrés de 'TCMRM (International Conference on

Magnetic Resonance Microscopy) en 2019 sous la forme d’un poster également.

7.1 Matériels et méthodes

7.1.1 Protocoles d’irradiation et effectifs de 1’étude

Cette étude s’est portée sur 6 groupes de souris C57BL6/N males agées entre 2 et
3 mois : WT Sham, XIf-/- Sham, WT PN10, XlIf-/- PN10, WT E14,5 et Xlf-/- E14,5.
Les effectifs, le poids et 1’age sont présentés dans la Table 7.1. Par souci de réduction du
nombre d’animaux selon le principe de la régle des 3R (Réduire, Raffiner, Remplacer) en
expérimentation animale, nous avons considéré les souris non exposées (Sham) comme
controles pour les souris irradiées in utero (E14,5) et en période postnatale (PN10). Les
souris WT et XIf-/- Sham ont notamment été présentées dans le chapitre 6.

Le poids des souris irradiées a faible dose (PN10 ou E14,5) a tendance a augmenter par
rapport aux poids des souris non irradiées (Sham), tout comme I’age auquel les acquisitions
par imagerie par résonance magnétique (IRM) ont été réalisées. Quant aux souris XIf- /-,

le poids moyen a tendance a diminuer chez les souris irradiées a faible dose alors que les
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souris E14,5 sont plus vieilles et PN10 plus jeunes au moment des acquisitions IRM.

WT X1f- /-
Sham E14,5 PN10 Sham E14,5 PN10
Effectifs 21 19 22 31 31 16
Poids (g) |24,7+29 263+20 266+1,1[253+15 231+19 247+25
Age (jours) 73+£6 96 + 16 84+ 9 82+ 7 84 + 11 ==N]

TABLE 7.1 — Effectifs des 6 cohortes de souris étudiées dans ce chapitre. Le poids et I'age
moyen (moyenne £ écart-type (SD)) sont également indiqués pour les différents groupes
au moment des acquisitions IRM.

Les souris étaient hébergées sans restriction ni alimentaire ni hydrique. La tempéra-
ture était maintenue constante (19-22°C) avec un taux d’humidité entre 40 et 50 %. La
luminosité dans la piéce d’hébergement était également fixée avec un cycle jour/nuit de
12h chacun. Les expérimentations animales ont été menées en accord avec la Directive
européenne de 2010 et le comité d’éthique (APAFIS #20441-2019042915561380).

Les protocoles d’irradiation in utero et en période postnatale ont été présentés dans

la section 4.1.1 du chapitre 4.

7.1.2 Protocole d’acquisition IRM

Le protocole d’acquisition mené sur les équipements détaillés dans la section 4.1.2 du

chapitre 4 est décrit dans la section 4.2 du chapitre 4.

7.1.3 Analyses
Critére d’inclusion

La Table 7.2 résume les effectifs inclus pour les analyses volumétriques et portant sur

les paramétres de diffusion.

Type WT X1f- /-
d’analyse | Sham PN10 E14,5 | Sham PN10 E145
Volume 20 22 19 31 16 31
Diffusion 14 11 13 14 9 13

TABLE 7.2 — Nombre d’animaux inclus dans les groupes de souris non exposées (Sham),
exposées au stade juvénile (PN10) et exposées in utero (E14,5) pour les analyses volumé-
trique et en diffusion.

Chez les souris non exposées, pour les mémes raisons qu’évoquées dans le chapitre 5,
I’analyse volumétrique a été conduite sur Ny rsnam = 20 souris et 'analyse de diffusion sur
Nwrshem = 14 souris. De méme, nous avons vu dans le chapitre 6 que I'analyse volumé-
trique est conduite sur Nx;7_/_spam = 31 souris et 'analyse en diffusion sur Nx;r—/_snam

— 14 souris.
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Chez les souris irradiées PN10 ou E14,5 aucune lésion, cedéme ou hypertrophie ven-
triculaire n’a été détecté sur les images obtenues en IRM anatomique. Toutes les souris
irradiées a faible dose ont donc été incluses dans I'analyse volumétrique. Néanmoins des
artéfacts de type "ghosting" et /ou une variation du signal trop importante (> 12%) entre
chaque répétition sont présents dans les données obtenues en IRM de diffusion. Au total
50 % des souris WT PN10, 32% des souris WT E14,5, 44% des souris Xlf-/- PN10 et 58

% des souris XIf-/- E14,5, des groupes respectifs ont été exclues.

Comparaisons inter-groupes et analyses statistiques

Pour les souris WT et XIf-/- Sham, les moyennes et les écarts-types (SD) des volumes
et des différents parameétres de diffusion ont déja été calculés et présentés dans les chapitres
b et 6.

De fagon similaire les moyennes et SD des volumes ont été calculés a 1’échelle totale du
cerveau, de la substance grise (SG), de la substance blanche (SB), du liquide cérébrospinal
(LCS) et des 10 régions d’intérét (ROI) définies, pour les souris irradiées a faible dose
in utero ou en période postnatale. Les paramétres de diffusion (moyenne et SD) ont
également été calculés dans les 11 ROI segmentées.

Comme dans les chapitres précédents (5 et 6), les comparaisons inter-groupes sont
calculées uniquement entre deux groupes : un groupe irradié et un groupe non irradié. Au
total, nous avons comparé les groupes :

— WT Sham et WT PN10,

— WT Sham et WT E14,5,

— XIf-/- Sham et XIf-/- PN10,

— XIlf-/- Sham et XIf-/- E14,5
La variation normalisée entre les groupes irradiés et non exposés pour un parameétre P
donné (volume ou parameétres de diffusion), est calculée chez les souris WT et XIf-/- a

partir des formules suivantes :

APwrpa, = PWTnglvoT;f:nTs;mm (71)
APVVTE14,5 = PWTE];‘;fT;fZ/HTSham (72)
APXIf oy = szf—/—P,:g;i/*iizj;/fsham 73)
APle—/—Em,s = PXtr=/=pras = PXU =/~ sham (74)

PXZf*/fSham

La variation de certains paramétres a été projetée sur le template souris TMBTA présenté
dans la section 4.4.1 du chapitre 4 pour permettre une meilleure visualisation des effets
de l'irradiation.

La significativité des comparaisons inter-groupes sur les parameétres estimés a partir des
images IRM est calculée a ’aide d'un test de Student bilatéral. Le seuil de significativité

est fixé a p<0,05.
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En ce qui concerne les données comportementales et histologiques, pour les deux
groupes les résultats sont présentés comme la moyenne + ’erreur standard de la moyenne
(SEM). La significativité statistique entre les deux groupes est déterminée a partir d'un
test de Mann-Whitney réalisé avec le logiciel Prism. Le seuil de significativité est fixé a
p<0,05.

7.2 Résultats

7.2.1 Apoptose précoce radio-induite par I’exposition a de faibles

doses

Dés 4h post-irradiation in utero, 'apoptose a été mesurée chez les embryons XIf-/- et
WT irradiés (au stade E14,5) & une dose de 100 mGy au Laboratoire des RadioPathologies
(LRP, CEA, Fontenay-aux-Roses). L’apoptose n’a pas été mesurée chez les souriceaux a
PN10, juste apreés I'irradiation. Le protocole du double marquage au DAPI (4’,6 diamidino-
2-phénylindole) et a la caspase 3 clivée (CC3), est identique a celui appliqué aux chapitres
5 et 6 (voir annexe D) et les embryons WT et XIf-/- non irradiés sont les mémes que ceux
utilisés dans le chapitre 6.

D’aprés la Figure 7.1, une augmentation du nombre de cellules positives a la CC3 est
significative chez les embryons irradiés, & E14,5 aussi bien chez les WT (3 fois plus impor-
tant) que chez les XIf-/- (5 fois plus important) par rapport aux souris Sham respectives

(N = 4 pour chaque groupe).

C Nombre de cellules CC3+

IRR E14,5

* %k k
- 1

- [w]

* %

20 —
10
o — [l
Sham E14,5 Sham E14,5

FIGURE 7.1 — L'irradiation in utero a faible dose induit une apoptose des cellules cérébrales
de 'embryon en phase aigué (4h post-irradiation) plus importante chez les souris XIf- /-
que chez les souris WT. Coupes axiales doublement marquées au DAPI (gris) et a la CC3
(rouge) chez un embryon WT et XIf -/- Sham (A) et irradi¢ a 100 mGy a E14,5 (B). Les
encarts numérotés de 1 a 4 correspondent au zoom (x10) des régions correspondantes. (C)
Moyenne + SEM du nombre de cellules positives pour la CC3 chez le groupe WT Sham
(beige), WT E14,5 (marron), XIf-/- Sham (bleu clair) et XIf-/- E14,5 (bleu foncé¢) avec N
= 4 embryons pour chaque groupe. La significativité des résultats a été calculée avec un
test de Mann-Whitney : *** p < 0,001, ** p < 0,01.
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7.2.2 L’impact & I’age adulte sur le comportement des souris ir-

radiées in utero a faible dose

A Page adulte, et quel que soit le groupe étudié, les souris ne présentaient pas de

probléme de prise alimentaire ou hydrique.

D’une part, des tests comportementaux (détaillés en annexe C) sur des souris WT et
X1f-/- Sham et irradiées uniquement in utero, autres que celles qui ont servi a I'imagerie
ont été menés au Laboratoire de RadioPathologie (LRP, CEA, Fontenay-aux-Roses). Ces

différents tests n’ont pas encore été menés chez les souris irradiées & PN10.

Avec le test de "open-field" (OF), nous n’avons pas relevé de changement significatif
en termes de locomotion ou d’anxiété entre les souris E14,5 (irradiées) et Sham (non
irradiées) aussi bien dans le groupe WT que dans le groupe XIf - /-. Il peut juste étre noté
une tendance a une diminution de la distance parcourue chez les souris Xlf-/- E14,5 par

rapport aux souris XIf-/- Sham (Figure 7.2 A).

Distance X Durée Durée passée dans
A Vitesse (cm/s)
parcourue (cm) b<0057 d’immobilité (s) le centre du champ (s)
1 p<0,07 12 L . 90
2500 10 _I_ 80 +
70
2000 80
8 60
1500 6 60 50
40
1000 2 a0 30
500 2 20 20
10
0 L 0 _— L 0 0 L
WT Sham XIf-/- Sham
I WT E14,5 . XIf-/- E14,5
B
Temps(s) Temps(s)
* %k
200 _ Phase 3 20 Phase2 Phase 3
: *
150 150
100 100
50 50 -
0 " .‘ :.b :. .: Ll .‘ 0 b,
go S#1 S#1 S#2 S#1 S#2 lego S#1 Lego SH#1 S#1 S#2 S#1 S#2

FIGURE 7.2 — L’irradiation in utero a faible dose affecte le comportement social des souris
XIf-/- adultes plus manifestement que chez les souris WT. (A) Moyenne + SEM de la
distance parcourue (cm), de la vitesse (cm/s), de la durée d’immobilité (s) et de la durée
passée dans le centre du champ (s) chez les souris WT Sham (Nywrspam = 11), WT E14,5
(NWTE14,5 - 18), le—/- Sham (Nlef/fSham - 16) et le—/- E 14,5 (Nle,/,E14,5 - 15)
avec le test de 'OF. (B) Moyenne + SEM du temps passé a exploré le légo, la souris 1
(S #1) et la souris 2 (S #2) durant les phases 2 et 3 du "3 chamber test for sociability
and recognition" chez les souris WT Sham (Nwrgpam = 11), WT E14,5 (Nwrg1as = 10),
XIf-/- Sham (Nx;r—/—gham = 11) et XIf-/- E14,5 (Nx;r—/_g1a5 = 10). La significativité
des résultats a été calculée avec un test de Mann-Whitney : ** p < 0,01, * p < 0,05.
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Le test du "Three chamber test for sociability and recognition" présenté en Figure
7.2 B, révele que les comportements d’interactions sociales sont similaires pour la phase
2 du test entre les souris WT E14.,5 et les souris WT Sham, c’est-a-dire qu’elles passent
significativement plus de temps avec la souris 1 (S #1) qu’avec le 1égo. Pour la phase 3,
l'augmentation du temps passé avec la souris 2 (S #2) n’est plus significative par rapport
au temps passé avec S #1 chez les souris WT E14,5 contrairement aux souris WT Sham
(partie gauche de la Figure 7.2,B). Concernant les souris Xlf-/-, le groupe irradié au stade
E14,5 présente un temps d’exploration identique entre le 1égo et la souris S #1 lors de la
phase 2 du test. En revanche, les souris XIf-/- E14,5 ont tendance a s’intéresser davantage
a la souris S #2 qu’a la S #1 pendant la phase 3 du test par comparaison aux souris

Xlf-/- Sham, comme le ferait une souris WT Sham (partie droite de la Figure 7.2,B).

7.2.3 Altérations volumétriques estimées a 1’age adulte chez les

souris irradiées a faible dose
Chez les animaux sauvages (WT)

Comme présenté dans la Figure 7.3, 'analyse statistique ne révéle aucune variation de
volume significative entre les groupes Sham et PN10. Néanmoins, nous avons pu observer
une légere atrophie significative de -3% du volume cérébral total (SB+SG, p = 1,5 X
1072) ainsi que de la SB (-5%, p = 3,9 x 1072) chez les souris E14,5 par rapport aux
souris Sham. Le volume de LCS est, quant a lui, augmenté de fagon significative chez les
souris WT irradiées in utero (+25%, p = 2,8 x 1073).

Souris WT : Volumes

SB + SG (mm?3) SG (mm?3) SB (mm?3) LCS (mm?3)
400 * 130
* *kk o

270 14
380 120 ° T

260 12
360 110

250 10 I
340 100

o |240 i 8 ]

320 90 . 1

230 6
300 5 Q 5 Q 80 o) Q o) Q

FIGURE 7.3 — L’irradiation in utero a faible dose n’induit pas de conséquences majeures sur
la volumétrie cérébrale des souris sauvages adultes. Volumes des différents compartiments
cérébraux issus de la segmentation pour le groupe de souris sauvages (W'T) non exposées
(Sham, beige), exposées a 100 mGy in utero (E14,5, marron) et en postnatal (PN10,
rouge). La croix et la ligne symbolisent respectivement la moyenne et la médiane. La
boite s’étend du premier (Q1) au troisieme (Q3) quartile et les extrémités des moustaches
délimitent l'intervalle de confiance : [Q1—1,5x IQR; Q3+1,5x IQR], avec IQR l'intervalle
interquartile. La significativité des résultats a été calculée avec un test de Student : ***
p<0,005; *p<0,05.
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A plus petite échelle, les variations de volume des groupes PN10 et E14,5 par rapport
au groupe Sham est calculé pour les 10 structures cérébrales définies (Figure 7.4). Seules
les ROI du Cer, du Ctx et du BO présentent une variation de volume significative (p<0,05)
chez le groupe irradié a E14,5 par rapport au groupe Sham. La variation de volume dans
ces régions s'éleve a -2,7% dans le Cer (p = 1,8 x 1072), 4 -2,5% dans le Ctx (p = 2,0 x
107%) et & +3,5% dans le BO (p = 1,5 x 1072). Le volume du Ctx est également réduit
pour les souris PN 10 par rapport au groupe Sham (-2,0%, p = 2,9 x 1072).

Souris WT : AV (%)

B E14,5
B PN10

]

|
1_ |
o LL[L
I &

d |
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I
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Cer Ctx Hip Htl MB BO Thal Str Cc SB*

FIGURE 7.4 — L’irradiation in utero a faible dose provoque des altérations significatives
chez la souris sauvage. Variations relatives du volume AV dans les différentes ROI chez
les souris WT exposées & 100 mGy lors du développement embryonnaire (E14,5 marron)
et lors de la période postnatale (PN10 rouge) : cervelet (Cer), cortex (Ctx), hippocampe
(Hip), hypothalamus (Htl), mésencéphale (MB), bulbe olfactif (BO), thalamus (Thal),
striatum (Str), corps calleux (Cc) et zones de substance blanche (Cc exclu, SB*). La
significativité des résultats a été calculée avec un test de Student : *p<0,05.

Chez les animaux transgéniques (XIf-/-)

L’analyse statistique ne révele aucune variation de volume significative entre les groupes

Sham et PN10 (Figure 7.5). Néanmoins, 'irradiation in utero a faible dose entraine une
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atrophie significative de -3,9% du volume cérébral total (SB+SG, p = 1,8 x 107°) ainsi
que de la SG (-4,4%, p = 1,2 x 107°) chez les souris XIf-/- E14,5 par rapport aux souris
XIf-/- Sham.

Souris XIf-/- : Volumes

SB + SG (mm?3) SG (mm?3) SB (mm?3) LCS (mm?3)
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FIGURE 7.5 — L’irradiation in utero a faible dose provoque des atrophies cérébrales ma-
jeures et significatives chez les souris Xlf-/- adultes. Volumes des différents comparti-
ments cérébraux issus de la segmentation pour le groupe de souris génétiquement mo-
difiées (XIf -/-) non irradié¢ (Sham, bleu clair), irradié & une dose de 100 mGy in utero
(E14,5, bleu foncé) ou en postnatal (PN10, bleu clair). La croix et la ligne symbolisent
respectivement la moyenne et la médiane. La boite s’étend du premier (Q1) au troi-
sietme (Q3) quartile et les extrémités des moustaches délimitent 'intervalle de confiance :
Q1 — 1,5 x IQR; Q3+ 1,5 x IQR], avec IQR correspondant a U'intervalle interquartile.
La significativité des résultats a été calculée avec un test de Student : *** p<0,005.

Pour I’étude de volumétrie des différentes structures cérébrales, nous avons pu observer
que Iensemble des ROI présentent une variation de volume significative (p < 0,005) dans
le groupe Xlf-/- irradié a E14,5 par rapport au groupe Sham (Figure 7.6). La diminution
de volume dans ces régions est comprise entre -3,3% dans le Cer (p = 6,2 x 107%) et -8,8%
dans le Cc (p = 6,9 x 107!!). Seul le BO présente une diminution significative de volume

dans le groupe PN10 par rapport au groupe Sham (-3,6%, p = 2,2 x 107%).

Comme présenté sur la Figure 7.7, les cartes de radiosensibilité cérébrale mettent en
évidence une diminution de volume plus importante dans le Cc que dans les différentes
régions de la SG dans le groupe XIf-/- irradié & E14,5 par rapport au groupe XIf- /- Sham.
De plus, nous pouvons noter une variation volumétrique plus importante dans le Ctx (-
6,5%, p = 1,2 x 1071%) et le Str (-7,1%, p = 1,7 x 1071) que dans les autres ROI du
cerveau (Thal : -5,2% p = 3,7 x 107°, BO : -4,4% p = 2,2 x 10~*, Hip : -4,3% p = 9.8
x 107% et Htl : -3,8% p = 1,3 x 107*) chez les souris irradiées in utero a faible dose par

rapport aux souris non irradiées.
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Souris XIf-/- : AV (%)
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FIGURE 7.6 — L’irradiation in utero a faible dose provoque des atrophies cérébrales ma-
jeures et significatives a I’échelle des ROI chez les souris XIf- /- adultes. Variations relatives
du volume AV dans les différentes ROI chez les souris XIf- /- exposées & 100 mGy au stade
embryonnaire (E14,5, bleu foncé) ou en période postnatale (PN10, bleu clair). La signifi-
cativité des résultats a été calculée avec un test de Student : *** p<0,005.

7.2.4 Altérations de la microstructure cérébrale estimée a ’age

adulte chez les souris irradiées a faible dose
Substance grise
Chez les animaux sauvages (WT)

Comme présenté dans la Figure 7.8, les valeurs des paramétres de diffusion (ADCj,
sADC et SI) sont similaires entre les souris WT non irradiées et celles irradiées en période
postnatale (PN10) puisqu’aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence entre
ces deux groupes d’animaux. Toutefois, I'irradiation n utero entraine des modifications
des parameétres ADCy, sSADC et SI par comparaison aux souris non irradiées dans certaines
régions appartenant a la SG. Par exemple, les valeurs de sADC sont réduites de 1,6% (p
= 1,2 x 10 72) tandis que les valeurs de SI sont augmentées jusqu’a 8,4% (p = 1,2 x 10

~2) dans 'Htl. Les variations des paramétres sont également significatives dans le MB et
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FIGURE 7.7 — Variations relatives du volume AVx;r_,_g145 projetées sur une coupe coro-
nale et axiale du template souris TMBTA. Cette représentation prend en compte toutes
les variations, méme celles qui ne sont pas significatives.

le Thal. Chez ces souris WT E14,5, les valeurs d’ADCj ont tendance & diminuer dans les
différentes régions de la SG, hormis pour le Cer et la ZSV. Parmi les structures étudiées,

seul I'Hip présente un ADC) significativement diminué d’environ 1% (p = 1,0 x 10 ~3).

D’autre part, d’apres les Tables 7.3, 7.4 et 7.5, peu de variations des paramétres K,
frv-rar et D* sont notables et significatives entre les trois groupes. En effet K est augmenté
chez les souris WT irradiées a E14,5 dans la seule région du BO (+3%, p = 2,8 x 107%)
(Table 7.3) tandis que fry p est diminué chez les souris irradiées & PN10 dans le Ctx
(-11%, p = 4,1 x 107%) (Table 7.4). Une diminution significative de la valeur de D* a
également été montrée dans le Ctx pour les groupes WT PN10 (-18%, p = 3,3 x 1072)
et E14,5 (-16%, p = 3,9 x 1072) par rapport au groupe WT Sham (Table 7.5).

Chez les animaux transgéniques (XIf-/-)

Les variations relatives des paramétres de diffusion (ADCy, sADC, K, fryry et D¥)

sont présentées sur la Figure 7.9 et les Tables 7.6, 7.7, 7.8.
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Souris WT
AADCo (%) 10 ASADC (%)
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FIGURE 7.8 — L’irradiation faible dose modifie les valeurs d’ADCj, de sSADC et de S-Index
(SI) chez les souris WT adultes. Variations relatives des paramétres de diffusion ADCy,
sADC et SI chez les souris WT dans les régions d’intérét de la SG. Les variations du groupe
de souris exposées a 100 mGy par rapport aux souris non irradiées figurent en marron
pour l'irradiation in utero et en rouge pour l'irradiation postnatale. La significativité des
résultats a été calculée avec un test de Student : ** p<0,01; *p<0,05.
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Souris WT : Kurtosis

ROI Sham E14,5 PN10 PE14,5/Sham  PPN10/Sham
Cer 0,77 = 0,03 0,77 £ 0,06 0,75 £ 0,06 0,89 0,22
Ctx 0,53 + 0,01 0,55 + 0,01 0,54 £+ 0,01 0,09 0,37
Hip 0,58 + 0,03 0,58 +£ 0,03 0,58 £+ 0,03 0,86 0,99
Htl 0,68 + 0,03 0,68 &+ 0,08 0,71 £ 0,04 0,74 0,09
MB 0,72 £+ 0,02 0,73 £0,02 0,72 £ 0,02 0,06 0,77
BO 0,70 + 0,01 0,73 + 0,01 0,71 +£0,02 2,8 x 10°* 0,83
Thal | 0,66 + 0,03 0,66 + 0,02 0,67 + 0,02 0,56 0,50
Str 0,61 + 0,02 0,62 + 0,02 0,61 £+ 0,02 0,12 0,69
ZSV | 0,62 + 0,03 0,63 +£ 0,03 0,62 + 0,02 0,33 0,85

TABLE 7.3 — L’irradiation faible dose n’affecte pas la valeur du kurtosis chez les souris
WT adultes. Moyenne £ SD de K (Kurtosis) calculé dans les ROI de la SG pour les
groupes WT Sham, E14,5 et PN10. Les valeurs de significativité statistiques pgi4,5/sham
et PpN10/Sham ONt €t¢ calculées pour les deux comparaisons : E14,5 et PN10 par rapport
au groupe Sham. Seuls les résultats qui apparaissent en caractéres gras sont significatifs.

Souris WT : fIVIM

ROI Sham E14,5 PN10 PE14,5/Sham  PPN10/Sham
Cer 30+£06 32+10 32405 0,73 0,65
Ctx | 2,0+0,2 18+04 1,7+ 0,3 0,19 0,04
Hip 1,704 1,706 17+04 0,98 0,93
Htl 34+06 34+£10 3,040,5 0,98 0,15
MB 36+06 35+05 36+04 0,85 0,81
BO 27+06 29403 28+04 0,14 0,42
Thal | 254+03 27+03 26+04 0,26 0,83
Str 22+03 22403 22+0,3 0,68 0,69
ZSV | 3 7+£09 36+04 33+10 0,80 0,39

TABLE 7.4 — L’irradiation faible dose n’affecte pas la valeur de f;y s chez les souris WT
adultes. Moyenne + SD de {77y (%) calculés dans les ROI de la SG pour les groupes WT
Sham, E14,5 et PN10. Les valeurs de significativité statistiques pgi4,5/sham €t PPN10/Sham
ont été calculées pour les deux comparaisons : E14,5 et PN10 par rapport au groupe
Sham. Seuls les résultats qui apparaissent en caractéres gras sont significatifs.
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Souris WT : D*

ROI Sham E14,5 PN10 PE14,5/Sham  PPN10/Sham
Cer 7,7+ 2,6 13,0+ 12,1 8,6 + 3,8 0,15 0,54
Ctx | 16,1 + 3,1 13,4 + 3,3 13,3 + 3,0 0,04 0,03
Hip 7,7+ 0,7 7.8 £ 1,8 80+1.1 0,88 0,48
Htl 7,0+ 1,1 81+ 2,7 8,2+ 23 0,20 0,18
MB 9,0 £ 1,0 12,9 £ 9.8 9,0+ 14 0,18 0,96
BO 8,8 + 1,0 96 + 1,4 98 £ 1,5 0,09 0,09
Thal | 10,7 +24 11,1 £ 2,1 11,6 + 3,5 0,68 0,50
Str 151 +77 159+ 10,8 18,1 £+ 10,7 0,83 0,43
7SV 9,1 4+ 2,7 10,2 +4,0 13,8 &+ 13,1 0,39 0,29

TABLE 7.5 — L’irradiation faible dose n’affecte pas la valeur de D* chez les souris WT
adultes. Moyenne + SD de D* (107® mm?/s) calculés dans les ROI de la SG pour les
groupes WT Sham, E14,5 et PN10. Les valeurs de significativité statistiques pgi4,5/sham
et Ppn10/Sham ONt été calculées pour les deux comparaisons : E14,5 et PN10 par rapport
au groupe Sham. Seuls les résultats qui apparaissent en caractéres gras sont significatifs.

Souris XIf-/-
AADCo (% ASADC (%)
3
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FIGURE 7.9 — L’irradiation faible dose engendre des variations dans I'estimation des pa-
ramétres ADCy, SADC et S-Index (SI) chez les souris XIf-/- adultes. Variations relatives
des paramétres de diffusion ADCy, SADC et SI chez les souris transgéniques Xlf-/- dans
les régions d’intérét de la SG. Les variations du groupe de souris exposées & 100 mGy par
rapport aux souris non irradiées figurent en bleu foncé pour l'irradiation in utero et en
b€ pour I'irradiation postnatale. La significativité des résultats a été calculée avec un
test de Student : ** p<0,01; *p<0,05.
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Souris XIf-/- : K

ROI Sham E14,5 PNI10 PE14,5/Sham  PPN10/Sham
Cer 0,75 + 0,06 0,69 + 0,08 0,75 +0,03 1,9 x 10°? 0,85
Ctx 0,54 + 0,01 0,52 +£ 0,02 0,53 +0,01 1,4 x 1072 0,08
Hip 0,58 £+ 0,03 0,55 £ 0,10 0,57 £ 0,01 0,31 0,51
Htl 0,70 £+ 0,03 0,66 £ 0,06 0,60 £0,04 52x1072 0,66
MB 0,71 4+ 0,02 0,72 + 0,03 0,71 £+ 0,01 0,31 0,81
BO 0,72 4+ 0,02 0,69 + 0,08 0,72 4+ 0,02 0,16 0,68
Thal | 0,66 + 0,02 0,61 0,11 0,65 + 0,01 0,09 5,0 x 1072
Str 0,61 £+ 0,02 0,60 £+ 0,03 0,61 £ 0,01 5,1x 1072 0,3
ZSV | 0,63 + 0,02 0,62 = 0,03 0,61 £+ 0,02 0,15 1,8 x 1072

TABLE 7.6 — L’irradiation faible dose engendre des variations dans ’estimation de K chez
les souris Xlf-/- adultes. Moyenne £ SD de K calculés dans les ROI de la SG pour les
groupes XIf-/- Sham, E14,5 et PN10. Les valeurs de significativité statistiques pgi4,5/sham
et Ppn10/Sham ONt été calculées pour les deux comparaisons : E14,5 et PN10 par rapport
au groupe Sham. Seuls les résultats qui apparaissent en caractéres gras sont significatifs.

Contrairement aux souris WT, les souris XIf- /- irradiées lors de 'embryogenése (E14,5)
ou en période postnatale (PN10) présentent des variations significatives de certains para-
métres de diffusion dans plusieurs régions de la SG. Par exemple, la valeur d’ADCj est
augmentée d’environ 2% dans le MB pour les pour les souris Xlf-/- E14,5 (p = 3,2 x 10
~2) et pour les souris XIf-/- PN10 (p = 2,4 x 10 ~2) (Figure 7.9). Les augmentations des
valeurs de sSADC et les diminutions des valeurs de SI sont significatives dans I'Htl et le
MB pour le groupe PN10 tandis que chez les souris XIf-/- irradiées au stade E14,5, I'Htl
mais aussi le Ctx et la ZSV présentent une valeur de sADC plus élevée et une valeur de
SI plus faible par rapport au groupe Xlf-/- Sham (Figure 7.9). De plus, les souris XIf-/-
E14,5 présentent une diminution des valeurs de K de 9% dans le Cer (p = 1,9 x 1072) et
d’environ 3% dans le Ctx (p = 1,4 x 1072) (Table 7.6). Cependant, les paramétres fry1a/
(Table 7.7) et D* (Table 7.8) ne varient pas significativement chez ces souris. Chez les
souris PN10 le parameétre f;y7y, diminue de fagon significative dans le Ctx (-11%, p = 1,1
x 1072), le MB (-14%, p = 1,8 x 1072) et la ZSV (-22%, p = 6,0 x 1073) (Table 7.7).
Les valeurs du kurtosis sont également diminuées de 4% dans la ZSV (p = 1,8 x 1072) et
de 2% dans le Thal (p = 5,0 x 1072) chez les souris Xlf-/- PN10 par rapport aux souris
XIf-/- Sham (Table 7.6).

7.2.5 Substance blanche

Chez les animaux sauvages (souris WT)

Les variations des paramétres de diffusion anisotrope dans le Cc et la SB* sont pré-
sentées sur la Figure 7.10. Les souris irradiées a E14,5 présentent des valeurs de sMD,
sAD et sRD plus faibles et des valeurs de sFA et SI3 plus élevées que les souris Sham.
Ces différences sont significatives uniquement pour les paramétres sMD (-1,7%, p = 8,7
x 107%) et sAD (-1,7%, p = 7,8 x 107%). Dans la SB*, I'irradiation pendant la période
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Souris le—/— : fIVIM

ROI Sham E1475 PN10 PE14,5/Sham  PPN10/Sham
Cer 31+£06 32+£09 34=£0,7 0,65 0,34
Ctx |1,8+0,2 19403 1,6 +01 035 1,1 x 102
Hip | 1,7+04 20406 1,603 0,12 0,38
Htl | 33409 35412 28+06 0,57 0,20
MB |3,7+05 35+04 32404 0,18 1,8 x 102
BO 2703 29+£03 25=£0,3 0,07 0,21
Thal | 26 £04 3,0+09 25+0,3 0,14 0,29
Str | 23+03 24403 23+05 0,11 0,89
7SV | 3,84+ 0,6 43+09 30+06 015  6,0x10°?

TABLE 7.7 — L’irradiation faible dose engendre des variations dans I’estimation de fyy7ps
chez les souris XIf-/- adultes. Moyenne + SD de f;y ) calculés dans les ROI de la SG
pour les groupes Xlf-/- Sham, E14,5 et PN10. Les valeurs de significativité statistiques
PE14,5/Sham €t DPN10/Sham ONt été calculées pour les deux comparaisons : E14,5 et PN10
par rapport au groupe Sham. Seuls les résultats qui apparaissent en caractéres gras sont
significatifs.

Souris XIf-/- : D*

ROI Sham E1475 PN10 PFE14,5/Sham  PPN10/Sham
Cer | 16,4 + 14,0 16,9 £ 13,3 124 £+ 15,2 0,93 0,55
Ctx | 144420 151449 136+ 44 0,65 0,63
Hip | 73414 84422 68+09 0,15 0,32
Htl | 75414 77420 1564168 085 0,22
MB | 854+12 95416 88+22 0,11 0,73
BO 9,6 £1,7 11,0 £5,1 10,9 = 3,3 0,37 0,34
Thal | 11,7+ 28 122452 112 + 4.3 0,30 0,79
Str | 17,9499 174+109 258+ 162 0,90 0,24
7SV | 114+ 112 94+33 158+140 053 0,45

TABLE 7.8 — L’irradiation faible dose engendre des variations dans I'estimation de D* chez
les souris XIf-/- adultes. Moyenne + SD de D* (1073 mm?/s) calculés dans les ROI de la
SG pour les groupes XIf- /- Sham, E14,5 et PN10. Les valeurs de significativité statistiques
PE14,5/Sham €t DPN10/Sham ONt été calculées pour les deux comparaisons : E14,5 et PN10
par rapport au groupe Sham. Seuls les résultats qui apparaissent en caractéres gras sont
significatifs.
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postnatale tend a augmenter tous les parameétres par comparaison aux souris WT non
irradiées. Pour les souris WT irradiées in utero (E14,5), seuls les paramétres de sFA et de
SI3 ont tendance a augmenter alors que les paramétres de sMD, de sAD et de sRD ont

tendance a diminuer.

Chez les animaux transgéniques (XIf-/-)

Les variations des parameétres de diffusion anisotrope dans le Cc et la SB* sont pré-
sentées sur la Figure 7.11. Les souris irradiées (PN10 ou E14,5) présentent des valeurs
moyennes de sMD et sSRD plus élevées que les souris Sham dans le Cc. Ces augmentations
sont significatives uniquement chez les souris E14,5 pour les paramétres sMD (+1,9%, p
=27 x 107%) et sRD (+5,4%, p = 1,4 x 107*). Les paramétres sAD, sFA et SI3 ont
tendance a augmenter dans le Cc des souris PN10 alors que ces valeurs mesurées chez les
souris E14,5 tendent a diminuer. Une diminution significative d’environ 6% (p = 6,4 X
107%) et de 8% (p = 1,6 x 1073) pour les paramétres sFA et SI3 respectivement a été
mise en évidence. Dans la SB*, une tendance a 'augmentation des valeurs des paramétres
de sFA et de SI3 ainsi qu’une diminution des valeurs de sMD, de sAD et de sRD sont
détectées chez les souris XIf-/- E14,5 et PN10 par rapport aux souris XIf-/- Sham.
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FIGURE 7.10 — L’irradiation faible dose engendre de légéres variations sur les parametres
estimés de la microstructure chez les souris Xlf-/- adultes. Variations relatives des para-
meétres de diffusion sMD, sAD, sRD, sFA et SI3 chez les souris sauvages WT dans les
régions d’intérét de la SB (Cc et SB*). Les variations du groupe des souris irradiées a 100
mGy par rapport aux souris sauvages figurent en marron pour l'irradiation in utero et en
rouge pour l'irradiation postnatale. La significativité des résultats a été calculée avec un
test de Student : ** p<0,01.
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Souris XIf-/-
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FIGURE 7.11 — L’irradiation faible dose engendre des variations sur les parameétres estimés
de la microstructure chez les souris XIf-/- adultes. Variations relatives des parameétres de
diffusion sMD, sAD, sRD, sFA et SI3 chez les souris transgéniques XIf-/- dans les régions
d’intérét de la SB. Les variations du groupe des souris irradiées a 100 mGy par rapport
aux souris non irradiées figurent en bleu foncé pour l'irradiation in utero et en bleu clair
pour l'irradiation postnatale. La significativité des résultats a été calculée avec un test de
Student *** p<0,005.

7.3 Discussion

Dans ce chapitre, nous avons caractérisé par IRM les effets cérébraux a ’age adulte par
une faible dose (100 mGy) selon le degré de maturation du cerveau, soit chez I'embryon
(E14,5) soit chez I'animal juvénile (PN10). De plus, ces effets radio-induits détectables
par IRM ont été évalués chez des souris sauvages (souris WT) et des souris présentant
une radiosensibilité génétique (souris XIf-/-). Alors que nous détectons par IRM peu
de changements chez les souris WT irradiées par rapport aux souris Sham, les souris
irradiées Xlf-/- présentent a la fois des atrophies et des paramétres de diffusion altérés

par comparaison aux souris XIf-/- Sham, notamment lors de 'irradiation in utero.

L’irradiation in utero a faible dose provoque une apoptose précoce

des cellules cérébrales de I’embryon

Le taux d’apoptose 4h post-irradiation n’a été établi que pour les groupes Sham et
E 14,5. La quantification des cellules cérébrales positives & la CC3 témoigne d’un impact
délétere de l'irradiation chez les embryons Xlf-/- par rapport aux embryons WT, car pour
une méme dose d’irradiation (100 mGy) le taux d’apoptose est environ 1,6 fois plus élevé.

Le taux d’apoptose chez les souris sauvages non irradiées ou exposées in utero a une
faible dose de RI reste tout de méme inférieur a celui observé chez les souris XIf-/-,
d’autant plus lorsqu’elles sont irradiées. Les souris XIf- /- non irradiées présentent alors 4h
post-irradiation un profil similaire a celui des souris WT irradiées a faible dose in utero,

ce qui confirme une nouvelle fois la radiosensibilité induite par I’absence du géne XIf- /-
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dans ce modéle de souris transgénique.

L’irradiation in utero a faible dose entraine des altérations com-

portementales a I’age adulte

Par rapport a la croissance des souris qui peut étre établie a partir du poids corporel
des souris a un age donné, il a pu étre mis en évidence que les souris déficientes en XIf- /-
irradiées n utero semblent présenter un léger retard de croissance non significatif par
rapport aux souris Sham. En effet, les souris XIf -/- E14,5 sont caractérisées par un poids
plus faible que les souris XIf -/- Sham. Les autres groupes ne semblent pas présenter de
retard (ou d’avance) sur leur croissance par rapport a leurs controles respectifs.

Le test de 'OF a été réalisé au LRP sur des souris XIf-/- et WT non irradiées ou
irradiées in utero & 100 mGy, agées de 3 mois. Cette étude comportementale, réalisée sur
des souris différentes de celles utilisées pour le protocole d’imagerie, n’a pas révélé d’alté-
ration locomotrice significative. Cependant, les souris XIf- /- E14,5 semblent présenter une
tendance assez marquée en faveur d’un déficit locomoteur décrit par une diminution de la
distance parcourue, de la vitesse de déplacement ainsi qu'une augmentation de la durée
d’immobilité. Cette hypothése ne peut cependant pas étre confrontée a d’autres études,
puisqu’a notre connaissance ce modéle n’a pas encore été exploré sur le plan comporte-
mental.

Quant aux interactions sociales, décrites a I'aide du "3 chambers sociability test", les
résultats montrent qu’elles sont similaires entre les souris WT non irradiées (Sham) ou
exposées a une faible dose de RI pendant 'embryogenése (E14,5), bien qu'’il y ait une
tendance a ce que la sociabilisation des souris WT E14,5 soit atténuée notamment sur
le plan de la nouveauté sociale. L’analyse des données comportementales obtenues avec
ce test sous-entend que l'irradiation in utero a 100 mGy affecte le comportement social
des souris WT. En revanche le comportement des souris Xlf-/- E 14,5 est atypique et
aléatoire. En effet, le niveau d’interactions sociales est diminué, pendant la phase 2 du
test alors qu’au cours de la phase 3 du test, il est augmenté et s’apparente a celui que
pourraient avoir des souris W'T non irradiées. D’autres investigations, avec des effectifs
plus importants et /ou d’autres tests, sont nécessaires pour établir de fagon claire 'impact

de l'irradiation in utero a faible dose sur le comportement social des souris XIf-/-.

L’irradiation in utero a faible dose provoque des atrophies céré-

brales a ’age adulte
Chez les souris WT

Chez les souris du groupe WT PN10, nous avons uniquement observé une diminution
légérement significative d’environ 2% du volume du Ctx. Ces observations ne peuvent étre

corroborées par d’autres études, car & notre connaissance cette condition d’irradiation (100
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mGy au stade juvénile) n’est pas investiguée.

Chez les souris du groupe WT E14,5, deux régions cérébrales (Cer et Ctx) possédent
un volume moindre tandis que le BO posséde un volume plus élevé que les chez les sou-
ris WT Sham. Ces variations pondérées par la proportion de volume occupé par le Cer,
Ctx et BO dans le cerveau total aboutissent & I’absence d’'une diminution significative de
volume de la SG. Comme dans I'étude de Saito et al. (2015), nous avons également re-
porté une dilatation ventriculaire consécutive a l'irradiation in utero, comme en témoigne

I’augmentation du volume de LCS.

Mis a part pour le Cer et le Ctx, le niveau d’apoptose significativement augmenté chez
les souris WT E14,5 observé 4h post-irradiation ne perturbe donc pas a long terme le
développement des structures cérébrales. L’augmentation du volume du BO pourrait étre
la conséquence d'un pic de la neurogenése dans la zone sous-ventriculaire qui se traduit
par une migration plus élevée des précurseurs neuronaux dans le BO. Ainsi, in fine, le
nombre de cellules neuronales serait augmenté dans le BO, ce qui conduirait & un volume

plus conséquent de cette structure cérébrale.

Chez les souris XIf-/-

A notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée a évaluer I'impact de l'irradia-
tion & faible dose de RI sur le volume cérébral dans un modéle animal de radiosensibilité
génétique tel que les souris Xlf-/-. Chez les souris du groupe Xlf-/- PN10, nous n’avons
pas observé de variations volumétriques significatives. Néanmoins, par cette étude volu-
métrique menée en IRM nous avons montré que l'irradiation a E14,5 affecte le volume
cérébral total de ces souris, en particulier le volume de la SG. En effet, seul le volume de la
région MB n’est pas significativement diminué alors que celui des autres régions de la SG
diminue significativement de 3 & 6 %. La diminution des volumes des différentes structures
cérébrales contribue a la diminution globale de la SG. Nous avons également mesuré une
diminution significative des volumes du Cc et des autres structures de la SB (regroupées
dans la ROI nommeée SB*). Contrairement au volume cérébral global, l'irradiation a 100

mGy n’affecte pas le volume du LCS chez les souris XIf-/-.

Le niveau d’apoptose significativement augmenté chez les souris XIf-/- E14,5 a 4h
post-irradiation semble donc perturber & long terme le développement des structures
cérébrales. Cette mort cellulaire radio-induite semble majeure et trop importante pour
qu'un quelconque mécanisme de compensation ne rétablisse une croissance "normale" &

long terme.
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L’irradiation in utero ou au stade juvénile a faible dose modifie la

microstructure du cerveau
Chez les souris WT

De fagon identique a ’analyse volumétrique, les altérations des paramétres de diffusion
sont majoritairement reportées chez les souris WT E14,5. Les variations des parameétres
de diffusion observées aussi bien dans la SG (via le SADC et le SI) que dans la SB (via le
sAD et le SI3) chez les souris WT E14,5 par rapport aux souris WT Sham sont contraires
a celles observées chez les souris WT irradiées au méme age (E14,5) mais a forte dose (1
Gy).

Alors qu’un déficit de densité cellulaire dans les structures cérébrales appartenant &
la SG, ainsi qu’'une baisse de la densité axonale dans le Cc est une interprétation pos-
sible pour l'effet de l'irradiation a forte dose au stade embryonnaire (Pérés et al., 2018;
Gupta et al., 2013), elle n’est pas envisageable dans le cas de l'irradiation faible dose.
En effet, I’ensemble des observations réalisées chez les souris WT E14.,5 irradiées a 100
mGy seraient au contraire favorables & une augmentation de la densité cellulaire en rai-
son de 'augmentation du SI dans certaines régions de la SG (Htl, Thal, MB). De plus,
une augmentation des valeurs du Kurtosis dans le BO a été mesurée chez ces souris WT
E14.,5, ce qui renforce '’hypothése en faveur d’une augmentation de la densité cellulaire
probablement causée par une augmentation de la migration cellulaire via I’augmentation
de la neurogenése de la zone sous-ventriculaire. La diminution de f;y 3, dans le Ctx des
souris WT E14,5 peut quant a elle étre interprétée comme un déficit vasculaire lié, soit a
une malformation des vaisseaux cérébraux, soit & une diminution des cellules endothéliales
(Saito et al., 2015). L’hypothése d’une modification de la vascularisation est donc & consi-
dérer, d’autant plus que le niveau d’apoptose apparait diminué 4h post-irradiation dans
le télencéphale, ce qui conduirait & long terme a des atteintes des cellules endothéliales.

Chez les souris WT PN10, une diminution légérement significative du parameétre fry 7,
et D* a été reportée dans le Ctx. Le déficit de cellules endothéliales peut étre a I'origine
d’une moindre vascularisation et de la diminution de volume observé dans la méme région
(Sandor et al., 2014).

Chez les souris XIf- /-

Alors que les souris XIf-/- présentent des altérations volumétriques uniquement lorsque
I'irradiation a lieu in wutero, des variations des paramétres de diffusion dans la SG sont
tout de méme visibles chez les souris irradiées au stade juvénile. En particulier, nous
avons observé une augmentation des valeurs du paramétre SADC associée a la diminution
des valeurs de SI dans I’Htl et le MB. Un déficit de densité cellulaire dans ces structures
cérébrales est une interprétation possible au vu des observations réalisées par des études
précédentes (Pérés et al., 2018). Une diminution de f;y 7y, dans le Ctx, le MB et la ZSV

a également été mesurée et renseigne sur le fait que la fraction vasculaire est diminuée
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dans ces régions du cerveau. La ZSV présente également une valeur de kurtosis diminuée
cohérente avec 'interprétation déduite des variations de sADC et SI.

La diminution de sADC associées & I'augmentation du SI mesurée dans le Ctx, 'Htl,
la ZSV a déja été observée dans le chapitre 5 chez les souris WT irradiées in utero a
1 Gy. L’hypothése qu'un déficit de densité cellulaire soit a l'origine de ces observations
peut alors étre émise. De méme, 'augmentation des paramétres sMD et sRD associée a
la diminution des paramétres sFA et SI3 dans le Cc des souris X1f-/- E14,5, est favorable
a linterprétation d’une démyélinisation radio-induite (Gupta et al., 2013). La valeur du
kurtosis se trouve diminuée dans le Cer et le Ctx, ce qui indique une diminution du
nombre d’obstacles pour la diffusion des molécules d’eau, soit de la densité cellulaire
dans ces régions. Ce résultat est cohérent avec les variations des parameétres sADC et SI

observées dans le Ctx.

Limites de I’étude

Outre les limites méthodologiques dues a 'acquisition et au traitement des données
présentées au chapitre 5, ainsi qu’a la qualité réduite des images IRM obtenues chez les
souris Xlf-/- par rapport aux images acquises chez les souris WT, cette étude posséde
d’autres points de fragilité.

Une des limitations majeures de cette étude concerne la définition du groupe de souris
non irradié (Sham). En effet, contrairement aux souris exposées in utero ou au stade
juvénile, les souris Sham ne sont pas manipulées avant 1’age adulte. Le stress qui peut
survenir lors de la manipulation des animaux n’est alors pas tout a fait identique. Une
étude complémentaire avec des souris Sham subissant les mémes manipulations & PN10
ou a E14,5 devrait étre réalisée pour valider la conformité du groupe Sham et exclure que
les effets que nous observons ne soient pas simplement causés par le stress au moment de
la manipulation des souris.

L’absence d’études comportementales menées chez les souris PN10 ne permet pas, a
I’heure actuelle, de valider notre modéle d’irradiation chez les jeunes enfants exposés a
de faibles doses de radiations ionisantes, comme c’est le cas dans un cadre diagnostique,
sur le plan cognitif. De méme, ’absence d’études histologiques pour ces mémes souris
PN10 ne permet pas d’établir si 'absence d’effet a long terme est la cause d’absence
d’effet & court terme, ou s’il y a un mécanisme compensatoire qui se met en place. La
quantification de 'apoptose & 4h post-irradiation serait notamment la bienvenue pour
conclure sur l'absence d’une mort neuronale des cellules cérébrales chez les souriceaux
irradiés & faible dose. A contrario, si nous détectons de ’apoptose au cours de la phase
aigué de l'irradiation chez les souriceaux, nous pourrions commencer a établir les limites
de sensibilité de notre approche IRM pour la détection des atteintes neuropathologiques
radio-induites.

De plus, des études histologiques complémentaires chez les souris irradiées in utero ou

au stade postnatal pourraient valider les hypothéses sur la relation, entre la variation des
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parameétres de diffusion et les processus biologiques impliqués dans la réponse a ’exposi-
tion aux RI, comme les dommages vasculaires, les altérations de la neurogenése (positives
ou négatives) ou la diminution de la densité cellulaire.

Enfin une corrélation quantitative ne peut toujours pas étre établie méme si nous
possédions I’ensemble des données histologiques, comportementales, et d’imagerie chez
les groupes E14.,5 et Sham puisque ce ne sont pas les mémes animaux qui ont servi pour

les tests comportementaux et le protocole d’imagerie IRM.

7.4 Conclusion

Pour la premiére fois, & notre connaissance, la caractérisation des effets cérébraux chez
des souris déficientes dans le systéme de réparation de TADN NHEJ (XIf-/-) et irradiées
a faible dose (100 mGy) a deux ages d’irradiation particuliérement radiosensibles (stades
embryonnaire et juvénile) a été réalisée de fagon non invasive par IRM.

Nous avons alors pu mettre en évidence que l'irradiation a une faible dose (100 mGy)
induisait peu de changements visibles en IRM chez les souris sauvages contrairement aux
souris transgéniques. En effet, ces derniéres présentent des atrophies notables dans la
plupart des structures cérébrales étudiées. L’amplitude des changements volumétriques
chez les souris Xlf-/- E14,5 sont du méme ordre de grandeur que ceux observés chez les
souris WT irradiées a 1 Gy au méme age. Ces résultats sous-entendent une potentialisation
d’un facteur 10 de l'irradiation lorsque la double mutation du géne XIf est présente.

Toujours chez les souris XIf- /-, des altérations microstructurelles sont visibles et parti-
culiérement intenses dans le cas d’une irradiation in utero. En se basant sur l'interprétation
biologique des paramétres de diffusion établie au chapitre 5, ces altérations refléteraient
une raréfaction cellulaire dans la SG accompagnée d’une démyélinisation dans la SB.

De plus, I'irradiation in utero a faible dose des souris XIf-/- a des conséquences néfastes
a court terme (apoptose), qui, contrairement aux souris WT, ne se résolvent pas a long
terme, comme en témoignent les déficits comportementaux tels que la baisse de 'activité
locomotrice et des interactions sociales.

Les effets de l'irradiation au stade juvénile sont beaucoup plus modérés, méme chez
les souris XIf-/-. Par exemple, nous n’observons pas d’atrophie cérébrale significative et
les variations des paramétres de diffusion sont beaucoup plus localisées et de plus faible
amplitude.

Par conséquent, 'irradiation & faible dose aux stades embryonnaire et juvénile peut
étre a l'origine de changements cérébraux plus ou moins néfastes et réversibles suivant
le fond génétique du modele animal. C’est pourquoi, il apparait pertinent de vérifier le
bon fonctionnement des systémes de réparation de I’ADN chez les femmes enceintes et les

enfants, avant toute exposition volontaire aux RI.
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Chapitre 8

Conclusion et perspectives

Conclusion générale

L’étude des effets biologiques des rayonnements ionisants (RI) va bénéficier du déve-
loppement de nouveaux biomarqueurs IRM. Leur application en recherche préclinique va
permettre de mieux cerner ces effets, par exemple a partir de modeéles de rongeurs pour
lesquels il est possible de controler les conditions d’exposition et de moduler les méca-
nismes de sensibilité ou de résilience face aux RI. Au cours de cette thése nous avons en
particulier développé une approche non invasive par IRM anatomique et de diffusion avec
pour objectif de détecter et de caractériser les altérations radio-induites que nous avons
validée avec un modéle de souris C57BL6/N irradié in utero a 1 Gy, et ensuite appliqué
pour 'étude d’irradiation a une dose relativement faible de 100 mGy.

Notre protocole d’acquisitions IRM et les outils d’analyse que nous avons développés et
optimisés s’inscrivent naturellement dans le prolongement de travaux réalisés antérieure-
ment dans le laboratoire pour caractériser I’atteinte de régions cérébrales impliquées dans
la neurogenése (hippocampe, bulbe olfactif, zone sous-ventriculaire) chez la souris adulte
suite & une irradiation forte dose (Pérés et al., 2018). Comme détaillé dans le chapitre 4
et illustré par les résultats dans les chapitres 5 & 7, nous avons notamment implémenté le
concept d’IRM de diffusion reposant sur un "Signature Index" (SI) sensible aux altéra-
tions dans la microstructure des tissus et une extension de son utilisation en présence de
diffusion anisotrope comme dans la substance blanche cérébrale. De plus, nous avons mis
en place un pipeline d’analyse semi-automatique des données anatomiques et de diffusion,
ce qui nous a permis d’estimer de facon reproductible et efficace les variations de volumes
et de paramétres de diffusion induites par les RI, ainsi que de mener des analyses de
groupes a travers nos cohortes d’animaux irradiés.

Notre premiére étude, focalisée sur la caractérisation de souris C57BL6/N irradiées in
utero & 1 Gy (cf. chapitre 5), nous a permis de détecter des atteintes volumétriques et
microstructurelles conséquentes a travers le cerveau et ainsi de valider la sensibilité et la
robustesse de notre approche. Plus spécifiquement, une atrophie globale de 14 % a été

observée chez ces souris a 1’age adulte avec des atteintes relatives plus ou moins marquées
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des différentes régions cérébrales telles qu’illustrée par la Figure 5.7. En paralléle, nous
avons observé grace a l'imagerie de diffusion des hausses de coefficient de diffusion appa-
rent (ADCy) de 'ordre de 2 & 3 % , réinterprétées de fagon synergétique par des baisses
significatives de SI (jusqu'a -16 %) avec la aussi des différences régionales significatives
(Figure 5.9). En lien avec les données histologiques & notre disposition, nous interpré-
tons ces changements comme la marque d’une réduction de la densité cellulaire résultante
d’une part de I’apoptose massive ayant lieu a court terme apres irradiation et d’autre part
d’une neurogenése modérément compromise. De par les différents tests comportementaux
réalisés dans ce modéle de souris irradié & forte dose, ces modifications structurelles et
microstructurelles ne semblent pas impacter la locomotion chez les souris adultes, mais

pourraient étre a l'origine du déficit observé au niveau des interactions sociales.

Avec notre seconde étude, nous nous sommes intéressés a la caractérisation, en 1’ab-
sence de RI, de la neuroanatomie d’un modéle original de radiosensibilité lié¢ & la mutation
XIf-/- (cf. chapitre 6). Ces souris présentent a I’age adulte une atrophie globale du cerveau
de 9 % (Figure 6.8) sans atteinte manifeste de la microstructure (Tables 6.1, 6.2, 6.3,),
potentiellement liée & la différenciation prématurée des cellules souches neurales au cours
du développement chez les souris Xlf-/-. D’un point de vue comportemental, ces altéra-
tions neurodéveloppementales se manifestent a long terme par des déficits locomoteurs et

d’interactions sociales chez les souris Xlf-/- adultes.

Aprés validation de la méthodologie, nous avons étudié les effets de l'irradiation faible
dose (100 mGy) (cf. chapitre 7). En raison de la radiosensibilité particuliére des cellules
souches neurales au cours du neurodéveloppement, nous nous sommes intéressés en parti-
culier a des expositions aux stades embryonnaire (E14,5) et juvénile (PN10). Nous avons
été en mesure de détecter et de quantifier des atteintes volumétriques et microstructurelles,
modestes, mais significatives chez la souris C57BL6/N irradiée. Nous avons notamment
observé un rehaussement du S-Index, qui peut s’interpréter comme une petite prolifération
cellulaire ou une densification du tissu interstitiel d’aprés les observations histologiques
réalisées avec le modéle forte dose (WT irradié & 1 Gy a E14,5). Par ailleurs, quel que soit le
fond génétique (WT ou Xlf-/-), exposition au stade embryonnaire E14,5 est associé a des
altérations plus marquées en raison de la plus forte radiosensibilité des cellules neuronales
a E14,5 par rapport a PN10, a I’exception de certaines régions cérébrales comme le bulbe
olfactif ou I’hippocampe qui semblent présenter une résilience vis-a-vis de l'irradiation.
Enfin la mutation du géne XIf-/- et la déficience des cellules a réparer correctement leur
ADN se manifeste par une potentialisation (d’un ordre de grandeur) de effet des RI avec
des variations de volumes et de paramétres de diffusion observées chez les souris XIf-/-
irradiées a E14,5 avec une dose de 100 mGy comparables a celles observées chez nos souris
WT irradiées in utero & 1 Gy. Ces souris présentent d’ailleurs des troubles sensorimoteurs
(déficit locomoteur non significatif) et comportementaux (apathique et interactions aléa-
toires vis-a-vis de ses congénéres) qui se rapprochent des anomalies comportementales

observées chez les souris WT irradiées in utero a 1 Gy.
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Limites et améliorations possibles

La méthodologie développée dans cette thése est susceptible d’étre bien évidemment
améliorée. Sur le plan de 'acquisition des données, 'obtention d’images IRM pondérées en
diffusion suivant plus de directions permettrait d’augmenter le rapport signal sur bruit et
de mieux garantir 'invariabilité des signaux par rotation par le moyennage géométrique en
présence d’anisotropie. Il deviendrait alors aussi possible d’investiguer 1’anisotropie plus
précisément le long des faisceaux de substance blanche (analyse statistique TBSS, "Tract-
Based Spatial Statistic") (Smith et al., 2006). Dans le cadre de cette thése, nous avons
pu montrer que seules deux valeurs de pondération en diffusion étaient nécessaires pour
caractériser les effets radio-induits, notamment via le calcul du S-Index, ce qui permet
soit : (i) de diminuer le temps d’acquisition par souris de presque un facteur 7 (3 valeurs de
b au lieu de 20 en considérant les images a b = 0) ; (ii) d’envisager de fagon plus concréte
l'acquisition de plus de directions ; (iii) soit d’acquérir d’autres données IRM, par exemple
IRM fonctionnelle en activation ou au repos ("resting-state"). Ces études fonctionnelles
bien que controversées pour certains aspects (notamment en ce qui concerne le stress
de la manipulation et I'influence de I’agent analgésique employé) sont particuliérement
intéressantes pour sonder la connectivité entre structures cérébrales et constitue de fait
un pont conceptuel entre anatomie, microstructure et fonction cérébrale. Nous avons déja
mené une premiére étude pilote sur des cohortes non irradiées pour mettre en place un

pipeline d’analyse de données d’'TRM fonctionnelle au repos.

La durée des acquisitions peut encore étre raccourcie avec les nouvelles méthodes
de compression et d’encodage parcimonieux issues de l'intelligence artificielle, comme
la méthode SPARKLING développée au laboratoire (Lazarus et al., 2017). L’utilisation
d’antennes volumiques (et non pas de surface) permet aussi de réduire les hétérogénéités

du champ radiofréquence et donc du signal sur ’ensemble du cerveau.

Il reste le probléme des distorsions géométriques. Elles ont été partiellement corrigées
par post-traitement lors de ce travail, mais une correction plus grande peut-étre obtenue
en encodant les signaux spatialement (encodage de phase) dans deux directions opposées
(par exemple antérieur postérieur et postérieur antérieur) avec un algorithme déja existant
("top-up") (Andersson et al., 2003). Malheureusement pour corriger les distorsions des
différentes pondérations de diffusion cette approche double le temps d’acquisition. Pour
ne pas augmenter de fagon drastique le temps d’acquisition, nous avons décidé d’appliquer
la méme correction pour toutes les valeurs de pondération de diffusion. Nous avons com-
mencé et validé I'intégration de cette étape supplémentaire pour les images A0 (Figure
8.1). Une étape supplémentaire de validation est donc nécessaire avant d’appliquer sys-
tématiquement cette correction pour toutes les pondérations de diffusion des acquisitions

futures.
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FIGURE 8.1 — Coupes axiales d'images IRM (A0) avec un encodage de phase de bas en
haut (A) et de haut en bas (B). Le résultat d’une correction "top-up" (C) est obtenu a
partir des images A et B.

L’analyse volumétrique peut également bénéficier d’'une approche statistique avec la
méthode VBM ("Voxel Based Morphometry") (Ashburner et Friston, 2000) pour détecter
des variations de volumes a ’échelle du voxel plutot qu’a I’échelle de régions d’intérét rela-
tivement larges dans lesquelles des variations opposées auraient pu se compenser (Figure
8.2). Cette option aurait toutefois nécessité des cohortes plus larges afin d’atteindre des
seuils statistiques satisfaisants aprés I’application d’une correction pour les comparaisons

multiples.

FIGURE 8.2 — Résultats de 'analyse VBM réalisée sur les sujets WT Sham (Ngpem =20)
et irradiés 1 Gy a E14,5 (N;gr = 13). Le seulil statistique a été fixé a 0,05 et 1’échelle de
couleur donne la valeur statistique t pour le contraste Sham > IRR. L’atrophie chez les
sujets IRR est globale et significative pour la majorité des régions.
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Au-dela de ces considérations techniques, la limite plus importante de nos études
concerne 1’état d’avancement de nos données histologiques. En effet, il reste a conforter les
interprétations de nos variations de S-Index par des corrélats cellulaires semi-quantitatifs
tels que 'estimation de densités de cellules neuronales, gliales et microgliales. Ces études
histologiques sont en cours et devraient bientot étre disponibles pour parfaire notre vision
globale des atteintes des différentes populations cellulaires. L’ensemble de nos données
seront alors (re)soumises pour publication dans des revues & comité de lecture. Avec ces
validations histologiques en main nous pourrons remplacer avantageusement pour le calcul
du S-Index la librairie de signaux "signatures" aujourd’hui arbitrairement utilisée dans

cette thése par des signaux de référence réels.

Perspectives

En conclusion la méthodologie développée (IRM de diffusion par Signature Index et
analyse semi-automatique par régions cérébrales) permet de mettre en évidence, in vivo
et de maniére non invasive, les effets de 'irradiation sur le cerveau, aux échelles macrosco-
piques et microscopiques. Il s’agit donc d’un outil trés pertinent pour mieux appréhender
les effets et mécanismes de l'irradiation sur le tissu cérébral. En particulier cette métho-
dologie ouvre la voie a de trés nombreuses études complémentaires que ce soit (i) pour la
complétion et I'affinement de la relation effets-doses, ce qui pourrait impacter les normes
en radioprotection appliquées chez ’'Homme; (ii) pour poursuivre notre exploration des
facteurs de sensibilité et de résilience aux RI qu’ils soient génétiques ou environnementaux
(stress, polluants, ...); (iii) pour utiliser cette démarche dans le but de prédire a 1’échelle
individuelle et a posteriori si un stress génotoxique s’est produit pendant les phases de
développement cérébral et de quel type était ce stress; (iv) pour explorer les effets a
trés long terme chez la souris 4gée ou pour optimiser des protocoles de radiothérapie sur
des modeéles animaux de gliomes avec la possibilité d’évaluer simultanément 'efficacité
du traitement et de suivre longitudinalement les effets sur les tissus sains environnants a
court, moyen et long termes (études longitudinales). Ce dernier axe est particuliérement
intéressant car il correspond le plus clairement aux besoins de la communauté médicale,
en particulier lorsqu’il s’agit de jeunes patients porteurs de tumeurs cérébrales. La métho-
dologie proposée est complétement non-invasive, applicable chez 'Homme en clinique et
il serait stimulant si ce travail de thése permettrait un jour d’améliorer la prise en charge,
le soin et le suivi (par IRM de diffusion notamment) de ces patients pour lesquels la vie

commence.
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Annexe B

Introduction physique de I'imagerie par

résonance magnétique

Dans cette annexe, les bases physiques sur lesquelles reposent I’ imagerie par résonance
magnétique (IRM) seront exposées. L’objectif est de rappeler, ou d’introduire pour les

non-experts, le concept, les séquences de base et les différentes modalités de 'TRM.

B.1 La résonance magnétique nucléaire

B.1.1 Les applications basées sur le principe de la résonance ma-

gnétique nucléaire

Au cours des années 1950, les applications qui reposent sur le principe de la résonance
magnétique nucléaire (RMN) se développérent. La Chimie s’approprie ces connaissances
pour caractériser la matiere condensée et I'industrie Varian s’investit en commercialisant
les premiers spectrométres & électroaimants dés 1953-1955. Les innovations apportées en
RMN aboutirent avec I'apparition de nouveaux spectromeétres et de nouvelles industries
comme Bruker. La résolution des spectres RMN s’améliora notamment avec la méthode
impulsionnelle qui remplaca la méthode continue. Les chercheurs impliqués dans ces inno-
vations ne sont pas en reste puisque certains d’entre eux se sont également vu remettre le
prix Nobel. C’est le cas de Richard Robert Ernst en 1991 qui développa la méthodologie
de la transformée de Fourier (TF) (Ernst et Anderson, 1966; Ernst et al., 1990) qu’il
utilisa lors de ses expériences de spectroscopie RMN a deux dimensions. Cette double TF
fut considérée comme une avancée majeure dans le domaine puisqu’elle permet d’étendre
I’analyse par spectroscopie RMN sur des échantillons plus complexes. Kurt Wiithrich eut
également le privilége d’accéder au prix Nobel de Chimie en 2002 pour ses travaux métho-
dologiques. Il réussit a caractériser tridimensionnellement des protéines par sa méthode
d’assignement séquentiel. Elle consiste a acquérir par spectroscopie RMN 2D une carte
de connectivité 'H -'H spatiale et temporelle.

La spectroscopie RMN se développa dans le but d’investiguer par analyse structurelle
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ou chimie analytique des échantillons variés, de la matiére condensée au petit animal

en passant par les tissus biologiques. En parallele, I'idée d’obtenir des images & partir du
signal RMN émergea et Raymond Vahan Damadian proposa des 1969 d’utiliser la RMN au
service de la santé et plus particuliérement dans la détection de tumeur (Damadian, 1970).
En 1973 Paul Lauterbur développa la technique pour reconstruire des images a partir
du signal RMN du proton de I’hydrogéne (‘H) qu’il baptisa Zeugmatographie (décrite
dans la section B.3.2) (Lauterbur, 2004). Avant de réaliser les premiéres images sur le
tissu humain en 1975, 'TRM fut d’abord testée sur des tubes capillaires et sur d’autres
objets comme le poivron. De son coté et de facon indépendante, Peter Mansfield mit au
point une technique d’acquisition d’images RMN rapide appelée imagerie écho planaire ou
"Echo Planar Imaging" (EPI) en 1977 (Mansfield et Maudsley, 1977). Raymond Vahan
Damadian procéda la méme année a la premiére acquisition IRM chez I'Homme. Ce qui
entraina la fabrication des premiers appareils IRM commerciaux. Lauterbur et Mansfield
recurent le prix Nobel de médecine en 2003 pour leurs contributions dans le développement
de cette nouvelle technique d’imagerie par RMN.

L’IRM est une technique d’imagerie qui utilise la RMN pour explorer de facon non
invasive les tissus biologiques. Le phénoméne RMN, comme son nom l'indique, se déroule
a I’échelle du noyau atomique. Les noyaux atomiques, constitués de protons et neutrons,
possédent un moment magnétique élémentaire (lié & un moment cinétique élémentaire
appelé spin) leur donnant des propriétés magnétiques macroscopiques, de sorte qu’ils
soient sensibles au phénoméne RMN. Les noyaux atomiques ayant un nombre pair de
neutrons et de protons ont, toutefois, un moment magnétique nul. Par exemple les isotopes
naturels du carbone ('2C) et de l'oxygene ('°0) ne sont pas visibles en RMN. Clest
pourquoi pour étudier les milieux biologiques il faut recourir a des isotopes, certes stables,
mais a faible abondance naturelle, ce qui peut conduire a la nécessiter de les injecter (Table
B.1).

L’hydrogene (spin 1/2) est le noyau de référence en IRM du fait :

1. de ses propriétés magnétiques trés favorables

2. de sa trés grande abondance naturelle, principalement au sein de la molécule d’eau
dont la concentration dans les tissus est de 55 M (70% du poids du coprs vient de

I'eau et 9 molécules sur 10 dans le cerveau sont des molécules d’eau).

Par la suite, on ne s’intéressera donc qu’a 'TRM des spins des protons de 'hydrogéne, que

’on notera simplement par 'H.

B.1.2 De l'aimantation microscopique (ji), & aimantation ma-

croscopique (M)

La RMN est un phénomeéne physique qui se base sur les interactions entre le moment
magnétique /i du spin, défini dans la section B.1.1 précédente, avec un champ magnétique

extérieur. Tout comme le ferait un aimant, en I’absence d’un champ magnétique extérieur,
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Isotope Valel%r Abondance gyr(f:;l:é)rfg;ique Sensib.ilité F\réquence RMN
de spin naturelle (%) (107rad x T-1 x 5-1) relative a 2,35T (MHz)

'H 1/2 99,985 26,752 1 100

’H 1 0,015 4,107 1,45x10-6 15,351

SHe 1/2 1,4x10-4 -20,380 9,75x10-7 76,181

"Li 3/2 92,58 10,398 0,272 38,866

13C 1/2 1,108 6,728 1,76x10-4 95,145

N 1 99,63 1,934 1,00x10-3 7,228

N 1/2 0,37 -2,712 3,86x10-6 10,137

70 5/2 0,037 -3,629 1,08x10-5 13,562

PR 1/2 100 25,181 0,834 94,094

23Na 3/2 100 7.08 9.27x10-2 926,466

31p 1/2 100 10,841 6,65x10-2 40,481

IK 3/2 93,1 1,25 4,75x10-4 4,672

129X e 1/2 26,44 -7,452 5,71x10-3 27,856

TABLE B.1 — Les différents isotopes sensibles en RMN et leurs caractéristiques. Les valeurs
sont issues de De Graaf (2007). La sensibilité relative est calculée comme étant le produit
de la sensibilité magnétique avec la I’abondance naturelle par rapport a la sensibilité du
1.

le moment magnétique /i de chaque spin individuel est orienté de fagon aléatoire (Figure
B.1,A). En présence d'un champ magnétique extérieur noté By et orienté suivant Z comme
sur la Figure B.1, les moments magnétiques (i des spins individuels s’orientent suivant

B}, mais de fagon paralléle ou anti-paralléle (Figure B.1,C), correspondant a deux états

énergétiques :
E = —fi x By (B.1)
= mSX’YX%XBO (Bz)
+1 x v x £ x By, (B.3)

avec By l'intensité du champ magnétique en Tesla (T), v le rapport gyromagnétique
(MHz/T) et h la constante de Planck (h = 6,6 x 10—34 J.s) (Figure B.1,B). La répar-
tition entre ces deux orientations obéit a la loi statistique de Maxwell-Boltzmann, avec
un trés léger excédent en faveur de l'orientation paralléle a la température ambiante (ou
celle du corps), de l'ordre de 1 x 1075, C’est cette infime différence qui va étre respon-
sable du moment magnétique microscopique, M, utilisé en IRM (donc orienté suivant
go, Figure B.1, D). Comme cette différence dépend directement de I'intensité By, on voit
I'intérét d’utiliser des champs magnétiques élevés (11,7 T pour les études présentées dans

le manuscrit).
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FIGURE B.1 — De I'aimantation microscopique fi & 'aimantation macroscopique M. En
I’absence de champ magnétique extérieur, les moments magnétiques s’orientent aléatoi-
rement et possédent une valeur de spin + 1/2 (A). En présence d’un champ magnétique
extérieur 50, les moments magnétiques se distinguent par la valeur de leur spin ( + 1/2
ou -1/2) (B) et s’orientent parallélement ou anti-parallélement a By (C). L’aimantation
macroscopique M résulte de la somme des moments magnétiques microscopiques /i (D).

B.2 Expérience canonique de résonance magnétique

B.2.1 Excitation radiofréquence

La différence d’énergie entre les niveaux "paralleles" et "anti-paralleles" est égale a :

By
hx'yxgzhu (B.4)
Il est alors possible d’'induire des transitions des moments magnétiques entre ces deux
niveaux en "irradiant" les noyaux par des ondes électromagnétiques (photons) d’énergie
correspondante, soit de fréquence v = v x % : ¢’est le principe fondamental de la RMN.
Pour le noyau d’hydrogene cette fréquence, appelée fréquence de Larmor, est de 42,6
MHz/T. Nous nous plagons donc dans le domaine des radiofréquences, bien loin des rayons
X ou vy qui sont aussi utilisés en imagerie, mais avec leurs effets ionisants. C’est pour cette
raison que le terme "nucléaire" a été retiré pour 'RM afin d’éviter toute confusion.
Une expérience de RMN va donc consister & modifier cette aimantation macroscopique
d’équilibre via des impulsions radiofréquences (RF) (cette "excitation" peut aussi étre
réaliser de maniére continue, mais pas en IRM) et & recueillir les photons qui vont étre
réémis par les noyaux quand ceux-ci vont retrouver leur aimantation d’équilibre.

Ces impulsions vont avoir deux effets :

1. une perturbation de ’équilibre entre les états parallele et anti-paralléle avec deux
situations particuliéres, ’annulation de I’aimantation macroscopique M, (on parle
d’impulsions 90° car tout se passe comme si I’aimantation macroscopique avait
basculé dans un plan transversal) et I'inversion de I'aimantation en -M, (impulsion
dite 180°).

2. une mise en cohérence des moments magnétiques élémentaires. A ’équilibre les

moments élémentaires ne sont pas en fait tout a fait alignés avec By mais obéissent
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a un mouvement de précession (comme une toupie précesse autour d’un champ de
gravité terrestre), chacun de maniére indépendante. Sous 'effet d’'une impulsion
RF les moments magnétiques vont synchroniser leur précession, ce qui fait appa-
raitre une composante transversale M,,. L'impulsion 90° induit la synchronisation

maximale tandis que I'impulsion 180° ne crée aucune composante transverse M,,,.

I se trouve que la composante transversale, M,, précesse autour de l'axe Z (défini
par By) a la fréquence de Larmor. Les équations de Maxwell (électromagnétisme) et
la loi de Biot et Savart nous indiquent qu’en plagant une boucle de conducteur dont
I'axe est dans le plan XY (perpendiculaire & go) ce moment magnétique tournant y fait
apparaitre un courant. C’est le signal RMN qui sera utilisé pour faire les images IRM.
La composante longitudinale du moment macroscopique M, ne "tournant" pas dans une
boucle de courant d’axe paralléle a By ne verrait aucun courant (et donc aucun signal).
Cette différence fondamentale (qui s’explique par la valeur du spin du photon qui est de
1, ce qui lui vaut d’avoir une polarisation circulaire positive ou négative) va avoir des
conséquences majeures en IRM.

En effet pour des raisons techniques les aimants des scanners IRM ont la forme de
cylindres (solénoides réalisés a partir de matériaux supraconducteurs afin d’y faire circuler
des courants de trés haute intensité pour atteindre des champs magnétiques suffisamment
élevés). Le champ By est donc dans l'axe de ce cylindre, tout comme l'axe des sujets
d’expérimentation (Homme, rongeurs, échantillons etc.). Il serait tentant d’envelopper la
téte des sujets d’une série de boucles de conducteurs (bobine) afin d’amplifier le signal
recueilli, mais cette configuration est interdite (axe paralléle a 50). Faute de pouvoir
disposer d’aimants gigantesques (permettant de positionner les sujets transversalement)
il faut donc se contenter de boucles positionnées parallélement au corps (bobines dites de
surface), avec une couverture a distance et bien moins optimale du cerveau.

D’autre part, les impulsions 90° et 180° jouent un role fondamental en IRM et leur
calibration (qui dépend de la configuration des sujets) est une étape importante précédant

I’acquisition des images.

B.2.2 Evolution de I’aimantation au cours du temps

Les signaux induits par les impulsions RF (via 'aimantation transversale M,,) ont
une vie courte (quelques millisecondes ou dizaines de millisecondes) du fait du retour a
I’équilibre de 'aimantation macroscopique a ’arret des impulsions. Tout d’abord, la syn-
chronisation des moments magnétiques élémentaires va rapidement disparaitre, ce qui va
annuler M, et donc le signal. Cette désynchronisation est le fait que ces moments "voient"
des champs magnétiques qui sont localement un peu différents. Phénoménologiquement
la décroissance de M,, suit une loi exponentielle de constante de temps Ty (temps de
relaxation spin-spin ou Ty) ou T3 si on inclut des sources externes d’hétérogénéité de
champ, comme par exemple prés des interfaces entre ’air, les os et les tissus. Une autre

partie imporante d'un examen IRM est le "shim", c’est a dire le réglage de 'homogénéité
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du champ magnétique dans la partie du corps a imager a 'aide de variations de champ

induites par de petites bobines de courant (bobines de shim).

Parallélement, mais en général avec une constante T; plus longue, la composante lon-
gitudinale M, va retrouver sa valeur d’équilibre (donnée par la statistique de Boltzmann).
Cette constante dépend de l'intéraction des moments élémentaires avec les atomes et

molécules présents dans les tissus (relaxation spin-réseau).

B.2.3 Equation générale et référentiels

Une expérience de RMN ou d’IRM va consister en I'utilisation de combinaisons d’im-
pulsions RF ("séquence IRM") qui vont manipuler I’aimantation des noyaux d’hydrogeéne,
jouant sur les évolutions temporelles de I’aimantation transversale et longitudinale, via les
temps de relaxations Ty ou T et Ty. D’une part il va falloir profiter des courtes périodes
pendant lesquelles ’aimantation M,, existe pour enregistrer des signaux nécessaires a la
création d’images, d’autre part on va moduler 'amplitude de M,, via les constantes de
relaxation qui varient beaucoup selon les tissus et leurs états, ce qui est a l'origine du

contraste générique dans les images IRM, avec la densité des noyaux hydrogeéne.

En I’absence d’échange chimique et de diffusion, ’évolution temporelle de ’aimantation
M est décrite par Péquation de Bloch (Torrey, 1949) :

dﬂgt(t) — yM(t) x B(t). (B.5)

—

avec B(t) le champ magnétique effectif auquel 'aimantation est soumise a I'instant ¢.

Elle décrit phénoménologiquement la précession de M autour de By dans le référentiel
fixe ou référentiel du laboratoire. Ce référentiel utilise un systéme de coordonnées carté-
siennes (Oxyz), comme représenté sur la Figure B.2. Il existe un autre référentiel dans
lequel la résolution de ce systéme d’équations différentielles est simplifiée : le référentiel
tournant. Ce référentiel noté (Ox’y’z’) est le référentiel dans lequel le plan (Oxy) tourne
autour de l'axe (Oz) a une vitesse angulaire w = —yBy. Le champ gl apparait alors

stationnaire (Figure B.2).

Pendant ’excitation

-

Au cours de l'excitation, le champ magnétique effectif B(t) est égale a la somme de
gg et de Bl_(t) .

— —

B0 = B+ Bilt) = (B2 ) @+ B (B.6)

avec €, et €, les vecteurs unitaires suivant By et B; respectivement. Le champ —%ez est
équivalent a la rotation du repére tournant. Lorsque Bj est a la résonance (w = wy), le

champ B(t) est alors égal a Bl_(t). Par conséquent, seul le champ B; peut influencer M
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z
B,
—_—
v 2 Y
X X’
Reférentiel du laboratoire Référentiel tournant

FIGURE B.2 — Systéme de référentiels utilisé pour la description de ’évolution de I'aiman-
tation.

et 'équation (B.5) dans le référentiel tournant devient :

d]\é;@) = Y M'(t) x Bi(t). (B.7)

L’aimantation M décrit alors un mouvement de précession autour de B,. A la ré-
sonance, une fraction de l'aimantation longitudinale est excitée et bascule suivant B}.
Tandis que 50 effectue une rotation autour de gl a la vitesse angulaire wy =271y = vB;.

Lorsque 'on applique B, pendant un temps 7 relativement court, I’aimantation lon-

gitudinale M, est alors basculée d’un angle a= wy X 7 = 2747

Aprés Pexcitation

Par contre lorsque 'impulsion RF cesse, B(t) — By et Péquation (B.5) décrit un
mouvement de précession libre de M’ autour de By dans le référentiel fixe du laboratoire
(Oxyz) (Figure B.3). L’équation (B.5) se décompose suivant les trois composantes (M, (%),
M, (t), M, (t)). En prenant en considération les phénomeénes de relaxation des spins qui se

produisent a la suite d’une excitation (a«=90°) lorsqu’ils retournent a leur état d’équilibre,

on obtient :
dl\{;; () _ vy (M () Bo(t) — M (t) By (t)) — M;Q(t)
dMoZ; W (M (0)Ba(t) = Mo () Bo()) - MyT’2(t) B
dl\{;;(t) — 4 (M (t) By, (t) — M, (t) Byo(t)) — %1—]\/[0

avec T; ou Ty les temps de relaxation du systéme de spins. Sans ’ajout de ces termes,

I’aimantation suivrait un mouvement de précession perpétuel, ce qui n’a pas de sens
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FIGURE B.3 - Evolution temporelle de
l’aimantation transversale dans le réfé-

y X rentiel fixe du laboratoire : précession
libre.

physique. La résolution de ce systéme d’équations est simplifiée lorsque 'on adopte le
référentiel tournant (Ox’y’z’). Les composantes (M (t), My (t), M.(t)) sont reliées aux

composantes (M,(t), M,(t), M,(t)) par les équations :

M. (t) = Mycos(wt) + M,sin(wt)
M, (t) = Mycos(wt) — Mysin(wt) (B.9)
M;(t) = Mz(t)

Dans ce référentiel (Ox’y’z’), la précession de 'aimantation s’effectue a la fréquence (v —

v). L’évolution de l'aimantation est alors régie par le systéme d’équations différentielles

suivant :
dM.(t) B , M. (t)
et (wo —w) M, (t) — T
dMy(t) M)
Fran (wo — w) M_(t) — 7B (B.10)

aMt) ML) = My

dt Ty

En pratique, la relaxation de la composante transversale est noté T%. Elle tient compte

du I'inhomogénétité macroscopique non aléatoire du champ BB dans I’échantillon (ABy).
T% est donc défini par :
1 1
— =—+7(AB B.11
;T Y(ABy) ( )
T% < Ty traduit ’accélération de la relaxation par les inhomogénétités de champ magné-

tique qui peuvent étre causées par le flux sanguin ou la présence de fer dans ’échantillon.
En combinant les équations (B.9) et (B.10), on obtient les solutions de M, (t) et
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M./ (t) dans le référentiel (Ox’y’z’), la composante M, (t) étant une grandeur complexe :
M,/ (t) = Moycos [(wo — w) t] exp (——)

. t
M,y (t) = Mysin [(wy — w) t] exp (——>

Ma(t) = M, (1 —exp (%))

My (t) = My (t) + 1My () = Moexp [i (wg — w) t] exp (_7%)

(B.12)

Le mouvement de précession dans le référentiel (Oxyz) se décompose alors par une
diminution de la composante M./ et une augmentation de la composante M, de facon

exponentielle dans le référentiel (Ox’y’z’) (Figure B.4).

Evolution temporelle de I'aimantation longitudinale Evolution temporelle de 'aimantation transversale
dans le référentiel tournant (Ox’y’z’) dans le référentiel tournant (Ox’y’z’)
Mo /////,,,,, - | Mo —t /
MXIy!(t) = Mye 2
0,63 M,
0,37 M,
-t
M, ) =My(1—e 'm)
T T,

FIGURE B.4 — Evolutions temporelles de l'aimantation longitudinale (gauche, courbe
verte) et transversale (droite, courbe rouge) dans le référentiel tournant a la résonance
aprés une excitation RF de 90°.

B.2.4 Le signal RMN

D’apreés la loi de Biot et Savart, au cours de la relaxation des spins, les variations du
vecteur transversal de I’aimantation (M;,y/) induisent un courant électrique ou différence
de potentiel (ddp) dans I'antenne de réception. En pratique, la bobine de réception est
une boucle dont la normale est placée perpendiculairement a go. On désigne par "Free
Induction Decay" (FID) le signal temporel RMN émis a la fréquence de Larmor a la suite
d’une excitation :

Signal(t) =k x My ,(t) X cos(wot + @) (B.13)

Dans le cadre d’'un monochromate, la FID se traduit dans le domaine fréquentiel par
un spectre défini par une résonance unique vy — v. La partie réelle correspond au spectre
d’absorption a la fréquence vy — v et la partie imaginaire au spectre de dispersion (Figure

B.5).
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S (ua) (a) . (8)
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FIGURE B.5 — Evolution temporelle et fréquentielle du signal RMN. (A) Signal FID en
unité arbitraire d’'un monochromate. (B) Spectres d’absorption et de dispersion obtenus
pour un monochromate. Les spectres d’absorption et de dispersion sont déphasés de /2.

B.2.5 Les temps caractéristiques de relaxation T;, Ts, T3

Tel que formalisé par les équations (B.12), I'évolution temporelle de M est régie par
deux temps caractéristiques T4 et Ts. La relaxation longitudinale ou spin-réseau s’effectue
par des interactions intermoléculaires (rotations, collisions). A contrario, la relaxation
transversale aussi appelée spin-spin est régie par les interactions des spins avec les champs
magnétiques locaux générés par des molécules paramagnétiques comme 1’hémoglobine.
La perte de cohérence de phase redistribue alors 1’énergie entre les spins et provoque la
décroissance de M, , (Figure B.4).

Les valeurs de ces temps caractéristiques varient en fonction de la mobilité des molé-
cules. Par exemple, on sait notamment que le temps T; dans les tissus augmente avec le
champ By tandis que T, diminue. La Table B.2 résume les différents temps de relaxation
pour les principaux tissus cérébraux : la substance grise(SG), la substance blanche (SB)

et le liquide cérébrospinal (LCS).

Tissus T;(ms) Ty(ms)

SG 810 100
SB 680 90
LCS 2500 1400

TABLE B.2 — Valeurs des temps de relaxation des principaux tissus cérébraux a 1 T
(Lakrimi et al., 2011).

Les temps de relaxation Ty, Ty et T% sont a 'origine des contrastes les plus souvent

exploités en IRM anatomique. On parle d’imagerie pondérée Ty, T et T3 respectivement.
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B.2.6 La méthode d’écho de spin

Le signal d’écho a été découvert de maniére fortuite par Hahn qui voyait réapparaitre
un signal sur son oscilloscope bien aprés une impulsion initiale (donc pas une FID) (Hahn,
1950). Il crut d’abord & un artefact, mais comme cet écho est réapparu le lendemain il a
fini par comprendre qu’il s’agissait d’'un phénomeéne avéré. L’écho apparait a un temps 2¢
(aussi appelé temps d’écho (TE)) quand deux impulsions RF séparées par un intervalle
t (ou TE/2) se succédent, la 2°™¢ re-synchronisant les aimantations élémentaires qui se
sont décalées suite aux variations locales du champ. La désynchronisation intrinséque
(Ty) persiste toutefois et 'amplitude de I’écho est inférieure a celle de la FID initiale.
L’amplitude maximale est atteinte avec une paire d’impulsion 90°-180° (séquence d’écho
de spin (SE), Figure B.6). En jouant sur la valeur de TE on peut donc moduler M, et

donc le signal selon la valeur de T’s.

180°

RF

T

I

| ,

Ech

Signal : . cho

Ik ’

1l i
Temps i' I

0 ‘\'FIf/Z ~ TE
- 5 @ @O

FIGURE B.6 — Chronogramme de la séquence d’écho de spin (SE). En I’absence de refo-

calisation, le signal décroit en T%. Avec la refocalisation, les spins sont rephasés au temps
TE.

Si on fait suivre une séquence d’écho de spin (SE) par une autre aprés un intervalle
de temps TR, 'aimantation longitudinale M, peut ne pas avoir retrouvé son état d’équi-
libre, selon le rapport TR/T;. L’aimantation M,, (et donc le signal) du 2°™¢ écho sera
donc amputée, la 2°™ impulsion 90° arrivant sur une aimantation incompléte. La signal
dépendra alors a la fois de Ty et de Ts.

Une autre séquence d’intérét est I'inversion-récupération. Une impulsion 180° est utili-
sée précédant la séquence SE 90°-180° d'un temps TI (temps d’inversion). L’aimantation

M, se trouve donc a une valeur comprise entre -M,, et + M,, (si M,, est 'aimantation a
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I'équilibre) au moment de I'impulsion 90° et le signal résultant (via M,,) en sera dépen-

dant, donnant un contraste dépendant de T;. Avec un temps TT = T;/In(2) Paimantation
M. devient nulle lors de I'impulsion 90°. En présence de deux tissus de T, différents il
devient possible de supprimer la contribution de I'un au signal total. Cette technique est
notamment utilisée pour éliminer la contribution du LCS dans le cerveau ou encore de la

graisse dans la myéline.

B.3 De la RMN a I'IRM

B.3.1 L’ajout de gradients de champ magnétique

Reste a obtenir des images, ce qui signifie encoder dans I'espace 'aimantation M,,.
Une maniére de procéder est de rendre le signal homogéne uniquement dans un petit
volume d’intérét (voxel) et de balayer de cette fagon l’ensemble des voxels de I'objet ou
organe que l’on souhaite imager. C’est la méthode des pionniers comme Damadian et
Hinshaw, mais elle souffre de deux inconvénients majeurs : 'acquisition est trés longue et
les signaux trés faibles (puisque seul le signal d’un voxel est acquis a la fois).

La méthode de Lauterbur est celle qui est restée (et qui lui a valu un prix Nobel en
2003 avec Mansfield). Elle repose sur I'utilisation de gradients de champs magnétiques
(méthode qui avait été aussi proposée par le frangais Gabillard dans les années 1950).
Puisque la fréquence de Larmor dépend de By, on va volontairement rendre By dépendant
de I'espace, de maniére controlée en superposant au champ By un gradient de champ ma-
gnétique G (= dBy/dx, pour la direction X). Au point X le champ est B = By + Gx et la
fréquence de Larmor v(X) = vZ9% e signal IRM devient alors une sorte d’interféro-
gramme comportant une somme de signaux suivant une distribution de fréquences selon
leur origine spatiale. Une TF permet ensuite d’obtenir la distribution des signaux le long
de la direction X. A noter que tous les noyaux d’hydrogéne dans un plan de coordonnée
X auront la méme fréquence, on n’a donc en fait qu’une projection le long de la direction
X. Afin d’obtenir une localisation en 3D dans ’espace il faut donc répéter le processus
d’encodage dans 3 directions perpendiculaires. En pratique, et pour gagner du temps, les
3 encodages vont étre réalisés séquentiellement au sein de la méme séquence en jouant
sur de petites variantes (impulsions de gradients présentes durant les impulsions RF ou
durant 'acquisition du signal ou entre les impulsions RF et la lecture du signal) comme
on va le voir (section B.3.2).

Les séquences décrites précedemment (SE, inversion-récupération) vont donc se com-
pliquer avec ’adjonction d’impulsions de gradient aux impulsions RF, ’ensemble réalisant
une véritable partition. Un point essentiel est que les signaux FID sont quasiment inuti-
lisables en IRM car le signal décroit trop rapidement, surtout en présence d’impulsions
de gradient qui désynchronisent les aimantations, et ne permettent donc pas ’encodage
spatiale. Il est donc nécessaire de "retarder" les signaux pour en permettre ’encodage, ce

qui parait naturellement avec 'utilisation de la séquence SE.
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Un point technique : Comme on peut le deviner la résolution spatiale va dépendre
du pouvoir de séparation en fréquences, et donc de l'intensité des gradients de champ.
Les scanners IRM destinés a ’animal disposent donc de systémes de gradients bien plus
intenses que pour les scanners IRM cliniques. Il faut noter que le champ magnétique
supplémentaire utilisé pour ’encodage est aussi aligné avec go, ce qui veut dire que les
gradients sont en fait dBy/dz, dBy/dy et dBy/dx, ce qui rend la géométrie des bobines
de conducteurs particuliérement complexe a réaliser (motifs en "selle de cheval"). D’autre
part le champ magnétique crée par les courants envoyés dans ces bobines de gradrient va
s’opposer au champ principal, créant des forces de vibrations conséquentes, directement
ou par l'intermédiaire de courants de Foucault induits dans I’ensemble de la structure
du scanner IRM, & l'origine du bruit généré pendant les examens. Ces courants de Fou-
cault, d’autant plus forts que les impulsions de gradients sont rapides et intenses, vont
aussi perturber le champ magnétique localement et donc la correspondance supposée (pro-
grammeée) entre position et fréquence de Larmor. II en résulte des erreurs d’encodage qui
se traduisent par des déformations géométriques des images qu’il va falloir corriger aussi
bien lors de leurs acquisition que du traitement des signaux comme nous le verrons (ce
probléme est particuliérement important pour I'IRM de diffusion avec I’encodage "Echo

Planar Imaging" ou EPI).

B.3.2 Encodage spatial du signal IRM

Une image IRM est une matrice d’éléments de volume de dimensions (Ax, Ay, Az)
appelé voxels. Chaque voxel renferme le signal IRM complexe (amplitude et phase) prove-
nant d’un élément de volume de 1'objet imagé. La correspondance entre 'objet et 'image
se fait via ’encodage spatial du signal IRM. Il repose sur trois méthodes distinctes : la
sélection de coupe, 'encodage fréquentiel et ’encodage de phase. Elles nécessitent 1'utili-
sation de gradients de champs magnétiques, a priori linéaires, suivant les trois directions
de I'espace : G, G, G.. Une autre convention pour les gradients d’encodage peut s’appli-
quer : Geoupe, Gphases Glecture- Pendant I'application des gradients G, G, et G, le champ
magnétique externe vu des spins contenu dans le voxel situé aux coordonnées (g, yo, 20)
est égal a :

B(xo, Yo, 20) = (Bo + G x 20) + (G5 x x0) + (Gy X yo) (B.14)

La combinaison des impulsions RF et des gradients d’encodage donnent lieu a des sé-
quences IRM représentées généralement par un chronogramme. Quelle que soit la séquence
d’imagerie choisie, elle se décompose en trois modules indépendants au minimum : I'ex-
citation, I’encodage spatial et la lecture du signal IRM. Les séquences sont définies par
deux paramétres temporels : le temps d’écho (TE) et le temps de répétition (TR). Le TE
correspond au délai temporelle entre ’excitation et le moment ot le signal est maximum.

Le TR est le délai temporel entre deux excitations successives.
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FIGURE B.7 — L’encodage spatial du signal IRM sur I'axe z, y et x successivement pour
une séquence gradient écho (GE) 2D. Pour 'excitation sélective, un gradient de déphasage
négatif est appliqué a la suite du gradient G, de sélection de coupe.

Sélection de coupe

Le plus souvent les séquences IRM débutent par 'excitation sélective spatialement
d’une coupe (sauf si on procéde & des manipulations d’aimantation de type inversion),
par exemple suivant (Oz) de I'espace d’épaisseur Az comme représenté sur la Figure B.7.
Elle s’obtient par I'application concomitante de I'impulsion RF d’excitation et du gradient
de sélection de coupe G,.

La fréquence de I'impulsion RF (v) détermine la position z des spins destinés a étre

basculés :

V(z) = % (Bo + G, x 2) (B.15)

En pratique, ’épaisseur de coupe Az est définie par les paramétres du gradient G, et

de I'impulsion RF :
2 Av
Az =

v x G,

(B.16)

avec Av la bande passante de I'impulsion RF et G, l'intensité du gradient.

Encodage de phase

Dans I'exemple explicité sur la Figure B.7, nous avons choisi d’effectuer ’encodage de
phase suivant la direction (Oy) et I'encodage de fréquence suivant la direction (Ox). A
la suite de 'excitation sélective, I’encodage de phase consiste a appliquer le gradient de

champ magnétique G,,. Les spins acquierent alors une phase ¢ qui varie selon la position
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sur I'axe (Oy) et le temps ¢ aprés Uexcitation suivant I’équation :

Sy.t) = /tw(y,t)xdt:/otyx(Bo—irGyXy)xdt (B.17)

0
t t
o(y,t) = ’yBo/ dt—i—y/ Gy xyxdt (B.18)
0 0

Encodage de fréquence

Enfin, ’encodage de fréquence consiste en ’application du gradient de champ magné-
tique G, au cours de la lecture de 1’écho de gradient. La fréquence de précession dépend

alors linéairement de la position des spins sur l'axe (Ox) suivant I’équation :
w(z) =v(Bo+ B(x)) =7 x (By+ G, X 7) (B.19)

Ainsi aprés l'application de ces trois méthodes d’encodage, chaque voxel de la coupe
sélectionnée de coordonnées (g, yo) contient une densité de spins p(xg, yo) avec une phase
®(yo) et une fréquence de précession v(xg). Ainsi, le triplet (coupe, phase, fréquence) donne
la localisation du signal IRM. Dans cet exemple, on considére un encodage cartésien de

I’espace de Fourier.

Espace de Fourier (k-space)

L’espace de Fourier, aussi appelé k-space est un espace mathématique dont les axes
principaux sont les fréquences spatiales &, ky, k.. Tout comme I’espace image, le k-space
est représenté par une grille de dimensions Ny, x My, en 2D. En reprenant ’exemple de la
séquence GE 2D de la Figure B.7, a chaque TR une nouvelle ligne du k-space est acquise.

L’espace de Fourier est alors rempli sur une grille cartésienne tel qu’illustré sur la Figure

B.8.

199



ANNEXE B. INTRODUCTION PHYSIQUE DE L’IMAGERIE PAR RESONANCE
MAGNETIQUE

A 4 v v A 4 A 2 v A

FIGURE B.8 — Encodage spatial du signal IRM et espace de Fourier. Trajectoire dans
I'espace de Fourier avec un encodage cartésien (A). A chaque nouveau TR, une ligne de
I’espace de Fourier est acquise dans la direction k_; selon I’encodage présenté sur la Figure
B.7. L’encodage du signal selon la méthode EPI (B) repose sur (i) la position de Iorigine
dans 'espace de Fourier, (ii) la lecture dans le sens donné par k., via le gradient de lecture
G, (iii) changement de position sur l'axe k,, via le gradient de phase G, (iv) la lecture
dans le sens donné par —k,. La trajectoire dans I'espace de Fourier associée a I’encodage
EPT est représenté en (C).

G, et G, permettent de se déplacer suivant k, et k, respectivement. Le centre de
I’espace de Fourier correspond aux faibles déphasages tandis que la périphérie correspond
aux déphasages plus élevés. Le contraste de I'image est encodé sur les basses fréquences
spatiales tandis que les détails liés a la résolution de I'image sont encodés sur les hautes
fréquences spatiales.

La fréquence d’échantillonnage dw est restreinte par le théoréme de Nyquist-Shanon :

Ow, 2Wimax (B.20)
Sw, > —-G,FOV, (B.21)
27

v

avec 1=X, y, z et F'OV,., le champ de vue dans la direction r de I’espace image.
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Pour rappel, le signal provenant d’un voxel (x, y) recueilli au temps d’écho TE est un

signal complexe donné par :

s(z,y) = plz,y) x exp(ig(z,y)) (B.22)
= p(z,y) X exp(ivyBoTE) x exp(ivGymyx) x exp(ivGyryy)  (B.23)

Avec p(z,y) la densité de protons et 7,7, la durée des gradients G, et G,. Au total, le

signal de la coupe est obtenu en sommant le signal de chaque voxel :

Sy = [ / (2,9) (B.24)

S(z,y) //p(m,y} x exp(iy(Gympx + Gy1yy))dady (B.25)
S(z,y) o / / p(x,y) x exp(ivy (ke + kyy))dzdy (B.26)
x TF(p(z,y)) (B.27)

(B.28)

avec k, = vG,7, et k, = yG,7,. De facon plus générale : k,(t) = 7f(f Gydt et k, =
v fot Gdt. La densité de proton p(z,y) est alors obtenu par TF inverse du signal.

Outre le schéma d’encodage cartésien présenté sur la Figure 3.5 (A), il existe une
multitude de schéma d’encodage : radial, spatial, spirale, aléatoire, etc. (Zhu et al., 2013;
Scheffler et Hennig, 1996; Wright et al., 2014). Des techniques d’encodage ont également
été développées pour ne pas acquérir I'intégralité du k-space tout en conservant le signal
nécessaire a la reconstruction de I'image IRM. Par cette méthode de sous-échantillonnage,
le nombre d’excitations et par conséquent le temps global d’acquisition est réduit (Wu et
Miller, 2017; Scheffler et Hennig, 1996). Une autre technique consiste a acquérir le maxi-
mum de points dans l'espace de Fourier, voir leur intégralité (si on ne sous-échantillonne
pas), en un seul TR : c’est la méthode de I'imagerie écho planaire ou EPI (Poustchi-Amin
et al., 2001). Son principe est présenté sur la Figure 3.5 (B et C). Le k-space est balayé de
gauche a droite et de haut en bas avec un schéma d’encodage de type créneau (dans le cas
d’un encodage blippé). Le gradient de codage de phase (en orange sur la Figure 3.5 B et
C) est intermittent et se répéte, alors que le gradient de codage en fréquence est continue,
seul son signe est inversé aprés chaque blip. L’inconvénient de cette méthode est qu’elle
nécessite des gradients a la fois intenses (lecture rapide du signal) et performants avec
des temps de montée relativement courts pour les commutations de gradients. De plus
I’encodage EPI est également sensible aux artefacts de déplacement chimique eau-graisse,
qui se manifestent par le déplacement du signal de la graisse dans la direction de phase,
c’est pourquoi il est recommandé de procéder a une saturation du signal de la graisse.
Les distorsions géométriques sont une autre source d’artefact qui est favorisée lors de
I’emploi d'un encodage EPI, notamment a cause de la présence de courants de Foucault.

Ils favorisent également I’apparition d’artefacts de Nyquist du fait de l'acquisition non

201



ANNEXE B. INTRODUCTION PHYSIQUE DE L’IMAGERIE PAR RESONANCE
MAGNETIQUE

parfaite de I’échantillonnage en fréquence. L’EPI est particuliérement utilisé en IRM de

diffusion qui nécessite sans cela un temps d’acquisition relativement long et entraine donc
une sensibilité accrue aux artefacts de mouvements comme le ghosting. Il s’agit d’appari-
tion d’images fantomes (augmentation d’intensité du signal dans une zone ot il n’est pas
censé étre produit ou une diminution du signal qui devrait étre produit), dans la direction

d’encodage de phase.

B.3.3 La séquence d’écho de gradient

Parmi les séquences d’acquisition du signal IRM, on retrouve la séquence d’écho de
gradient (GE pour "gradient echo"). Une séquence GE débute par une excitation avec un
angle de bascule a < 90°. La lecture du signal IRM (FID) est conjointe a I’application
d'un gradient bipolaire. Le premier lobe de ce gradient bipolaire, appelé gradient de
rephasage (G(—)), est appliqué en amont du second lobe (G(+)). L’aire du gradient G(—)
correspond & la moitié de l'aire de (G(+)) et son intensité est de signe opposé mais de
valeur absolue égale. La plupart du temps, l'intensité de G(—) est négative alors que celle
de G(+) est positive. L’application de G(—) induit une dispersion de la précession des
spins et donc un déphasage tandis que G(+) permet la refocalisation des spins. Le moment
ou le rephasage est complet est appelé écho. Néanmoins, la séquence GE reste sensible a
la présence d’inhomogénéités du champ magnétique macroscopique T%, T et a la densité
de protons. La Figure B.9 schématise le chronogramme d’une séquence GE 3D. Dans le
référentiel tournant (en négligeant leffet des gradients d’imagerie), le signal IRM obtenu

a partir de la séquence GE est défini théoriquement par 1’équation :

S So X sin(«a) (1 — exp (—%) X exp (—%)) (B.29)
1 — cos(a) X exp (—E) '

T

En fonction du TR, délai temporel entre deux excitations successives, et de la relaxa-
tion des spins, il est possible d’acquérir de multiples échos : ¢’est le principe de la séquence
"multi gradient echo" ou MGE présenté dans la Figure B.10.

Pour un TR faible par rapport a la relaxation des spins, les résidus de ’aimantation
transversale qui précessent dans leur état d’équilibre persistent et contaminent le signal
du TR suivant. Ces séquences portent le nom générique de SSFP pour "Steady State
Free Precession". D’autres séquences dérivées a partir de la séquence GE dites "spoilées"
(séquences SPGR, FLASH, FFE) limitent cette contamination. L’élimination de I’aiman-
tation résiduelle peut s’effectuer par :

— la calibration du TR de fagon a ce que sa valeur soit équivalente & environ 5 fois

la valeur du T% du tissus.

— un gradient de déphasage supplémentaire dont ’amplitude est variable a la fin de

chaque TR.

— une impulsion RF de déphasage. C’est la méthode la plus efficace, elle consiste
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FIGURE B.9 — Echo de gradient 3D & la suite d’une excitation non sélective. L’aire du
gradient G- est égale a la moitié de l'aire du gradient G+. L’écho est recueilli au temps
TE.

a faire varier la phase de fagon aléatoire pour obtenir un déphasage indépendant

spatialement.

B.3.4 La séquence d’écho de spin

La deuxiéme famille de séquence IRM est la séquence d’écho de spin (SE pour "spin
echo"). Le concept de ’écho de spin a déja été présenté dans la sous-section B.2.6. La
séquence d’imagerie SE utilise les impulsions RF de ’écho de spin de Hahn (90°-180°,
sous-section B.2.6) auxquels des gradients de champ magnétique sont ajoutés dédiés a la
localisation spatialement de 'écho recueilli (Figure B.11). Dans le référentiel tournant, le

signal IRM obtenu a partir de la séquence SE est défini théoriquement par I’équation :

TR TE
Ssg = Sp X (1 — exp (_T1> X exp (_Tz)> (B.30)

Mis a part les modules de préparation du signal (nécessaire pour l'inversion-récupération),
il est également possible de modifier cette séquence SE pour obtenir d’autres séquences

IRM. En effet, tant que la relaxation Ty n’est pas compléte, il est possible d’acquérir
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FIGURE B.10 — Chronogramme d’une séquence IRM "multi gradient echo" (MGE) 2D.

d’autres échos. Des impulsions RF 180° sont émises & nxTE/2 avec n = 1, 3, 5, 7 ...
et forment un train d’échos stimulés observés & nxTE/2 avec n = 2, 4, 6, 8 .... C’est le
principe de la séquence CPMG (du nom de Carr Purcell Meiboom Gill)(Meiboom et Gill,
1958) (Figure B.11, B). Globalement, I'inconvénient de ces séquences SE est le TR, relati-
vement long qui entraine des temps d’acquisitions importants par rapport aux séquences
de type GE décrites dans la sous-séction précédente B.3.3.

Des séquences SE dites rapides (Fast SE, Turbo SE) sont utilisées pour pallier a
cet inconvénient. Le nombre d’acquisitions est réduit par le facteur Turbo qui est le
nombre d’échos recueillis durant TR. En effet I’encodage spatial, décrit dans la section
B.3.2, appliqué est différent pour chaque écho, ce qui permet de réduire le nombre de TR

nécessaires pour acquérir le signal de tout un échantillon (Figure B.12).

B.3.5 Principaux contrastes en IRM

L’image IRM repose sur la carte de densité des noyaux 'H des molécules d’eau (p)
dans les tissus. Tel qu’évoqué précédemment, l'intensité du signal IRM est susceptible
de représenter les variations de densité locale des molécules d’eau ainsi que ses caracté-
ristiques. Par exemple la mobilité par les temps de relaxation T; et Ty, ou encore les
variations de concentration locales de molécules paramagnétiques et diamagnétiques qui
influencent la pondération T5.

L’optimisation de ces contrastes passe par le choix des séquences IRM et/ou l'ajout
de modules spécifiques de préparation de ’aimantation M. La Figure B.13 illustre les
pondérations classiques accessibles en IRM. Comme illustré, la pondération en densité de
protons présente un contraste modéré entre les compartiments. Dans le cas d’un mono-

chromate, il est généralement obtenu avec un TE court et un TR long.
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FIGURE B.11 — Chronogramme d’une séquence IRM de type SE.

Le contraste Ty est obtenu le plus souvent a I'aide d’un module d’inversion appliqué
en amont de I'excitation a un temps d’inversion TI. Ce temps est choisi de fagon a ce que
le LCS apparaisse en hypointensité (noir). La SB présentant la valeur de T la plus courte
posséde 'intensité la plus élevée tandis que la SG présente une valeur de T intermédiaire
associée a un contraste gris.

Le contraste Ty est le plus souvent obtenu a l'aide d’une séquence appartenant a la
famille des séquences SE. La valeur effective du TE est choisi de sorte a étre similaire au
Ty des tissus et le TR long. Les hypersignaux dans les images pondérées Ty sont relatives
au LCS et/ou aux oedémes. L’intensité du signal est plus modérée pour la SB alors que
la SG apparait grise.

Outre les contrastes T et Ty, 'TRM est une modalité d’imagerie versatile qui génére de
trés nombreux contrastes en raison de sa sensibilité & un certain nombre de phénomeénes
physiologiques. C’est le cas de I'IRM de diffusion (chapitre 3), de 'TRM fonctionnelle
(Ogawa et al., 1990; Keilholz et al., 2017) ou encore de la spectroscopie RMN (Prost,
2008).
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FI1GURE B.12 — Chronogramme d’une séquence IRM de type Turbo SE, pour un facteur
d’accélération (Turbo) de 3. En un seul TR, 3 lignes du k-space sont acquises.

FIGURE B.13 — Exemple d’images IRM d’un cerveau humain non pathologique avec diffé-
rents contrastes (Tanenbaum et al., 2017). Différentes pondérations sont présentées : (A)
densité de protons, (B) Ty, (C) Ts.
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Annexe C

Tests de comportements : Matériels et

méthodes

Les expérimentations décrites dans cette section se sont déroulées a 'IRCM (Institut
de RadioBiologie Cellulaire et Moléculaire) au Laboratoire de RadioPathologie (LRP) au
CEA de Fontenay-aux-Roses.

C.1 Effectifs

Deux tests comportementaux ont été réalisés sur les différentes cohortes de souris pour
les études présentées dans les chapitres 5, 6 et 7. Les souris utilisées pour ces deux tests
comportementaux sont des souris males C57BL6 /N agées de 3 mois environ qui n’ont pas
été imagées par IRM. La Table C.1 présente donc les effectifs dédiés spécifiquement aux

tests comportementaux. Seules les cohortes irradiées & PN10 n’ont pas encore été testées

Groupes Open Field 3 Chambers
WT Sham 14 11
WT IRR 1 Gy E14,5 11 10
WT IRR 100 mGy E14,5 18 10
XIf-/- Sham 16 11
Xlf-/- IRR 100 mGy E14,5 15 10

TABLE C.1 — Effectifs des souris appartenant aux différents groupes dédiés aux tests
comportementaux de 1""open field" et du test "3 chambers test for sociability and social
recognition".

avec ces tests.

C.2 Test de I’"open field"

L’"open field" (OF) (Holmes et al., 2002) est une aréne carrée de dimensions 50 x 50

x 40,5 cm® dont le sol et les murs sont des plaques de plexiglass opaques grises. Elle est
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éclairée par une lumiére directe de 55 lux située au-dessus de 'aréne. Le dispositif est
équipé d’un systéme vidéo relié au logiciel Etho Vision (Noldus) par un ordinateur.

Les souris sont placées individuellement dans un coin de ’aréne et sont laissées libres de
I’explorer pendant 5 minutes. La distance totale parcourue est enregistrée par le systéme
vidéo et est utilisée comme un indicateur de I'activité locomotrice. Le temps passé dans la
partie centrale de ’aréne, un carré de 25,5 cm de coté, est également enregistré et mesure

de facon indirecte I'anxiété de la souris.

C.3 Test du "Three-chamber test for sociability and

social recognition"

Le dispositif utilisé pour ce test est une aréne en polycarbonate transparent éclairée
par une lumiére directe de 10 lux située au-dessus de ’aréne. L’aréne est divisée par deux
cloisons transparentes en trois chambres. Une partie de chaque cloison est mobile de fagon
a pouvoir passer d'une chambre a l'autre. Les deux chambres latérales contiennent une

cage ronde en plexiglass fermée (Figure C.1).

Phase 1 : Discrimination objet/congénere

pd il ™

Phase 2 : Interactions sociales

yall| P

T
O

F1GURE C.1 — Schéma du dispositif utilisé pour le "Three-chamber test for sociability
and social recognition". Les phases 2 et 3 du test sont schématisées sur la partie haute et
basse de la figure respectivement.

Le test est divisé en trois phases de 5 minutes (Silverman et al., 2010) :
— La premiére phase consiste a positionner la souris dans la chambre centrale et de

la laisser explorer la totalité du dispositif, y compris les deux chambres latérales
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avec les cages.
— La deuxiéme phase est un test de sociabilité. Une souris male est placée dans la
premiére cage alors qu’un légo est placé dans la deuxiéme (partie haute de la Figure
C.1).
— La derniére phase est un test de nouveauté sociale. Le légo est retiré et remplacé
par une nouvelle souris male (partie basse de la Figure C.1).
Pendant ces trois phases, le temps passé dans chacune des chambres est enregistré auto-

matiquement a l’aide du systéme de vidéo Etho Vision.

C.4 Tests statistiques

Toutes les données basées sur les tests comportementaux sont présentées comme la
moyenne + Uerreur standard de la moyenne (SEM). La significativité des résultats a été

testé avec un test de Mann-Whitney a 1’aide du logiciel Prism.
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Annexe D

Protocoles d’immuno-histologie

Les expérimentations décrites dans cette section se sont déroulées a 'IRCM (Institut
de RadioBiologie Cellulaire et Moléculaire) dans le Laboratoire de RadioPathologie (LRP)
au CEA de Fontenay-aux-Roses.

D.1 Apoptose a court-terme chez ’embryon

Effectifs

Le protocole de fixation lié & la quantification de ’apoptose & court terme a été mené
chez les souris WT et XIf-/- Sham et irradiées & 100 mGy et 1 Gy a E14,5, avec N = 4

pour chacun des 6 groupes.

Fixation

Les tétes des embryons sont prélevées aprés sacrifice par dislocation puis fixées toute
la nuit dans du paraformaldehyde (PFA) a 4 % et imprégnée en paraffine avec le systéme
Tissu-tek (VIP, Leica, Wetzlar, Germany). Des coupes coronales d'une épaisseur 5 ym sont
réalisées au microtome (Leica RM2125RT) et montées sur des lames pour des analyses
histologiques.

Aprés avoir retiré la paraffine et démasqué les coupes au tampon citrate pH6, elles sont
incubées pendant 2h avec du serum fétal bovin a 7,5 % et du serum de chévre a 7,5% dans
du PBS ("phosphate buffered saline") a température ambiante. Les lames sont ensuite
incubées toute la nuit a 4°C avec un anticorps primaire anti-caspase 3 clivée (anti-CC3)
de lapin (Cell signaling, 9661, 1 :200). Apreés ringages au PBS, les lames sont de nouveau
incubées avec I'anticorps secondaire approprié pendant 1h (ici un Goat anti-Rabbit IgG
(H+L), alexa 594, ref A11012, 1 :1000, Thermo). Aprés ringage, le marquage des noyaux
est réalisé avec du DAPI (4’-6-Diamidino-2-phenolindole). Les coupes sont montées sous

Fluoromount (Southern Biotechnologies associates, Birmingham, AL, USA).
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Quantification

Les images sont acquises a I’aide d’un microscope a fluorescence 50i (50i, Nikon, Japan)
avec un objectif x10 (NA = 0,3). Les cellules marquées positivement pour la caspase 3
clivée (CC3) sont comptées sur toute la longueur du télencéphale dorsal (cortex). Les
pourcentages d’apoptose sont calculés sur une zone restreinte d’intérét du télencéphale

dorsal (par exemple les zooms numérotés sur la Figure 5.3 du chapitre 5).

D.2 Calcul d’aire et de densité cellulaire a long terme

chez la souris adulte

Fixation

Les cerveaux des souris WT irradiées a E14,5 a 1 Gy (N;gr = 4) et non irradiées
(Nsham = 6) agées de 3 mois sont prélevés aprés sacrifice (anesthésie puis fixation intra-
cardiaque). lls sont ensuite fixés toute la nuit a 4°C avec du PFA & 4%, puis stockés en PBS.
Les cerveaux sont imprégnés de paraffine avec le systéme Tissu-tek. Des coupes sagittales

de 10 pm d’épaisseur sont coupées et montées sur lames pour les analyses histologiques.

Apreés déparaffinage, les lames sont incubées avec du DAPI (47,6 diamidino-2-phénylindole)

pour marquer les noyaux cellulaires.

Imagerie et quantification

Les images sont acquises sur une coupe compléte a I’aide d’un microscope a fluorescence
50i (50i, Nikon, Japan) avec un objectif x10 (NA = 0,3).

L’aire de la structure cérébrale ainsi que le nombre de noyaux sont estimés avec ImagelJ.
L’aire des différentes structures cérébrales (cortex, bulbe olfactif, hippocampe, hypotha-
lamus, thalamus, cervelet, corps calleux et mésencéphale) est définie a 1'aide de I'atlas de
Brain Allen (Allen Institute for Brain Science https://mouse.brain-map.org) que l'on

superpose sur les coupes imagées (Figure D.1).

Le nombre de cellules est compté sur 5 régions : cortex 1, cortex 2, hippocampe,
corps calleux et thalamus (Figure D.2). Les images dans ces régions sont seuillées afin
d’obtenir une image binaire que I’on peut ensuite traiter a I’aide du programme d’analyse
de particules. L’analyse de particules donne le nombre et 'aire du pixel marqué, qui
peuvent étre transposés en nombre de cellules. Le nombre de noyaux marqués est calculé
indépendamment pour chaque région. Le nombre de cellules pour le cortex est obtenu en

moyennant le nombre de cellules contenues dans les régions cortex 1 et 2.
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D.2. CALCUL D’AIRE ET DE DENSITE CELLULAIRE A LONG TERME CHEZ
LA SOURIS ADULTE

FIGURE D.1 — Définition des régions cérébrales sur les coupes histologiques pour le calcul
des surfaces cérébrales. (A) Atlas du Brain Allen. (B) Atlas du Brain Allen supperposé a
une coupe histologique. (C) Définition des régions d’intérét (ROI) sur la coupe histologique
avec Ctx = cortex; BO = bulbe olfactif; Hip = Hippocampe; Cc = corps calleux ; Thal
= thalamus ; Htl = hypothalamus; MB = mésencéphale et Cer = cervelet.

215



ANNEXE D. PROTOCOLES D'IMMUNO-HISTOLOGIE

ROI 3 : hippocampe

ROI 4 : cortex 2

ROI 5 : thalamus

FIGURE D.2 — Représentation des régions cortex 1, cortex 2, hippocampe, corps calleux
et thalamus pour le calcul de densité cellulaire & partir des coupes histologiques marquées
au DAPI.

D.3 Analyses statistiques

Toutes les données sont représentées par la moyenne + 'erreur standard de la moyenne
(SEM). La significativité statistique a été obtenue a 'aide d’un test de Mann-Whitney

réalisé avec le logiciel Prism.
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Mouton, L. and Etienne, O. and Feat-Vetel, J. and Barriere, D. and Péres, E.A. and Boumezbeur,
F.and Boussin, F.D. and Le Bihan D. Noninvasive assessment of neurodevelopmental disorders

after in utero irradiation in mice: an in vivo anatomical and diffusion MRI study. Radiat. Res.

In utero exposure to ionizing radiation can lead to long-term cerebral alterations during
adulthood. Using anatomical magnetic resonance imaging (MRI), it is possible to assess
radiation-induced structural brain damage noninvasively. However, little is currently known
about microstructure alterations in brain tissue. Therefore, this study aimed to establish,
based on an original and robust pipeline of MRI image analysis, whether the long-term effects
of in utero radiation exposure on brain tissue microstructure could be detected noninvasively.
Pregnant C57BL/6N mice were irradiated with a single dose of 1 Gy on gestation day 14.5. At
the age of 3 months, in vivo MRI data were acquired from irradiated (Nigs = 13) and
nonirradiated (Nsham = 21) male mice. An MRI protocol was designed to assess the effects of
radiation on the parameters of brain volume, non-Gaussian diffusion (ADCo, kurtosis, and
signature index) and anisotropic diffusion (fractional anisotropy and mean, axial and radial
diffusivities) in 10 key cerebral structures defined using an in-house atlas of the mouse brain.
Based on the relative amplitude of these anatomical and microstructural changes, maps of the
radiosensitivity of the brain to in utero irradiation were created. We observed global brain
atrophy in irradiated mice with noticeably larger volumes of change in the cortex and the
corpus callosum; we also observed signs of decreased cell density with a significantly higher
mean diffusivity and a lower signature index (S-Index), which is an original measure of cellular
density. Combining anatomical and diffusion MRI is a promising approach to noninvasively

investigate the radiosensitivity of local brain areas in adult mice following in utero irradiation.
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INTRODUCTION

Brain radiotherapy is currently used as a treatment modality for primary and metastatic brain
tumors (1). However, ionizing radiation (IR) may lead to severe neurocognitive decline
(memory, learning and executive function deficits) or dementia (2), especially when
procedures involving IR are performed in children. Radiosensitivity is age- and dose-
dependent, and children under 7 years of age are more likely to develop severe neurological
impairments (2). The highest sensitivity to IR occurs in utero (2-7 weeks postconception in

humans and 6-13 days postconception in mice) (3).

Epidemiological studies have reported long-term radiation-induced brain damage following in
utero exposure either for medical purposes (computed tomography scans (4,5) and
radiotherapy (6)) or following nuclear disasters (Hiroshima, Nagasaki (7—9), and Chernobyl
(10)). Adverse effects are classified as mutagenic, teratogenic and carcinogenic.
Complications, such as growth restriction, microcephaly or mental retardation, are possible

teratogenic outcomes (11,12).

However, such epidemiological studies are challenging, especially studies of in utero exposure,
with little control over the actual dosimetry. Moreover, many confounding factors may
interfere with the results. Preclinical models allow those constraints to be partially alleviated
and allow early radiation-induced biological processes to be better understood using in vitro
or in vivo approaches. Indeed, several studies have demonstrated a decline in neurogenesis
resulting from a decrease in neural stem cell proliferation and an increase in neural progenitor
apoptosis, as well as neuronal differentiation alterations (13). This decline in neurogenesis,
along with neuroinflammation and vascular abnormalities, constitutes early brain radiation-

induced injuries that can cause later neurocognitive deficits (14-16).



In vivo magnetic resonance imaging (MRI) allows preclinical investigations to be carried out
noninvasively and longitudinally. In particular, radiation-induced morphological and
microstructural alterations in the brain have been shown using anatomical (aMRI) and
diffusion MRI (dMRI). While cerebral lesions, such as necrosis and edema, can be tracked with
aMRI, dMRI examines the microscopic movement of water molecules within tissues and is
exquisitely sensitive to changes in tissue microstructure. For instance, diffusion tensor imaging
(DTI), a variant of dMRI, provides information on axonal and myelin damage (axial diffusivity
and radial diffusivity), white matter integrity (fractional anisotropy), and cellularity and
membrane density (mean diffusivity). In a previous study, we introduced a new dMRI
biomarker, the S-Index, short for the “signature index”, which is a distance marker that
estimates the abnormality of a dMRI signal profile acquired at key diffusion-weighting values
compared to a library of simulated generic signal profiles of normal and injured/pathological
brain tissue types (17). In that study, the S-Index was found to be more sensitive for the
detection of the neurogenesis decline in the adult mouse brain than the standard diffusion
parameters calculated from diffusion weighted images acquired along 3 diffusion directions
(apparent diffusion coefficient and kurtosis) (18). To date, most imaging studies have been
conducted on animals irradiated during adulthood (19-22). Only a few studies have examined
the long-term effects of in utero irradiation on the brain, except for volumetric analyses with
aMRI (23,24).

The goal of this study was therefore to assess the ability of our multimodal MRI approach, in
particular the S-Index, to noninvasively detect long-term cerebral alterations in mice after in
utero exposure to IR at a dose high enough to induce neurobehavioral impairment but low
enough to not significantly impact the viability of the mouse pups. Here, we developed an

original image analysis approach based on the semiautomatic delineation of brain structures
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by the registration of the anatomical and diffusion MRI data to the Turone Mouse Brain
Template and Atlas (TMBTA). This pipeline analysis allowed us to determine in a robust and
guantitative manner the long-term local brain damage induced by in utero irradiation; in
particular, we examined the cerebral volume loss and decreased cell density caused by

impaired neural cell proliferation and maturation.

METHODS AND MATERIALS

Animals

The in vivo experiments were performed on pregnant female C57BL6/N mice and their male
offspring (Charles River Laboratories, L'ARBRESLE 4, France). The animals were maintained
with ad libitum access to food and water at a constant temperature (19-22°C) and humidity
(40-50%) on a 12:12-hour light/dark cycle. The experiments were approved by an ethics
committee and government regulatory agency and performed in accordance with rules for

the use of live animals for experimental purposes (APAFIS #20441-2019042915561380).

Irradiation
Pregnant mice were irradiated with a *3’Cs source (GSR-D1 irradiator, GSM GmbH) at 14.5
days of gestation (E14.5). A single dose of 1 Gy was delivered at a dose rate of 0.75 Gy/min

with 100% isodose.

Immunofluorescence staining

Four hours after the single dose of 1 Gy or sham irradiation, pregnant mice at E14.5 were
euthanized humanely. Embryonic heads were then collected and fixed overnight at 4°C by
immersion in 4% paraformaldehyde (PFA) and embedded in paraffin with a Tissu-Tek

processor (VIP, Leica, Wetzlar, Germany). Coronal sections (5 um) were then obtained using a



microtome (Leica RM2125RT) and mounted onto glass slides for histological analyses. After
paraffin removal and citrate treatment, the brain sections were incubated for 1 h with 7.5%
fetal bovine serum and 7.5% goat serum in phosphate-buffered saline (PBS). The sections were
incubated with a primary antibody (rabbit anti-cleaved-caspase 3 (Cell Signaling, Leiden, the
Netherlands, 9661, 1 : 300) overnight at 4°C. After washing, the sections were incubated with
a goat anti-rabbit Alexa Fluor 594-conjugated secondary antibody (Thermo-Fisher Scientific,
1:500) for 1 h at room temperature. After washing, nuclei staining and slide mounting were
achieved with Fluoromount containing 4’- 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Southern
Biotechnologies Associates, Birmingham, AL, USA). The slides were stored at 4°C until
observation by microscopy. Widefield pictures were acquired using a 50i fluorescence
microscope (50i, Nikon, Japan) with a 10X (NA = 0.3) objective. The regions of interest of the
brains, as defined in the dorsal telencephalon, were analyzed. For irradiated (IRR) and Sham
embryos, the percentages of the nuclei (DAPI stained) positive for cleaved-caspase 3 were
determined by using the open platform for scientific image analysis, Imagel

(http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2012).

Histological analyses of the adult mouse brain

Adult mice (3 months old) were perfused with saline solution and, after complete blood
removal, with 4% PFA. Once extracted, the brains were fixed overnight at 4°C by immersion in
4% PFA, placed in PBS and embedded in paraffin with a Tissu-Tek processor (VIP, Leica,
Wetzlar, Germany). Sagittal sections (10 um) were obtained using a microtome (Leica
RM2125RT) and mounted onto glass slides for histologic analyses. After paraffin removal and
citrate treatment, nuclear staining and slide mounting were achieved with Fluoromount

containing DAPI (Southern Biotechnologies Associates, Birmingham, AL, USA). Widefield
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pictures were acquired using a 50i fluorescence microscope (50i, Nikon, Japan) with a 10X (NA
= 0.3) objective. The following brain structures were delimited manually with the Allen Brain
Atlas as a reference: The cortex, olfactory bulbs, hippocampus, hypothalamus, thalamus,
cerebellum, midbrain and corpus callosum (Figure 1). The area of each brain structure was
then estimated by multiplying the total pixel number contained in the structure by the image
resolution (0.42 um?). The cell density of the cortex, hippocampus, corpus callosum and
thalamus was evaluated in a defined area on two slides (one per hemisphere) for each mouse.
To limit the impact of heterogeneity in large structures, such as the cortex or the thalamus, 3
and 2 areas, respectively, with identical surfaces for both slides were considered and then
averaged. Finally, the cell density was estimated as the total number of stained particles
(identified from the DAPI stained pixels using the particles analysis tool of Imagel) divided by

the considered area.

Behavioral tests

Behavioral tests were performed on the Sham and irradiated mice at 3-4 months of age. The
open field was a squared arena (50 x 50 x 40.5 cm) with a gray Plexiglas floor surrounded by
gray Plexiglas walls illuminated by direct overhead lighting (55 lux). The apparatus was
assembled under a digital camera, which was connected to a computer and controlled by the
EthoVision video-tracking system (Noldus, Wageningen, Netherlands). The mice were
individually placed in a corner of the open field and left to freely explore the apparatus for 5
min. The total distance traveled in the arena was recorded as a measure of locomotor activity.
The time spent in the central part (a square of 25.5 cm side) of the open field was

automatically recorded and used to assess anxiety (25).



In the three-chamber test for sociability and social recognition (26), the mice were run
individually in a three-chambered arena made of clear polycarbonate, illuminated by direct
overhead lighting (10 lux). Retractable doorways built into the two dividing walls controlled
access to the side chambers. Each of the two outside chambers had an inverted empty wire
cup. The test consisted of three consecutive trials. In the first 5-min trial (habituation), the test
mouse was placed in the center chamber and was allowed to freely explore the entire
apparatus, and the wire cups were empty. In the next 5-min trial (sociability), an unknown
male congener was placed under one of the two wire cups, while a Lego™ brick was introduced
under the other wire cup. In the last 5-min trial (social recognition), a second unknown
congener was placed under the wire cup where the object was previously located. For
randomization purposes, the object/novel mouse sides were switched between subjects.
Automatic monitoring recorded and scored the time spent in each chamber using the

EthoVision video-tracking system.

MRI acquisitions on adult mouse

MRI acquisitions of 3-month-old mice (Njrr= 13 and Nsham = 21) were performed using an 11.7
T MRl scanner equipped with a CryoProbe dedicated to mouse brain imaging (Biospec, Bruker
BioSpin, Germany). The total acquisition time was approximately 90 min, during which the
animals were anesthetized with 1.5-2% isoflurane in an air/O2 mixture (50:50). The respiration
rate was monitored (60-80 breaths/min), and the body temperature was maintained at
37+1°C using a heated water circuit incorporated into the cradle. The head was placed in a
supine position and restrained stereotaxically by a bite bar and ear pins. For each animal, the
protocol consisted of the acquisition of (i) anatomical T."-weighted (T, ) images

(multigradient-echo sequence, TR =90 ms, 14 echoes with TE ranging from 2.2 to 28.2 ms, and
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resolution = 100x100x100 um3) and (ii) diffusion-weighted images (spoiled PGSE-EPI
sequence, TE/TR = 25.5/3000 ms, resolution = 125x125x250 um?3, 2 segments, §/A = 3/12 ms,
and 19 b-values ranging from 10 to 3000 s/mm? along 6 orthogonal directions of diffusion).

The dMRI acquisitions were repeated three times and averaged.

MRI data processing

Mouse brain template, probabilistic maps and priors. The anatomical images were
segmented and coregistered to the mouse brain TMBTA
(https://www.nitrc.org/projects/tmbta_2019). The TMBTA provides probabilistic maps of
mouse gray matter (GM), white matter (WM) and cerebrospinal fluid (CSF) generated from
138 T,-weighted images acquired in female RjOrl:SWISS mice (8 weeks old, 20-25 g, Janvier
Laboratory, Le Genest-Saint-Isle, France). The TMBTA template is provided with a normalized
version of the Allen Brain mouse atlas (27), which consists of a mosaic of 1320 labeled regions
covering the entire mouse brain. The development of this specific mouse template, priors,
atlas building and normalization processing were performed using previously described
methodologies (28).

Anatomical MRI (aMRI) processing. First, the 14 echo images for each animal were added to
yield individual T;,, images with an optimal contrast-to-noise ratio between gray and white
matter. Those T, images were then processed using a dedicated semiautomatic
segmentation pipeline to create the whole brain, GM, WM and CSF masks (Figure 2). First,
manual alignment and resizing of the T,, image onto the mouse brain template was
performed (Figure 2A). The steps of the pipeline were automated and consisted of the
following. (i) A bias-field correction was applied (Figure 2B) with a nonparametric nonuniform

intensity normalization approach (29) implemented in 3D-slicer (http://slicer.org/), which was



aimed at reducing signal inhomogeneities due to the use of a surface antenna (in the top-
bottom direction). (ii) The full registration parameters between the bias-field corrected T3,
image (Figure 2B) and the template, as well as the GM and WM tissue classification, were
computed using the “Segment” function of the SPMmouse (https://www.spmmouse.org)
toolbox implemented with MATLAB (MathWorks, Natick, MA) (30). Briefly, the function
affinely coregistered the bias-field corrected T5,, (Figure 2B) to the template. Then, for each
voxel, we assigned the probability of belonging to a tissue class (GM, WM, CSF or background)
by fitting the signal intensity with a mixture of Gaussians (four for each tissue class) and joined
the resulting segmentation with the prior information. These two steps (coregistration and
segmentation) were iteratively repeated to extract the GM, WM and CSF signal contributions
from the total T;,, signal (Figure 2C). (iii) The GM and WM probability maps in the individual
aMRI space (Figure 2D) were obtained from the application of the inverse transformation
calculated in step (ii). (iv) The GM and WM probability maps in the aMRI space resulting from
step (iii), for which the values ranged from 0 to 1, were further thresholded to limit the voxel
misclassification (threshold value: 0.5). In this way, a voxel was labeled as WM, GM or CSF
(Figure 2D). Moreover, the voxels marked as CSF were removed from the GM and WM
probability maps (Figure 2E). (v) The final WM and GM masks (Figure 2F) were added to define
the whole brain tissue mask (Figure 2G). The CSF mask definition was established
independently from step (ii) using the 3D semiautomatic active contour segmentation tool
from ITK-Snap (31). Spherical seeds were positioned in the 4 ventricles manually (3 by
ventricle) on the T, image in the aMRI space (Figure 2A), and they were allowed to grow
until they crossed the CSF boundaries. The volume occupied by the seeds was thus assigned
to the CSF volume. The whole-brain, GM, WM and CSF volumes were computed as the voxel

count of their respective masks multiplied by the voxel size (0.001 mm3).
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All the brain structures studied (cerebellum (Cer), cortex (Ctx), hippocampus (Hip),
hypothalamus (Htl), midbrain (MB), olfactory bulbs (OB), striatum (Str), thalamus (Thal),
corpus callosum (cc) and white matter excluding the cc (WM*) were defined based on our in-
house atlas (Figure 3). This ensemble of ROIs was set as a reference “r-atlas” and was used for
the semiautomatic delineation of those brain structures in the individual aMRI space of each
mouse. This process was divided into the following steps. First, the extracerebral signal was
removed from the previous bias-field corrected T,, images (Figure 2B). Then, the
preprocessed T,,, image was registered to the mouse brain template by applying the
nonlinear transformation computed with FSL (32-34), which allowed the transfer from the
individual aMRI space to the mouse brain space (T}, Figure 4). Reversibly, the application of
the inverted transformation T; ! to the ROIs belonging to the r-atlas enabled the definition of

different brain structures in the individual aMRI space (Figure 4, left part).

Diffusion MRI. Images were first denoised by reducing the background noise (17) and then
checked for stability. Stability maps were established by calculating signal variations occurring
between repetitions on a voxel-by-voxel basis. The data sets for which signal variations
exceeded 12% on any brain region on more than one slice were discarded for further analysis.
Ultimately, dMRI data sets from 7/13 irradiated and 14/20 Sham mice were considered in this
study. The signal intensity was then averaged over repetitions for each b-value on a voxel-by-
voxel basis. Based on the diffusion tensor imaging (DTI) framework (35), the diffusion tensor
value was calculated and diagonalized for each voxel, and the following parametric maps were
generated: mean diffusivity (MD), fractional anisotropy (FA), and radial and axial diffusivity
(RD, AD). To optimize sensitivity to non-Gaussian diffusion (known to be more sensitive to

tissue microstructure), the DTI parameters were calculated with relatively high key b-values



(b = 400 and b = 2250 s/mm?) (17,18). To emphasize this “shift” compared to more
conventional b-values (e.g., 0 and 1000 s/mm?), an ‘s’ (as in ‘shifted’) was added to the
relevant DTI quantities (i.e., SsMD, sFA, sRD, sAD) (Figure 5). Notably, the sMD, sRD and sAD
values are expected to be lower than the values of their conventional counterparts MD, RD
and AD, while sFA would be higher than FA. Furthermore, as in a previous study (18), we also
investigated tissue diffusion properties through the intravoxel incoherent motion (IVIM)-non-
Gaussian model (36,37). The diffusion-weighted signals acquired for all 20 b-values were first
averaged over repetitions and directions on a voxel-by-voxel basis and then fitted to the IVIM-
non-Gaussian model equation to provide the following non-Gaussian parametric maps:
apparent diffusion coefficient (ADCo) and kurtosis (K). The IVIM parameters (D* and fivim) were
mostly considered to increase the fit accuracy. In addition, maps of a direction invariant S-
Index (signature index) (17,18) were calculated (Figure 5) after geometric averaging the
images acquired at our two key b-values (400 and 2250 s/mm?). The S-Index value, which has
been shown to be more sensitive for detecting changes in tissue microstructure (18), was
obtained by calculating a signal profile relative to the distance between the experimental
diffusion-weighted signals and a dedicated library of signature signals representing “reference
tissues” (17). Here, the normalized signature signals from 2 tissues, A and B, were used as the
key b-values from data acquired in healthy animals, representing “generic brain tissue”
(Sa(400) = 0.784; Sa(2250) = 0.323; Sg(400) = 0.750; Ss(2250) = 0.251). Tissues exhibiting high
Sl values would correspond to tissues with a high-diffusion hindrance (as in white matter) and
inversely (as in gray matter). A tissue with diffusion properties similar to A will have an Sl value

=75, while a tissue similar to B will have an Sl value = 25.

The average diffusion parameters (ADCy, K, SI, sFA, sMD, sAD, sRD) were also calculated in the

brain structures of interest as defined in our r-atlas following an identical process to that used
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for the analysis of our aMRI data except for a few additional steps: (i) A similar FSL registration
pipeline (32-34) was performed using the average of the 9 nondiffusion-weighted images as
input (Figure 5, top right panel). (ii) To limit CSF contamination within our ROls, voxels with an
sMD value higher than 7x10% mm?/s were eliminated. This threshold was equal to u + 30,
with u representing the mean and o representing the standard deviation of the Gaussian fit
to the average sMD histogram from the Sham cohort. (iii) Additionally, due to residual signal
inhomogeneities particularly close to the radiofrequency coil, 3D “erosion” was applied to
further refine our ROIs. Specifically, in the plane, opening and closing operations were applied
to remove small clusters of voxels that were not connected and to avoid overlap between the
ROIs. In the slice direction, we chose to ignore the slices containing less than 10% of the total

number of voxels in the ROI.
Statistical analyses

Group analysis of our ROI-based aMRI and dMRI data was performed for each derived
parameter to evaluate the significant changes between the Sham and IRR cohorts. The

normalized differences for a given parameter P between the IRR and Sham groups were

calculated as: AP (%) = 100 xp”:’j_w. The significance level (p-value) was computed
Sham

with a nonpaired bilateral Student’s t-test. For each group, the MRI-derived parameters are
presented as the mean + the standard deviation. For both the immunohistological and
behavioral data, the results are presented as the mean * the standard deviation, and statistical
significance was assessed with a Mann-Whitney test performed with GraphPad Prism. The

significance level was defined as p<0.05.

RESULTS



Mouse social behavior impairment after 1 Gy in utero irradiation at E14.5

We first investigated the behavioral consequences of 1 Gy irradiation at E14.5. This dose was
chosen because it did not significantly affect animal viability (Figure 6A), despite the
considerable level of apoptosis in the brain, as shown in Figure 6B. Indeed, a high number of
cleaved caspase-3-positive cells were detected around the lateral ventricles, reaching nearly
16% of cells in the dorsal telencephalon 4 h after irradiation (Figure 6C); this finding was
consistent with previous works showing the high radiation sensitivity of embryonic neural

progenitors (38—40).

Compared to Sham mice, irradiated mice did not display any significant motor defects (Figure
7A-C) as previously reported (3) nor any difference in the time spent in the anxiogenic center
part of the open field (Figure 7D). However, a major difference between Sham and irradiated
mice was observed in their social behavior as evaluated via the three-chamber sociability test
(26). Indeed, Sham mice exhibited a normal preference for social novelty, demonstrated by
the fact that they spent significantly more time in the chamber with mouse #1 than with the
Lego™ brick or later with the “new” mouse #2 than with mouse #1, with which they were
already familiar (Figure 7E). In contrast, no such preferences were observed for irradiated

mice, confirming the impairment of their social behavior (Figure 7F).

Table 1 summarizes changes in area and cellular density, for every brain structure delimited
manually on the DAPI-stained brain slides of the Sham and IRR adult mice (Figure 1). Reduced
areas were observed in IRR mice for 5 out of 8 brain structures, yet this decrease was only
found to be significant in the cortex (Ctx) (the largest ROI) (-11%, p = 0.02). No significant

cellular density variations were observed between Sham and IRR mice.
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MRI analysis and quality check

Through our semiautomatic segmentation and ROIl-based analysis pipeline, 14 volumes (one
for each brain structure, as well as for the GM, WM, CSF and whole brain) were evaluated
from our aMRI acquisitions. Likewise, diffusion parameter maps (Figure 5) were computed
according to the DTI framework (sMD, sFA, sAD, and sRD), IVIM-Kurtosis model (ADCo, K) and
S-Index approach (Sl), and the averaged diffusion parameters were then calculated across the

10 aforementioned ROls.

A quality check of the dMRI data was achieved by comparing the signal variation across the
three repetitions, and the voxels displaying a signal variation above 12% between all
repetitions were not considered further. This voxel exclusion step led to the removal of some
animals from our group analysis, since some ROIs (such as the cerebellum) were not properly
defined due to their particular sensitivity to breathing movements. Ultimately, 7/13 irradiated

and 14/20 Sham mice were evaluated in our group analysis.

Volumetric and microstructural changes assessed using in vivo aMRI and dMRI

Table 2 summarizes the estimated volumes and the volume differences between Sham and
IRR adult mice normalized to Sham mice (AV). As shown in Figure 8, in utero irradiation
resulted in highly significant levels of atrophy in adult mice; the levels of atrophy were 14%
volume reduction for the whole brain, 17% in GM and 7% in WM. The CSF volume variations
were not significant. All the regions except the cerebellum exhibited significant volume
reductions in IRR mice. These significant changes ranged from —3% for the MB to -21%, -22%
and -27% for the Str, Ctx and cc, respectively. A 3D rendering of the long-term normalized

volumetric changes due to 1 Gy in utero irradiation is shown in Figure 9 (AV, left part). Notably,



no anatomical lesions, such as edema or necrosis, were observed on our T, images. In
addition, no significant body weight differences were noted between Sham (24.7 + 2.9 g) and

IRR (22.4 + 1.6 g) adult male mice.

Tables 3 and 4 summarize the estimated non-Gaussian and anisotropic diffusion parameters,
respectively, together with their normalized differences between the Sham and IRR groups for
the 10 brain structures studied. Compared to Sham mice, IRR mice exhibited significant
decreases in the S-Index values in the Thal (-13.3%), Htl (-16.1%) and increases in the ADCp in
the Hip (+1.7%), Thal (+2.5%) and Htl (+3.6%). No kurtosis variations were found to be
significant. White matter alterations were also observed, as shown by the positive and
significant increase in the sMD and sRD (1% and 8%, respectively) and by the significant
decrease in the sFA and sAD (-11% and -5%, respectively) values of the cc. A 3D rendering of
the long-term microstructural alterations, as reflected by S-Index variations, is shown in Figure

9 (ASI, right part).

DISCUSSION

In this study, we managed to noninvasively characterize, at the whole-brain level and for ten
cerebral structures of interest, the long-term effects of 1 Gy in utero irradiation in mice by
combining in vivo anatomical and diffusion MRI and using a dedicated semiautomatic analysis
pipeline. For the first time in a preclinical model of irradiation, 3D maps of the regional volume
reductions and microstructural changes were computed (Figure 9) to illustrate the specific

radiation sensitivities of different brain structures.

Anatomical MRI highlights long-term radiation-induced brain atrophies
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We observed global brain atrophy following in utero 1 Gy irradiation (Table 2), which is
consistent with previous structural preclinical MRI studies that reported whole-brain atrophy
in irradiated rodents at different developmental stages, namely, at the prenatal stage (23,24)
or the postnatal stage (18,19,41). In particular, similar atrophy levels were reported in the
white matter, the hippocampus and the olfactory bulbs (19,41,42). Verreet et al. reported a
15-30% volume reduction for 19 labeled brain structures (23) that were segmented
semiautomatically following a registration of a constructed mouse study template to the NUS
template and atlas (43). Our aMRI-derived observations are confirmed (particularly for the

cortex) by changes in the brain structure areas observed from our histological data (Table 1).

These atrophy levels observed in adult mice are likely the direct consequence of the apoptosis
observed in the irradiated embryos a few hours after irradiation (Figure 6B-C), which is known
to compromise the viability of neural progenitors (38—40) and their development into mature

neurons.

Our ROI-based analysis revealed atrophy of almost all the brain structures as a long-term
consequence of in utero irradiation. Interestingly, this decreased volume is more pronounced
in the cortex and the corpus callosum. Based on the 2D observations, preclinical studies
correlated the reduced cortical thickness with the absence of locomotor deficits (23,44), which
we could reasonably generalize by a cortex volume reduction in 3D, as shown in our animal
model. Indeed, other cerebral structures were also involved in locomotion, mainly the
cerebellum (45), which seemed to be less sensitive to irradiation during brain development in

our study because we observed no impact on the volume.

Notable deterioration in social behavior was observed in irradiated mice. This deficit might be

related to the reduced volumes of the olfactory bulbs, hippocampus, hypothalamus (including



the amygdala) and cortex (including the anterior cingulate cortex), which are all known to have

critical roles in social recognition (46—48).

Although we could not achieve quantitative correlations between the brain structure volumes
and the behavioral parameters in our study, since these experiments were carried out on
different animals, the volumetric observations are consistent with the observed deficit in

social recognition and with the absence of locomotor effects in irradiated mice.

Diffusion MRI reveals long-term radiation-induced microstructural changes

To the best of our knowledge, in imaging studies conducted in animal models to date that
focused on the long-term cerebral impacts of irradiation, embryonic irradiation has only been
shown to lead to the changes in brain structure volume. However, a better understanding of
the consequences of in utero irradiation on other aspects, such as brain structure, function or
connectivity, remains essential, but a better understanding of these consequences requires
implementing structural and functional imaging studies. Thus, diffusion MRI offers particularly
interesting data that could clarify this radiobiology issue, as it allows us to examine cerebral
microstructure modifications. Although several clinical and preclinical studies have
demonstrated that diffusion MRI can be used as an imaging biomarker that is sensitive for
detecting radiation-induced brain damage at the prenatal (3) or adult (22,49-51) stage, to
date, no study has evaluated its relevance for detecting the neuropathological effects
resulting from embryonic irradiation. Interestingly, our MRI results are particularly robust due
to the data analysis, which was based on a dedicated automatic segmentation of several brain
structures, which is different from the results of other preclinical studies using diffusion MRI.
Owing to the present distortions visible on diffusion MRI images, it is challenging to segment

them accurately. To limit the segmentation errors, we choose to alter the ROls at the expense
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of the voxel number included in an ROI. As we cannot change the orientation of the acquiring
diffusion direction, the main point to consider for automatic segmentation is to register the
atlas and ROlIs to the dMRI. The opposite approach would surely lead to errors in the diffusion

parameter estimations.

In the present study, radiation-induced changes in diffusion parameters in the adult brain after
embryonic irradiation were highlighted. We observed sFA, sMD or sRD modifications in
different brain structures that were consistent with the long—term reduction in FA values
(3,20,21,50,52-54) and increased MD or RD values (20,50,53) reported in different irradiation
protocols (dose and age at exposure); we also observed tissue alterations in the gray matter
and integrity impairment in the white matter. A major result of our study is the demonstration
that the S-Index, which characterizes both Gaussian and non-Gaussian diffusion processes in
an efficient manner according to a range of supposed cellular densities in the brain
parenchyma, is a sensitive biomarker for detecting the long-term microstructural alterations
induced by in utero 1 Gy irradiation. In particular, decreased Sl values, which were associated
with an increase in ADCy values, were observed in the hypothalamus and thalamus. These
observations (on Sl and ADCp values) are comparable to those reported in our previous study
of adult mice following 3x5 Gy irradiation (18). While the effects on the cerebellum were
minimal and not significant regarding both volume loss and S-Index decreases, the brain
structures for which a large volume loss was measured did not necessarily also present a larger
S-Index decrease. Therefore, there was no obvious correlation between the volume and the
microstructural radiation-induced alterations in all the brain structures studied. For example,
a large decrease in the S-Index values did not necessarily lead to a high loss of volume (like

that for the hypothalamus), and in contrast, a large volume reduction did not guarantee a high



S-Index variation (like that for the cortex). Unfortunately, we could not establish a link
between the diffusion parameters and the behavioral data because our data for these two
methodological approaches were collected with different animals. Despite this caveat, we
could still qualitatively correlate the S-Index values and the irradiated mouse behavior. While
social behavior deficits could be associated with a large S-Index decrease in the hypothalamus
(amygdala included), the absence of locomotor deficits could be connected to an insufficient
variation in the S-Index value in the cortical region. To test this hypothesis, resting-state
functional MRI (55) could be conducted to better enhance the affected brain structures and

connectivity that lead to a social deficit in our irradiated mouse model.

Even if the interpretation of S-Index changes is not straightforward, the correlation between
the immunohistological and diffusion MRI results investigated in previous preclinical studies
suggests two possible explanations: (i) demyelination in the white matter, especially in the
corpus callosum (39,62), and (ii) a reduction in cell density, particularly in gray matter, such as

that in the hypothalamus, thalamus and olfactory bulbs (53,56).

Advantages and Limitations

In vivo aMRI and dMRI studies constitute a promising approach to investigate radiation-
induced brain alterations noninvasively. This study demonstrates that in vivo aMRI and dMRI
preclinical datasets can be processed in an efficient and robust way using a semiautomatic
ROI-based analysis pipeline to detect subtle morphological and microstructural changes. One
of the main interests in MRI studies relies on three-dimensional whole-brain explorations that

could not be easily achieved with immunohistological methods, especially since they are only
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performed on a few ex vivo slides. Indeed, while our aMRI approach was able to highlight local
brain atrophy levels following in utero 1 Gy exposure, our dMRI approach was able to examine
tissue microstructure alterations, such as lower cellular density in gray matter or impaired

white matter integrity.

Despite the originality of this study, it could be useful to further investigate the cellular
correlates to our MRI observations in the future. Additionally, instead of an ROI-based MRI
analysis, voxel-based analysis methods, such as (VBM: voxel-based morphometry) (19,57) and
FA variations (TBSS: tract-based spatial statistics) could be explored to shed light on the local

heterogeneities within each ROl (58,59).

Conclusions

In conclusion, this study characterized the long-term volumetric and microstructural
alterations induced in adult mice following in utero 1 Gy irradiation. Through the combination
of advanced diffusion metrics, such as the S-Index and a dedicated semiautomatic analysis
pipeline, whole-brain volume and S-Index variation maps were established and illustrated the
regional radiosensitivity of 10 key brain structures. The atrophy levels in irradiated mice were
associated with variations in the S-Index, sFA and sMD values, suggesting demyelination in the
corpus callosum and a loss of anisotropic neural cells in the gray matter. In the future, this
approach should be useful for characterizing the deleterious effects of other irradiation
models, notably at lower doses and/or at other developmental stages, as well as for studying

other environmental stressors in vivo.
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FIGURES

Figure 1: Manual delimitation of different brain structures on histological sagittal slices
based on the Allen Brain Atlas. Using nuclear staining with DAPI, the following brain
structures were investigated: Ctx = cortex; Cc = corpus callosum; OB = olfactory bulbs, Hip =

hippocampus; Thal = thalamus; Htl = hypothalamus; MB = midbrain; Cer = cerebellum.

TEMPLATE

Figure 2: The T3, SPM mouse segmentation pipeline. From a T5,, image (A), the bias-field
correction (B) and the GM and WM probability maps (C) were computed in the template space
(top). In the aMRI space (bottom), the GM and WM probability maps were computed (D), as

well as the GM and WM (F), CSF (E) and whole-brain (G) masks.
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WM*

Figure 3: The mouse brain r-atlas and its 10 segmented regions of interest (ROIls). A, Band C
are 2D views of the mouse brain r-atlas in the axial, sagittal and coronal orientations,
respectively. The 3D rendering is illustrated in image D. In total, 10 ROIs were delineated and
color-labeled: Ctx = cortex, Htl = hypothalamus, Thal = thalamus, Str = striatum, Hip =
hippocampus, OB = olfactory bulbs, MB = midbrain, Cer = cerebellum, Cc = corpus callosum
and WM* = the WM mask excluding cc. On the 2D views, regions in white correspond to the

CSF.
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Figure 4: The ROI mask definition in the anatomical MRI (aMRI) and diffusion MRI (dMRI)
spaces. The ROl masks were extracted from the r-atlas (bottom middle). T, and T, are the
nonlinear transformations between the T,,, images (aMRlI, top left) and the template (top
middle) and between the AO images (dMRI, top right) and the template (top middle),
respectively. The invert transformations, T;; 1 and T;, were applied on the r-atlas to obtain

the data in the aMRI (bottom left) and dMRI space (bottom right).
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Figure 5: Examples of diffusion MRI images and parametric maps. Set of diffusion-weighted

images (different b-values and diffusion encoding directions) and parametric maps for the
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shifted fractional anisotropy (sFA), mean diffusivity (sMD), axial diffusivity (sAD), radial

diffusivity (sRD) and the S-Index (Sl).
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Figure 6: High level of brain cell apoptosis in mouse embryos (E14.5) 4 h postirradiation. (A)
Mean + standard deviation of the number of embryos per litter from Sham (Nsham = 11) and
IRR (Nirr = 7) pregnant mice. (B) Double staining with DAPI (nuclear marker, gray) and cleaved
caspase-3 (CC3: apoptosis marker, red) in Sham and irradiated embryos. Squares 1 and 5
correspond to the location of the zoom (x10) in the dorsal telencephalon for the Sham and
IRR mice, respectively. Scale bar: 100 um, V: ventricle. (C) Mean + standard deviation of the
positive CC3 cell percentage in Sham (Nsham = 4) and IRR (Nirg = 4) mice observed on one slide
section represented in the left part of panel B. Statistical significance was assessed via Mann-

Whitney’s test: *** p<0.001, ns: not significant.
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Figure 7: In utero irradiation alters social behavior in adult mice. Mean + standard deviation
of the distance traveled in the open field test (A), the velocity (B), the immobile time (C) and
the time spent in the center of the open field (D) for the Sham (beige, Nsham = 14) and the IRR
(brown, Njgr= 11) mice. Mean + standard deviation of the time spent by the Sham (E, Nsham =
14) and IRR mice (F, Nirr = 11) exploring the Lego, mouse 1 (M#1) and 2 (M#2) during the
second and third phases of the three-chamber sociability test. Statistical significance was

assessed via Mann-Whitney’s test: ** p<0.005; * p<0.05.
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Figure 8: In utero irradiation results in global brain atrophy. The whole-brain, gray matter
(GM), white matter (WM), and cerebrospinal fluid (CSF) volumes were estimated in irradiated
(IRR, Nigr = 13) and nonirradiated mice (Sham, Nsham = 20) mice. The cross and the line
represent the mean and the median, respectively. The box extends from the lower (Q1) to
upper (Q3) quartile values. The whiskers extend from Q1-1.5x(Q3-Q1) to Q3+1.5x(Q3-Q1).

Statistical significance was assessed with Student’s t-test: *** p<0.001; * p<0.05.

AP (%)
0

Figure 9: Brain structure radiosensitivity maps of in utero-irradiated mice. The 3D renderings
of volume variation (AV) and S-Index variation (ASI) were projected on the r-atlas for the 10

ROIs with coronal and axial clipping plans. AV and ASI are calculated as AP = 100*(Pgr-
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Psham)/Psham With P(parameter)

radiosensitivity level for each brain structure.

= V or group-averaged SI. The color map shows the

Cer
Cix
Hip
Htl
MB
Thal
OB
Cc

Area Cell density
Meant SD Aarea MeanzSD Acell

(mm?) (%) P (number of nuclei/mm?) density (%) P
Sham IRR ROI (mm?) Sham IRR
5.5+0.9 5.0+0.8 -10% ns (p=0.2) - - - - -
6.910.7 6.240.5 -11% 1.9E-02 0.32 22624255 2072+219 -8% ns (p=0.2)
1.3+0.3 1.10.2 -19%  ns (p=0.1) 0.17  1157#253 1317#368  +14% ns (p=0.3)
2.4+0.5 2.6+0.3 +11%  ns(p=0.7) - - - - -
5.7:0.6 5.840.8 +3%  ns(p=0.7) - - - - -
2.610.5 27104 +3% ns (p=0.8) 0.2 21234520 2145+183 +1% ns (p=0.4)
4.9+1.0 4.410.6 -11%  ns (p=0.2) - - - - -
1.210.2 1.0£0.2 -17% ns (p=0.1) 0.13 22494279 2217+260 -1% ns (p=0.8)

Table 1: In utero irradiation seems to reduce the area of brain structures in adult mice. Mean

and standard deviation (SD) of the area for 8 brain ROIs and the cell density in 4 brain ROls,

manually delimited as presented in Figure 1. These measurements were estimated on 2 slides

(one per hemisphere) in Sham (Nsham = 6) and IRR (Nigg = 4) mice. The normalized difference

(A) of the area and the cell density between IRR and Sham mice was reported for different

brain structures. Statistical significance (p-value) was determined by Mann-Whitney’s test.

Table 2: Summary of the volume measurements for each brain structure and the statistical

group comparison. The mean % standard deviation (SD), the normalized difference (AV) and

the p-values (p) of the volume for the 10 ROIs studied, as well as for the whole-brain, gray

matter (GM), white matter (WM) and cerebrospinal (CSF) in IRR (Nirr = 13) and Sham (Nsham =

20) mice.
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Volumes
Mean = SD AV
(mm3) (%) P
Sham  IRR

Brain 365#15 315418 -13.7 1.9E-08
GM 255+11 213#13 -17.2 4.0E-09
WM 110+8 102+10 -7.3 1.6E-02
CSF 8+2 91 +125 ns

Cer 7843 78+2 0.8 n.s

Ctx 131+4 104+6 -21.8 1.7E-10
Hip 43+2  38+2 -18.4 3.2E-09
Htl 27+1 24+1 -7.8 1.2E-05
MB 52+2  50#1 -3.4 1.5E-02
Str 44+1  36+2 -21.4 2.7E-12
Thal 1841 16+1 -16.0 7.9E-08
OB 23+1 20+1  -12.3 B8.9E-10
Cc 26+1 20+1  -27.2 1.2E-15
WM*  45+1 41+1 -7.2 1.2E-06
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Cer

Hip
Htl
MB
Str
Thal
OB
Cc
WM*

ADC, K S-Index

MeantSD AADC, p Mean £ SD AK p Mean £ SD ASI p
(x10* mm¥s) (%) (x101) (%) (%)

Sham IRR Sham IRR Sham IRR

6.2+0.2 6.240.3 -04 n.s 7.740.3 7.4+0.7 -39 n.s 8345 8219 -1.8 n.s
6.9+0.1 7.0#0.1 1.5 n.s 5.34#0.1 5.3+0.1 -13 n.s 3614 324 -9.4 n.s
7.0£0.1 7.1+01 1.7 3.0E-02 5.8+0.3 5903 24 n.s 3843 3516 -7.7 n.s
7.1#0.1 7.330.1 3.6 2.9E-03 6.8+0.3 68404 -0.1 ns 5044  42+4 -16.1 5.7E-04
7.240.1 7.4+03 2.6 n.s 7.1+0.2 72403 1.1 n.s 4614 4244 -7.3 n.s
6.840.1 6.840.1 0.9 n.s 6.1+0.2 5.9+0.2 -2.6 n.s 4713 4543 -5.0 n.s
7.1#0.1 7.3#01 25 G5.2E-03 6.6+0.3 6.6%0.3 -0.2 n.s 4214 37+3  -13.3 5.4E-03
7.04¢0.1 7.1#0.2 1.3 n.s 7.0¢0.1 7.0#0.1 -0.4 ns 534 49+#5 6.0 ns
7.3+0.1 7.3#0.1 0.1 n.s 7.740.2 7.5+0.2 -2.1 n.s 54+3 51+3 -5.1 n.s
6.0¢0.2 63303 36 n.s 9.240.5 8.7+0.6 -49 ns 101+5 91+7  -9.5 1.1E-02

Table 3: Summary of the ROI-based analyses and the statistical group comparison for

diffusion parameters estimated with the IVIM-Kurtosis model and S-Index approach. The

mean * standard deviation (SD); the normalized difference (A); and the p-values (p) of the

apparent diffusion coefficient (ADCo), the kurtosis (K) and the S-Index (Sl) for the 10 brain

structures studied in IRR (Nrg = 7) and Sham (Nsham = 14) mice.
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Cer

Hip
Htl
MB
Str
Thal
OB
Cc
WM*

sFA sMD sAD sRD
Mean £SD AsFA 4] MeantSD AsMD p Mean+*SD AsAD p Mean+*SD AsRD p
(x101) (%) (x104 mm%s) (%) (x10* mm?¥s) (%) (x10* mm?¥s) (%)

Sham  IRR Sham  IRR Sham  IRR Sham  IRR
3.1+0.1 3.1+0.2 -1.3 ns 4910.1 49+0.1 0.6 n.s 6.610.1 6.6+0.1 0.1 n.s 4.1+0.1 4.1+01 1.1 n.s
24401 2.4+0.2 -2.0 n.s 5.7+0.1 5.84#0.1 1.2 n.s 7.210.1 7.2+0.1 0.9 n.s 5.0+0.1 5.1+0.1 1.5 n.s
2.740.1 2.910.3 5.8 n.s 5.7#0.1 5.7+#0.2 -0.1 n.s 7.310.1 7.4#01 1.5 n.s 4.940.1 4.8410.2 -1.3 n.s
4.2+0.1 3.840.3 -9.6 2.0E-02 5.5#0.1 5.7+0.1 3.8 5.8E-04 8.0+0.1 8.010.2 0.4 ns 4.240.1 4.5+0.2 7.1 4.5E-03
3.2+0.1 3.24#0.3 16 n.s 5.5#0.1 5.6+0.1 1.3 n.s 7.4+0.1 7.540.3 1.7 ns 4.6+0.1 4.7+0.1 1.0 n.s
2.840.1 2.6£0.2 -5.4 n.s 5.540.1 5.6+0.1 1.3 n.s 7.1+0.1 7.1#0.1 0.0 ns 4.7+0.1 4.810.1 2.3 n.s
3.3+0.1 3.2#0.1 -4.3 5.2E-03 5.6#0.1 5.7#0.1 1.8 2.3E-02 7.6+0.1 7.610.2 0.4 ns 4.6+0.1 4.8+0.1 3.0 2.8E-04
3.4+0.1 3.3#0.1 -1.9 n.s 4.4+0.1 4.5+0.1 2.1 3.3E-02 7.4+0.1 7.5%02 1.6 n.s 4.4+0.1 4.5+0.1 2.5 2.0E-02
5.0+0.2 4.4+0.6 -11.3 3.4E-02 3.740.1 4.0+0.3 1.3 4.0E-02 8.7+0.1 8.3#0.4 -4.6 3.5E-02 3.7+0.1 4.0#0.3 8.3 1.5E-02
3.9+0.2 3.9+0.2 0.0 n.s 3.5+0.1 4.9+0.1 2.8 2.4E-02 6.7t0.2 6.840.1 2.4 2.8E-02 3.5+0.1 3.6+0.1 3.2 n.s
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Table 4: Summary of the ROI-based analyses and the statistical group comparison for
diffusion tensor metrics. The mean * standard deviation (SD); the normalized difference (A)
and the p-values (p) of the fractional anisotropy (sFA); and the mean, axial and radial

diffusivities (sMD, sAD, sRD) for the different brain structures in IRR (Nrg = 7) and Sham

(Nsham = 14) mice.
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Abstract

XRCC4-like factor (XLF also known as Cernunnos or NHEJ1) is a component of the
ligation complex used in classical non-homologous end joining (NHEJ), a major DNA double
strand break (DSB) repair pathway. XIf-/- mouse embryos exhibit a low deficiency in DNA
repair capacity increasing chromosome instability in expanding neural progenitors at early brain
developmental stage. Strikingly, chromosome instability does not cause a massive neuronal
apoptosis, but induces a premature neurogenesis that decreases neural progenitor expansion and
impairs brain development. Consistently, adult XIf-/- mice exhibit structural brain alterations
and impaired social behaviors and exploratory activity. Thus, a low DNA repair deficiency
inducing premature neurogenesis may be a major cause of neurobehavioral disorders such as

autism spectrum disorders (ASD).



Introduction

Neural progenitor proliferation, migration and differentiation are strictly regulated
spatially and temporally during brain development. During early corticogenesis, the apical
progenitors, namely the radial glial cells (RGC), expand in the ventricular zone (VZ) by
symmetric divisions 1®. Then, they predominantly perform asymmetric neurogenic divisions:
they generate a RGC to maintain the proliferative pool, and either a neuron or an intermediate
progenitor cell (IPC). The IPC migrate to an overlying proliferating layer, the subventricular
zone (SVZ), and ultimately generate a pair of neurons that migrate through the intermediate
zone (1Z) to reach the cortical plate (CP) ’.

Development and function of the nervous system depend on maintenance of genome
stability. Numerous human neurologic disorders result from defective DNA damage signaling
and repair 8. Consistently, knockout mouse models have confirmed the importance of multiple
DNA repair pathways for brain development.

Classical non-homologous end joining (cCNHEJ) is a DNA double strand break (DSB)
repair pathway performing the direct religation of broken DNA ends. DSBs may arise
spontaneously in the brain from various endogenous sources, including replicative or oxidative
stress, or associated with transcriptional activity ®!. NHEJ involves the Ku70/80 heterodimer
(Ku) that binds to DNA ends and recruits the DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
(DNA-PKCcs) generating the DNA-PK holoenzyme. DNA-PK promotes synapsis of DNA ends,
enhances appropriate end processing through activation of the Artemis endo/exo-nuclease and
recruits the ligation complex made of X-ray cross-complementing protein 4 (XRCC4), DNA
ligase IV (LiglV) and XLF !> 13 NHEJ is an integral part of the V(D)J recombination
machinery, which generates a diverse antigenic repertoire during T and B cells development 4,
Human mutations in Artemis, DNA-PKcs, LIGIV, and XLF cause increased cellular
radiosensitivity consistently with the DNA repair defect, various extents of severe combined
immunodeficiency (SCID) due to defective V(D)J recombination, and microcephaly in the case
of LiglV and XLF deficiencies. Generally, these patients do not have profound
neurodevelopmental problems and the neurological disease is not progressive postnatally*®.
Patients with hypomorphic XRCC4 mutations do not harbor any immunological manifestations
but are characterized by major developmental anomalies including the central nervous system
leading to microcephalic primordial dwarfism (MPD) syndrome *°.Confirming the importance
of NHEJ for brain development, complete deficiency in LIGIV and XRCC4 is lethal in utero

in mice because of an aberrant neuronal cell death 12 13.17-20,
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Contrary to Xrcc4-/- or Lig4-/- mice, XLF knock-out (XIf -/-) mice are viable with a
slightly affected immune system 222 and no obvious impairment of brain development has
been reported to date 2> 2. As expected from an NHEJ defect, XIf-/- murine embryonic
fibroblasts show spontaneous cytogenetic abnormalities, and are highly sensitive to ionizing
radiation ! and to the radiomimetic drug phleomycin 22, The mild phenotype of XIf-/- mice has
been shown to rely on compensating pathways from the ATM-dependent DNA damage
response 24" and on overlapping functions between the VV(D)J recombinase protein RAG2 and
XLF in V(D)J recombination, lymphocyte development and the maintenance of genome
stability 2. Furthermore, it has been recently revealed that XLF shares one or more redundant
functions with PAXX, a recently identified NHEJ repair factor, as, unlike Paxx-/- or XIf-/-
single mutants, mice lacking both proteins died in utero with an extensive cell death in the
central nervous system, similarly to Xrcc4 -/- or Lig4 -/- mice %%,

Nevertheless, the consequences of XLF deficiency on mouse brain development have
not been fully investigated. Here we show that the low deficit in NHEJ of XIf -/- mice impairs
brain development and function by dysregulating the balance between expansion of neural
progenitors and neurogenesis, highlighting thus the importance of NHEJ for neural progenitors

at early developmental stages.

Results and Discussion

Low apoptosis and DNA repair deficiency of XIf-/- neural progenitors

We quantified spontaneous apoptosis in the developing brain of XIf-/- mice by
immunostaining of cleaved-caspase 3% (CC3 positive cells). In accordance with previous
reports 2> 2% we did not find a massive apoptosis at any developmental stages contrary to that
described in LiglV or XRCC4 embryos 173 32 However, we observed a low but significant
increase of apoptosis in different regions of the XIf-/- embryonic and post-natal brain (Fig. 1a,b
and Supplementary Fig. 1a,b).

Spontaneous apoptosis peaked at E12.5 in the dorsal telencephalon of XIf-/- mice (Fig.
1a). Apoptotic cells were detected in the proliferative zones (VZ and SVZ) at early time points
of corticogenesis (E11.5 and E12.5) and in the 1Z and CP at later developmental stages (Fig.
1a), suggesting that apoptosis concerns cycling neural progenitors first, then a small fraction of
postmitotic neurons. This strikingly differs from Xrcc4-/- or Lig4-/- embryos, as well as
Lig4Y288C mouse carrying a homozygous, hypomorphic mutation (Y288C) in LIGIV, in which



most apoptosis occurs in post-mitotic neurons within the 1Z and the CP at the peak of
neurogenesis 173133,

In order to more specifically detect the apoptotic cycling cells, pregnant mice at E11.5
were intraperitoneally injected with 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) and 5-bromo-2’-
deoxyuridine (BrdU), respectively 2.5 h and 1 h before sacrifice as previously described 3+ %,
Co-staining of EJU and BrdU with cleaved-caspase 3 confirmed that more than 60 % of
apoptotic cells were stained by EdU and/or BrdU and therefore correspond to neural progenitors
that entered apoptosis during S/G2/M phases (Fig. 1c and Supplementary Fig. 1c), including 29
% cells in early S phase (EdU(-)BrdU(+) cells). Cycling neural progenitors are known to exploit
homologous recombination (HR), the other main mechanism of DSB, as demonstrated by the
massive apoptosis of neural progenitors at early developmental stages in various HR-deficient
murine models 3. Our data evidence that NHEJ is also required to prevent apoptosis of a subset
of neural progenitors during early cortical development albeit in a much lesser extent.

We and others have shown that the embryonic mouse brain is highly radiation-sensitive
30,3438 In order to assess the DNA repair activity of XIf-/- neural cells, we exposed mouse E14.5
embryos in utero to low doses of gamma radiation (10 mGy, 50 mGy or 100 mGy; Fig. 1d).
We found a dose-dependent increase of apoptosis in the embryonic brains 4 hours after
irradiation. As expected from their NHEJ defect, we found a higher number of apoptotic cells
in the cortex of irradiated XIf-/- embryos when compared to irradiated wt controls at each dose
tested (Fig. 1d). Interestingly, apoptosis was already increased in XIf-/- embryos even after
exposure to the very low dose of 10 mGy (Fig. 1d) supposed to introduce 0.2 to 0.3 DSBs per
cell according to the current estimation 3 %°. These data suggest that XIf-/- neural cells i) are
partially deficient for NHEJ, ii) that residual NHEJ allows XIf-/- neural cells to face most DSBs
that occur spontaneously during brain development contrary to mice deficient for other core
NHEJ factors, but, iii) that a low increase in the number of DSBs arising spontaneously or after
irradiation is sufficient to reach the threshold of apoptosis induction in a dose-dependent

number of XIf-/- neural cells.

Increased chromosome instability in XIf-/- neural progenitors during early developmental
stages.

To evaluate the consequences of XLF deficiency on genome stability of neural
progenitors, we performed Telo-FISH on metaphases collected without any culture step from

the cortex of XIf-/- and wt embryos at different developmental stages (Fig. 1e). This method has
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the advantage of directly reflecting the in vivo situation without introducing the bias of DNA
damage induced during cell cycle progression in vitro.

Interestingly, we found an unexpected high level of chromosome aberrations in wt
metaphases at early cortical development stages affecting approximately 15% of metaphases at
E12.5 and E13.5, whereas it concerned only around 5 % of metaphases at E14.5 and E15.5.
Chromosome instability was significantly increased in XIf-/- metaphases at E13.5 and E14.5 as
compared to wt controls, reaching around 30 % of XIf-/- metaphases at E13.5. The chromosome
aberrations found both in wt and XIf-/- metaphases were essentially chromatid-type aberrations
(ie. chromatid breaks), which are the consequences of unrepaired DNA breaks occurring during
or after replication in S or G2 phases. These data are consistent with a recent report by Wei and
colleagues ** showing a high rate of recurrent DNA breaks within large and late replicating
genes in neural stem and progenitor cells. Altogether these data suggest that a higher level of
DNA damage occurs in late S phase of neural progenitors at early developmental stages and

that NHEJ is required to repair a subset of these DNA breaks.

Premature neurogenesis in XIf-/- mice

Arai and colleagues “? have shown that expanding progenitors have a three-fold longer
S phase compared to neural progenitors involved in neurogenic divisions. Having found that
XLF deficiency increased chromosome aberrations generated in late S phase during early
corticogenesis when RGC expand, we investigated next whether XLF deficiency affects RGC
expansion. It has been previously reported that adult XIf-/- mice are smaller than wt controls 2.
Consistently, we found that the cortex thickness and the ventricular width of XIf-/- mice
embryos remained smaller than that of wt embryos throughout fetal development
(Supplementary Fig. 2a and b). In line with the reduced cortex size, we found a lower number
of phospho-H3-positive apical mitotic figures in XIf-/- embryos from E12.5 to E14.5 in
comparison to wt embryos (Figure 2a and Supplementary Fig. 2c), showing a reduced number
of mitotic RGC.

Symmetrical versus asymmetrical division of neural progenitors not only specifies the
fate of daughter cells but also controls progenitor expansion and differentiation and eventually
cortical size 3. The orientation of the cleavage plane of mitotic RGC along the ventricular
surface influences the degree of asymmetry in cell division: a vertical plane is associated with
a symmetric division of RGC and a horizontal plane with an asymmetric neurogenic division
4. % Interestingly, we found that the angles formed by the segregation line of daughter

chromosomes and the ventricular surface, which characterized the orientation of the mitotic



cleavage planes of RGC %46, were significantly decreased in XIf-/- embryos as compared to wt
embryos at E12.5 and E13.5 (Fig. 2b). Therefore, our data suggest an earlier switch of RGC
from expansion toward neurogenic divisions in XIf-/- deficient embryos.

This was further sustained by immunostainings of Pax6, Thr2 and Thbrl, that we
performed on coronal slices of embryos at different developmental stages. These nuclear
markers allow the identification of RGC (Pax6+/Thr2-), newborn IPC (Pax6+/Tbr2+), mature
IPC (Pax6-/Tbr2+) and newborn neurons (Tbrl+) in the dorsal telencephalon (Supplementary
Fig. 2d, e) #’. As shown in Fig. 2c, we found a lower number of RGC at E13.5 and E14.5 in XIf-
/- embryos as compared to wt embryos. Moreover, we also found lower numbers of newborn
IPC and newborn neurons at E15.5 in XIf-/- embryos (Fig. 2c and Supplementary Fig. 2e). These
results show that an early decrease in RGC expansion results in a decreased production of
mature neurons at later developmental stages.

In order to further demonstrate the impact of XIf deficiency on neurogenesis, we
electroporated the GFP expression vector (pEBVCAGeGFP-Bsd) into neural progenitors
present in the VZ-SVZ of E13.5 embryos to follow their fate in the developing brain 8. Twenty-
four hours after in utero electroporation, the GFP+ cells migrated farther from the ventricle
(Fig. 2d) and GFP intensity was higher in superficial layers (1Z, Supplementary Fig. 3) in XIf-
/- embryos than in wt embryos, confirming an increased trend of XIf-/- neural progenitors for
neurogenic division rather than proliferative maintenance. Interestingly, we showed that a 0.5
Gy in utero irradiation has similar effects on wt embryos (Fig. 2d), consistent with previous
reports showing that ionizing radiation induces differentiation of neural stem cells .
Altogether, these data indicate that the increase of chromosome instability in neural progenitors
reduced the expansion of neural progenitors in XIf-/- mice in favor of premature neurogenesis.

Gogendeau and colleagues °° have proposed that premature differentiation is an
alternative response of Drosophila neural stem cells to prevent aneuploid cells from cycling.
Premature differentiation of NSC has also been observed in a mouse model of centrosome
amplification causing highly aneuploid cells when apoptosis was inhibited 1. Here we show
that premature differentiation is also the response to an increase in chromosome aberrations in

mouse neural progenitors at early developmental stages.

XIf-/- mice exhibit structural brain alterations
We have shown that premature neuronal differentiation in embryos decreased the
expansion of XIf-/- RGC at early developmental stages and eventually reduced the amount of

mature neurons produced and the cortex size. We therefore investigated the consequences of
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premature neurogenesis for cortex topographic organization in the XIf-/- postnatal brain. Radial
migration of projection neurons occurs in an age-dependent inside-out manner with early-born
neurons occupying deeper layers, whereas late-born neurons migrate past early-born neurons
to occupy superficial layers 5254 We found a significant decrease in the percentages of cells
expressing Thrl (Supplementary Fig. 4a) in the deeper cortical layer (Layer V1) and of cells
expressing Cux1 (Supplementary Fig. 4b), a marker of cortical layer 1I-1V, at post-natal day
(PND) 0 in XIf-/- pups as compared to wt controls. However, the percentage of cells expressing
Tbrl or Cux1 was similar in the two genotypes at PND7, when cortex topographic organization
is achieved. In contrast, we found a persistent decrease in the percentage of cells expressing
Satb2 (Special AT-rich sequence binding protein2), a marker of the upper layers in XIf-/- pups
(Fig. 2e, 1, ).

We next investigated the brains of XIf-/- and wt adult mice using anatomical T.-weighted
MRI, which confirmed that the brain volume of XIf-/- was decreased by 13% compared to wt
animals (p<0.0001) (Supplementary Fig. 5a). Interestingly, we found that XIf deficiency affects
the corpus callosum, as shown by the significant decrease of its volume related to the whole
brain (p<0.01) (Fig. 3a). Water diffusion MRI was then used to probe brain microstructure
through changes in the Brownian motion of water in tissues *°. The signal attenuation, S/SO,
was fitted using a kurtosis diffusion model to estimate the apparent diffusion coefficient - ADCo
and the Kurtosis, the fourth moment of the water diffusion probability distribution function®®.
ADCO is considered to reflect more diffusion in the extracellular space, which also reflects the
amount of cell filling (shape and size) in tissues. The Kurtosis characterizes the degree of
deviation of the signal behavior from free (Gaussian) diffusion (K=0 for free diffusion when
the diffusion driven molecular displacements obey a Gaussian law), a marker of the
heterogeneity of the diffusion environment. Results showed an increase of ADCO value (Fig.
3b) and a drop of Kurtosis value (Fig 3c) in the corpus callosum, and conversely a significant
decrease in ADCO (Fig. 3b) associated with a reduction of Kurtosis value (Fig. 3c) in the cortex
of XIf-/- mice. These modifications were further confirmed by the synthetic ADC (SADC),
which provides an optimized balance of Gaussian and non-Gaussian diffusion, maximizing
sensitivity to tissue microstructure (Supplementary Fig. 5b, c) *.

Therefore, we conclude that XIf null mice exhibit i) structural changes in the cortex
probably reflecting a decrease in dendritic arborization of cortical neurons and ii) functional
alterations of the corpus callosum, which are likely related to a reduction of fibers of white
matter or to disruptions of fiber bundles. Satb2 has been shown to be required for the

specification of callosal projection neurons 38 °8-¢0 and for the control of dendritic arborization



of cortical upper-layer neurons. We suggest that XIf-/- brain alterations originate from the
decrease of Satb2 expression we observed in the XIf-/- post-natal brains. Altogether, our study
clearly shows that premature neurogenesis leads to significant brain alteration in XIf-/- mice,
particularly consisting in a reduced size of the corpus callosum and structural changes in the

cortex.

Behavioral impairment of XIf-/- mice

Neurodevelomental disorders such as autism have been related to a reduced size of the
corpus callosum % 62 Therefore, in order to assess the consequences of the functional brain
alterations detected in XIf null mice, we compared their behaviors to that of wt mice by
confronting them to several tasks.

We first tested the novel environment exploration and general locomotor activity of our
mice in the open-field exploration test 8%, XIf-/- mice did not display any difference in the
time spent in the anxiogenic center part of the open-field compared to their wt counterparts
(p=0.35; Supplementary Fig. 6a). However, XIf-/- mice showed a significant reduction of
ambulatory exploration, as indicated by the decrease of total distance they travelled during the
five-minutes trial as compared to wt mice (p<0.001, Fig. 4a), and a downward trend in time
spent rearing (p=0.06; Supplementary Fig. 6b), another exploratory behavior. Importantly, XIf-
/- and wt mice performed similarly in horizontal bars ® and grip strength tests ¢’ showing that
the decreased exploratory activity of XIf-/- mice was not due to altered motor skills
(Supplementary Fig. 6c, d).

With the aim of investigating the social dimension of behavior of XIf-/- mice, we
exposed them to an unknown peer and measured several behavioral endpoints indicative of
social abilities®. XIf-/- mice showed a significant decrease in time spent rearing (non-affiliative
behavior) during this social interaction task (p<0.01; Fig. 4b). As compared with the time spent
rearing in the open-field (Supplementary Fig. 6b), these data suggest that the presence of the
stranger further reduced their exploratory activity. Moreover, we found that XIf-/- mice spent
more time interacting with the stranger (affiliative behavior) in comparison to wt mice (Fig.
4b). This was related to an increase of the time spent sniffing body parts of the peer
(Supplementary Fig. 6e), whereas the times spent in nose and anogenital sniffing remained
similar to that of wt mice (Supplementary Fig. 6f, g) ¢ ¢°. However, interestingly, minute-by-
minute analysis revealed abnormal anogenital sniffing behavior during the ethologically

relevant first minute of the test (Supplementary Fig. 6g). Altogether these data show that XIf-/-
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mice behave inadequately in the context of social encounters showing social anxiety-related
behaviors during social interaction’®.

To further document the impairment social skills associated with XIf deficiency, we then
investigated their voluntary initiation of social interaction and their ability to discriminate social
novelty in the three chamber sociability test "*. During the first 5 min trial of this test, mice
were first free to explore the entire 3 chamber apparatus. As previously observed with the open
field test, the XIf-/- mice travelled a shorter total distance than wt mice (p<0.001; Fig. 4c),
confirming their decreased exploratory activity. In the second trial, an unfamiliar mouse was
put under a wire cup in one side chamber (mouse 1) and an object also put under an identical
wire cup was placed in the other side chamber. Mice were left free to explore and initiate social
contacts for 5 minutes. Both XIf-/- and wt mice spent more time in the chamber containing
mouse 1 than in the chamber containing the object (Fig. 4d), showing their preference for social
interactions. Then, in the last 5 min trial, we assessed the social novelty of our mice by
introducing a novel mouse (mouse 2) in place of the object. Wt mice spent more time in the
chamber with mouse 2 than in the chamber containing the known familiar mouse 1 (p<0.01;
Fig. 4c), indicating their preference for social novelty. By contrast, XIf -/- mice did not display
any preference for the novel mouse (Fig. 4c), showing a clear deficiency for preference of social

novelty.

We have thus shown here that XIf-/- mice, which are characterized by a low deficiency
in NHEJ, exhibit significant alterations of exploratory activity and social interactions. These
mice represent therefore a new model of neurobehavioral disorders related to DNA repair
deficiency. The very low level of apoptosis observed during brain development in these mice
could not account for the effects observed. Rather the key determinant is the induction of
premature differentiation of neural progenitors, which is related to an increase of chromosome
instability at the onset of brain development.

It is now accepted that there are large polymorphisms in DNA repair genes in humans
that could influence individual DNA repair capacity and could be involved in cancer
development. Furthermore, humans can be exposed to numerous DNA damaging agents
(pollutants, ionizing radiation related to nuclear accidents, clinical diagnostic— CT-scan —, or
treatments —radiotherapy—). Our study clearly identified premature differentiation as a major
mechanism causing neurobehavioral disorders and suggests that a low DNA repair deficiency,

as well as chronic exposure to agents inducing a low genotoxic stress during pregnancy, may



represent important risk factors for neurobehavioral disorders such as autism spectrum
disorders (ASD).

Materiel and methods

Animal experiments

XIf-/- mice (Vera et al 2013) in a C57BI/6 background and wt controls were used in this
study. Animal experiments were carried out in strict accordance with the European
Communities Council Directive (2010/63/EU). Protocols were approved by our institutional
ethic committee in charge of animal experimentation (CETEA N°44) and were authorized by

French Research Ministry.

Irradiation
In utero irradiation were realized either with a *’Cs source (IBL 637, CIS BIO
International) at 0.5Gy (dose rate: 0.8 Gy/min) or with a %°Co source (Alcyon) for low doses

(<0.5Gy, each dose has been delivered in 2 min).

Antibodies

Rabbit anti-Pax6 (Abcam, ab5790, 1:200), rabbit anti-Tbr2 (Millipore, AB23345,
1:300), rabbit anti-Tbrl (Abcam, ab31940, 1:100), rabbit anti-cleaved-caspase 3 (Cell
signaling, 9661, 1:200), rabbit anti-Satb2 (Abcam, ab34735, 1:1000), rabbit anti- Cux1 (Santa-
Cruz, sc-13024, 1:200), mouse anti-phospho H3 (Cell Signalling, 9606S, 1:300), mouse anti-
BrdU (GE Healthcare, RPN20AB, 1:300), goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 or 594 conjugated
secondary antibody (ThermoFischer, 1:400) or goat anti-rat Alexa Fluor 594 conjugated
secondary antibody (ThermoFischer; 1:400), and goat anti-mouse Alexa Fluor 594
(ThermoFischer, A11005, 1:400).

Immunofluorescent staining

Mice were sacrificed humanely. Embryonic heads were fixed overnight at 4°C by
immersion in 4% paraformaldehyde (PFA) and embedded in paraffin with a Tissu-tek processor
(VIP, Leica, Wetzlar, Germany). Five um coronal sections were then obtained using a
microtome (Leica RM2125RT) and mounted onto glass slides for histologic analyses. Pups’
brains were extracted and processed similarly. After paraffin removal and citrate treatment, the

brain sections were permeabilized with 0.5% TritonX-100 in phosphate buffer saline (PBS) for
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15 min and incubated for 2 h with 7.5% fetal bovine serum, 7.5% goat serum in PBS. The
sections were incubated with primary antibodies overnight at 4°C. After washing, the sections
were incubated with appropriate secondary antibodies for 1h. After washes, nuclear staining
was achieved by incubation with 4’-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) to quantify apoptosis
by the detection of pyknotic nuclei®. In. Slides were mounted under Fluoromount (Southern
Biotechnologies associates, Birmingham, AL, USA).

Tissues were examined under a fluorescence microscope (Pathfinder, Nikon) with a 10X or
20X objective in three channels (appearing red, green and blue in all figures) as separate files.
These images were then stacked with Photoshop software (Adobe, San Jose, CA, USA).
Embryonic brains were analyzed in a standard sector of 100 um wide from the dorsomedial
telencephalon wall, as previously described3*.

Pups brains were analyzed in regions of interest defined in the somatosensoriel (S) and
medial (M) regions of the dorsal telencephalon. The percentages of nuclei (DAPI) stained with
the antibodies directed against Sath2, Cux1 and Tbhrl were determined from using the open
platform for scientific image analysis, ImageJ.

All statistical analyses were performed on Prism (GraphPad, La Jolla, CA, USA,
Version 7.00).

EdU/ BrdU incorporation

Pregnant mice at E11.5 were intraperitoneally injected with 0.1 mg 5-ethynyl-
2’deoxyuridine (EdU) (ThermoFisher, Waltham, MA USA) and, 1.5 h later, with 1 mg of 5-
bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) (Sigma, St. Louis, MO). Cortical slices were obtained as

described above. EdU/BrdU detection was performed as previously described 34,

Determination of mitotic spindle orientation of RGC

The spindle orientation of mitotic RGC was defined as the angle formed by the virtual
line passing through spindle poles and the ventricular edge using an especially developed macro

as previously described > 73,

In utero electroporation

In utero electroporation was performed as described by Shimogori and Ogawa
“Bincluding few modifications. A time-pregnant mouse was anesthetized with isoflurane gas
(Temsega). The uterine horns containing E13.5 embryos were exposed. One to 1.5 pl of GFP-
expression vector pPEBVCAGeGFP-Bsd kindly provided by Dr Denis Biard (CEA, iMETI,



SEPIA, 750 ng/ul) mixed with Fast green was manually microinjected through the uterine wall
into the lateral ventricle, using a calibrated glass micropipette. The dorsal telencephalon was
electroporated across the uterus using two 3 mm electrodes paddles positioned on either side of
the head and controlled by an electoporator (NEPA21, Sonidel). The electroporator delivered 4
pulses of 50ms at 30mV with a 950ms interval. Throughout the surgical procedure, the uterus
was bathed with phosphate buffer saline (PBS) (pH 7.4). After the procedure the uterus was
placed back in the abdominal cavity and the wound was surgically sutured. Twenty-four hours
after electroporation the embryonic brains were dissected and fixed for subsequent analyses.
Brains were embedded in 2% agarose solution (made in H20) for sectioning using a vibratome
(Leica VT 1200S) at a thickness of 70 um. GFP-positive sections were first selected under
epifluorescent microscope, then stained with DAPI for nuclei labelling. Image stacks of GFP+
sections were then acquired with NIKON A1R confocal laser scanning microscope system
attached to an invert ECLIPSE Ti microscope (Nikon Corp. Tokyo, Japan). The best focused
plane for fluorescence is chosen automatically with NIS-Element software from image stacks.
The mean distances between the edge of the ventricle and GFP-positive cell migration front
were measured from 3 sites per cortical slices. Student’s t test for independent samples was
performed with StatView SE (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA) to compare between both
genotypes.

Chromosome instability

Pregnant mice were intraperitoneally injected with colchicine (0.6 mg/kg in PBS) and
sacrificed 2 hours later. Embryonic cortices were mechanically dissociated. Cells were
resuspended in a hypotonic solution (37.5 mM KCI, 8.33% fetal calf serum), then incubated for
15 min at 37°C and finally fixed by a mix of acetic acid/ethanol (1V/3V). Metaphases were
spread on wet cold slides. In order to faithfully detect non repaired or non-fused extremities as
well as chromosome and chromatid aberrations, telomeres were stained by Telo-FISH using a
telomeric fluorescent PNA probe [Cy3-(CCCTAA)3; Applied Biosystems] as previously
described . Hybridized metaphases were then detected and captured under a Zeiss Axioplan2
microscope coupled with the metafer software (Metasystems). Images were exported and

analyzed with Photoshop (Adobe).

Magnetic Resonance Imaging (MRI) acquisitions

Magnetic resonance imaging was performed on a 11.7 T MRI scanner equipped with a

CryoProbe (Biospec, Bruker BioSpin, Germany). Wt and XIf-/- mice (5-months old male, n =8
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for each group) were anesthetized using isoflurane (1-2%). Body temperature was monitored
and maintained at 37°C+0.5°C. The MRI protocol included an axial multi-slice Turbo spin-
echo T2-weighted scan for whole-brain anatomic imaging (TE/TR=30/2500ms, rare factor=8,
resolution=0.05x0.05 x0.45mm, matrix size=320x320 pixels, FOV=16x16mm, 16 non-
contiguous slices, slice gap= 0.15mm). Diffusion-weighted imaging (DWI) were acquired using
a multi-slice and single-shot pulsed-gradient spin-echo EPI sequence (PGSE-EPI) with the
following parameters: TE/TR=24/2500ms, resolution=0.125x0.125x0.45, matrix size=96x96
pixels, FOV=12x12mm, 16 non-contiguous slices, slice gap=0.15mm, 3/A=4/11.5ms, 34 b-

values from 10 to 3500 s/mm?, 3 orthogonal directions).

Anatomical MRI images were used to compute the volume of the whole brain and of
our regions-of-interest (cortex, hippocampus, corpus callosum and lateral ventricles) by manual
segmentation. The DWI data were processed using a home-made software implemented with
MATLAB (Mathworks, Naticks, MA). Gaussian and non-Gaussian diffusion parameters,
ADC, (Apparent Diffusion Coefficient) and K (Kurtosis) were estimated in selected region-of-
interest (ROI) by fitting the signal obtained at all b values according to the Kurtosis diffusion
model®®. Exploiting the DWI datasets acquired along three orthogonal directions, a synthetic
ADC (sADC), comparable to the pseudo-Trace of the diffusion tensor, was calculated from two
key b values (eg. 200 and 1500 s/mm?) as described previously %', to optimize the balance
between Gaussian and non-Gaussian diffusion effects and sensitivity to tissue microstructure.
For the Kurtosis model and the SADC calculation data were averaged over the 3 acquired
directions to increase signal noise ratio and remove residual differences in gradient hardware
(diffusion anisotropy effects were ignored in the ROIs used for analysis at our spatial

resolution).

Behavioral assays

Behavioral assays were performed in adult mice (at the age of 3 months) using the
MIRcen facilities (CEA, Fontenay-aux-Roses) in the following order:
- Horizontal bars ®: The ability of mice to grip two round wooden bars (2 and 4 mm diameters
respectively) was scored as followed: Falling between 1-5 sec = 1; Falling between 6-10 sec =
2; Falling between 11-20 sec = 3; Falling between 21-30 sec = 4; Falling after 30 sec =5. Scores
obtained at each bar were then summed to get a final score for each individual.
- Grip strength 87: The mouse is placed on a grid, which is then turned upside down. The time

the mice remained attached to the grid before falling was then recorded.



Open field %4: The open field was a squared arena (50 x 50 x 40.5 cm) with grey plexiglas floor
surrounded by grey plexiglas walls, illuminated by a direct overhead lighting (55 lux). The
apparatus was set up under a digital camera, which was connected to a computer under the
control of the EthoVision video-tracking system (Noldus). Mice were individually placed in a
corner of the open field and left to freely explore the apparatus for 5 min. The total distance
travelled in the arena was recorded as a measure of locomotor activity. Time spent in the central
part (a square of 25.5cm side) of the open field was automatically recorded and used as a
measure of anxiety. Time spent rearing, indicative of environment-based exploration, was also
computed.

Social interaction: Social interaction was tested in a cage (33.2 x 15 x 13 c¢cm) with clean
sawdust, illuminated by a direct overhead lighting (10 lux). wt and XIf-/- mice were individually
reared and left undisturbed for 30 min until the beginning of the test. During this habituation
period, all the mice had ad libitum access to food and tap water. Each mouse was then paired
with an unfamiliar age-matched NMRI female. Social interaction between the two was recorded
using a digital camera (Ikegamy with objectiv Computar 4.5-12.5mm) mounted above the cage
at ceiling level. The videos were analyzed with the Observer XT software (version 10, Noldus
Technology, The Netherlands) by an independent observer blind to the study protocol. Social
investigation was scored as nose, body and anogenital sniffing time of the conspecific by the
test mouse. The total time spent interacting was computed as the total time spent by the test
mouse carrying out all sniffing behaviors. Time spent rearing was also computed as an index
of nonsocial exploration. In addition, we performed a temporal analysis of social interactions
by considering relevant behavioral parameters minute-by-minute. Two-way repeated measures
ANOVA were used to determine whether any change in interaction time is the result of the
interaction between the genotype and time min by min.

Three-chamber test for sociability and social recognition: Mice were run individually in a
three-chambered arena made of clear polycarbonate, illuminated by a direct overhead lighting
(10 lux). Retractable doorways built into the two dividing walls controlled access to the side
chambers. Each of the two outside chambers had an inverted empty wire cup. The test consisted
of three consecutive trials. In the first 5 min trial (habituation), the test mouse was placed in the
center chamber, and was allowed to freely explore the entire apparatus, with the wire cups
empty. In the next 5 min trial (sociability), an unknown male (C57BL/6), was placed in one of
the two wire cups, while a Lego™ brick was introduced in the other wire cup. In the last 5 min
trial (social recognition), a second unknown male (C57BL/6) was placed in the wire cup where

the object previously was. The object/novel mouse sides were alternated left and right between
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subjects. Automatic monitoring recorded and scored the time spent in contact with each wire
cup (within a 3 cm radius proximal to each wire cage (using the EthoVision video-tracking
system.

All data are presented as mean + SD. All statistical analyses were obtained using Student t-test
with StatView SE (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).
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Figure 1: Apoptosis and chromosome instability in XIf-/- mouse brain.

a/ Spontaneous apoptosis in the embryonic dorsal telencephalon of XIf-/- mice

The bar graph shows the mean number of cleaved caspase 3-positive cells + s.e.m detected per
cortical slice in the different layers of the dorsal telencephalon of XIf-/- and wt mouse embryos
from E11.5to E15.5 (See supplementary Figl). VZ: ventricular zone (red); SVZ: subventricular
zone (white), 1Z: intermediate zone (blue); CP: cortical plate (grey); n: number of embryos that
were obtained from at least two different litters. Stars inside the bars indicate the statistical
significance between the mean number of apoptotic cells found in a XIf-/- cortical layer and in
the wt control. Stars just above the bars indicate the statistical significance between the total
number of apoptotic cells found in XIf-/- dorsal telencephalon and that found in the wt controls.
*p<0.05, **: p<0.01, Mann-Whitney Test.

b/ Spontaneous apoptosis in XIf-/- postnatal mouse brains

Scatter plots show the mean numbers per coronal slice of cleaved caspase 3-positive cells +
s.e.m. found in different regions of the wt and XIf-/- brain at postnatal day 0. Subventricular
zone (SVZ), corpus callosum (CC), cortex (C) and striatum (Str). n: number animals (left and
right hemispheres analyzed separately except for CC). **p<0.01; *** p<0.001, Mann-Whitney
Test.

¢/ Spontaneous apoptosis of proliferating cells in XIf-/- E11.5 brains

Up: Experimental scheme: pregnant mice (E11.5) were intraperitoneally injected with EdU and
with BrdU 1.5 hour later. They were then sacrificed after one last hour. EdJU and/or BrdU
staining of apoptotic cells (cleaved caspase3-positive cells) was then analyzed in cortical slices
as previously described®* ® (see Supplementary figure 1). Down: The donut chart shows the
percentages + s.d. of cleaved-caspase 3-positive cells with a EAU(-)BrdU(-) nucleus (cells in
Gl or GO, in blue), with a EdU(-)BrdU(+) nucleus (cells in early S, in red), with a
EdU(+)BrdU(+) nucleus (cells in late S, in orange) or with a EAU(+)BrdU(-) nucleus (cells in
G2, in green) found in the dorsal telecephalon. Data were obtained from 4 embryos from 2
different litters.

d/ High radiosensitivity of neural cells in the dorsal telencephalon of Xif-/- embryos at
E14.5

The mean number + s.e.m. of apoptotic cells (cleaved-caspase 3 staining) per coronal slice were

quantified in the dorsal telencephalon wt and XIf-/- embryos 4 hours after in utero exposure to
low dose of ionizing radiation (0Gy, 10mGy, 50mGy or 100mGy). n: number of embryos from
at least two different litters. *p<0.05, **p<0.01, Mann-Whitney Test.



e/ Chromosome instability in neural progenitors NSPC in the developing wt and XIf-/-

embryonic brains

Pregnant mice were intraperitoneally injected with colchicine at different days of gestation. 2
hours later, metaphases spreads were then collected from the dorsal telencephalons of the
embryos and analyzed for chromosome aberrations by Dapi and telomere staining by TeloFISH.
Bar graph shows the number of chromatid-type ie. Chromatid breaks) aberrations in grey and
chromosome-type (ie. chromosome breaks,) aberrations in white per 100 metaphases from wt
(left) and XIf-/- (right) embryonic brains. On the left, example of chromosome aberrations (Dapi
in grey level and telomeres in red): a chromosome break (up, CSB: the centomeric (black arrow)
and terminal parts are separated) and a chromatid break (down, CTB, red arrow). Ninety-seven
to 379 metaphases from at least 6 embryos of two different litters were analyzed. *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001, Student t test.

Figure 2: Premature neurogenesis in the XIf-/- embryonic brain

a/ Reduced number of mitotic RGC in XIf-/- embryos

Up: Phospho-Histone H3 immunostaining of apical mitoses (RGC) at the ventricular surface of

the dorsal telencephalon of wt and XIf-/- embryos at E13.5. Down: numbers of apical mitoses
in the dorsal telecenphalon of wt and XIf-/- embryos from E11.5 to E15.5. The number of
embryos analyzed are given inside the bars. *p<0.05, **p<0.01, Mann-Whitney Test.

b/ Decrease of spindle angles in XIf-/- RGC

On the left, method of measurement of spindle angles in RGC. Cleavage plane (white line) is
deduced from the orientation of the sister chromatids (white lines) and the ventricle edge
(dashed red line). The smallest angle between the cleavage plane and the ventricle edge is then
calculated. Scale bar, 5um. V: ventricle.

On the right, quantification of mitotic spindles angles in wt and XIf-/- RGC at different
developmental stages. The number of mitoses analyzed (n) are indicated inside the bars. They
were obtained from at least 3 to 5 embryos. *p<0.05; **p<0.01, Mann-Whitney test.

c/ Early decrease in RGC expansion results in a decreased production of neurons.

Mean number £ s.e.m. of RGC (Pax6+/Thr2-), newborn IPC (Pax6+/Thr2+), mature IPC (Pax6-

/Tbr2+) and newborn neurons (Tbrl+) in the dorsal telencephalon of wt and XIf-/- embryos per

coronal slice at different developmental stages. The numbers of embryos analyzed (identical
for Pax6 and Thr2 co-immunostainings) are indicated in the figure *p<0.05; **p<0.01, Mann-
Whitney test.

d/ Electroporation of GFP vector in the dorsal telencephalon of wt and XIf-/- embryos
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On the top left, experimental scheme showing the injection of early decrease in RGC expansion
results in the end in a decreased production of neurons at later developmental stage. vector
(green arrows and green needle) into the ventricle of embryonic mice at E13.5 and the
orientation of the electrodes (-: anode; +: cathode) during electroporation.

On the bottom left, detection of GFP-expressing cells (green) in the dorsal telencephalon of XIf-
/- and unirradiated or irradiated (WT-IR) wt embryos 24h after the electroporation. Scale bar,
100um. V: ventricle. The dash line delineates the ventricular edge of the dorsal telencephalon.
On the right, the bar graph presents the mean maximum distance of migration from the ventricle
edge (um) of GFP+ cells in wt (white), XIf-/- (red) and wt-IR (blue) embryos. n=6
embryos/group. *p<0.05, ***p<0.001,Mann-Whitney test.

e/ Immunodetection of Satb2 (green) and CTIP2(red) in the dorsal telencephalon of XIf-
[- and wt brain at PND 0.

Nuclei are labelled with DAPI (grey level). The figure shows the regions of interest in the

somatosensoriel (S) and medial (M) regions.

f/ Decreased percentage of Satb2-expressing cells in the dorsal telencephalon of XIf-/- mice
at PND 0.

Data have been obtained in the somatosensoriel (S) and medial (M) from 7 wt mice and 6 XIf-

/- mice. *p<0.05, Mann-Whitney test.

a/ Decreased percentage of Satb2-expressing cells in the dorsal telencephalon of XIf-/-
mice at PND 7.

Data have been obtained in the somatosensoriel (S) and medial (M) from 6 mice per group.
*p<0.05, Mann-Whitney test.

Figure 3: Structural alterations of the XIf-/- adult brain revealed by MRI (5 months old)

a/ Reduction of the size corpus callosum in XIf-/- adult mice

On the left, different regions of interest defined on anatomical T.-weighted MRI: cortex (1),
the corpus callosum (2) and the lateral ventricles (3). On the right, the volume of the cortex, the
lateral ventricle and the corpus callosum are expressed as a percentage of the volume of the
whole brain. n = 8 mice/group. Mean + s.d. **p<0.01, Student t test.

b/ Alteration of the ADCo in the cortex and the corpus callosum in XIf-/- adult mice

On the left, representative anatomical MRI based of T2-weighted imaging and color-coded
ADCo maps obtained from diffusion-weighted MRI analyses in wt and XIf-/- mice.



On the right, the quantification of non-diffusion gaussian parameter ADCy in several brain
structures of wt and XIf-/- mice. n=8 mice/group. Mean % s.d, *p<0.05, ***p<0.001, Student t
test.

¢/ Alteration of the ADCo in the cortex and the corpus callosum in XIf-/- adult mice

On the left, representative anatomical MRI based to T2-weighted imaging and color-coded
Kurtosis maps obtained from diffusion-weighted MRI (DWI) analyses in wt and XIf-/- mice.
On the right, the quantification of non-diffusion gaussian parameter Kurtosis in the different

regions of interest. n=8 mice/group. Mean = s.d, *p<0.05; **p<0.01, Student t test.

Figure 4: Behavioral impairment of XIf-/- mice

a/ Exploration abnormalities of XIf-/- mice in the Open-field (4 months old)

Mean distance travelled * s.d. (on the left) and velocity + s.d.(on the right) by XIf-/- mice and
wt controls during the five-minute trial in the open-field were used as an index of ambulatory
exploration. See Results and MM. n=29 mice/group. ***p<0.001, Student t test.

b/ XIf-/- mice behave inadequately in the context of social encounters

Mean time £ s.d. spent by XIf-/- mice and wt controls in affiliative and non-affiliative
interactions were measured in the social interaction test. Affiliative explorations were defined
as sniffing the stimulus mice (nose + body + anogenital) of the non-affiliative explorations
corresponded to rearing. n=29 mice/group. *p<0.05, **p<0.01, Student t test.

¢/ The preference for social novelty is altered in XIf-/- mice

Exploration activity, sociability and preference for social novelty of wt and XIf-/- mice were
challenged in the three chamber sociability test (see text and MM). The bar graph on the left
shows the distance travelled * s.d. during the habituation phase. The bar graph in the middle
shows the times + s.d. the mice spent in contact with the wire cup containing the mousel (grey)
or the one containing the object (white) during the sociability phase. Both wt and XIf-/- mice
showed a preference for mouse 1. The bar graph on the right shows the times * s.d. the mice
spent with the wire cup containing the mouse 1 (grey) or the one containing mouse 2 (green)
during the social novelty phase. Contrary to wt mice, XIf-/- mice show no preference for social
novelty. n=29 mice/group. ***p<0.001, **p<0.01, Student t test.
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Supplementary Figure 1:

a/ Spontaneous apoptosis in the developing brain of XIf-/- mice.

Up: Coronal sections of cerebral hemisphere of E14.5 wt and XIf-/- embryos stained with DAPI
(gray) and cleaved-caspase-3 (red). Dash lines delineate the different cortical zones. VZ/SVZ:
ventricular zone / subventricular zone; 1Z: intermediate zone; CP: cortical plate. white arrows:
cleaved-caspase 3-positive cells. Bottom: Enlargements of the white box areas. V, ventricle.
Blood vessels are colored in orange.

b/ Increased apoptosis in the SVZ of XIf-/- mice at post-natal day 0

White arrows indicate cleaved-caspase-3—positive cells (red) in coronal slices from wt and XIf-
/- mice. V, ventricle. Blood vessels are colored in orange.

¢/ Spontaneous apoptosis of proliferating cells.

See text and Figure 1c. up: Coronal section of the cerebral hemisphere of an E11.5 XIf-/- embryo
stained with DAPI (gray), cleaved-caspase-3 (red), EdU (purple) and BrdU (green). Bottom:
examples of the different types of co-stainings of apoptotic cells. V, ventricle.

Supplementary Fig. 2: The cortex thickness and the ventricular width of XIf-/- mice
embryos remained smaller than that of wt embryos throughout the fetal development

a/ Mean thickness of the dorsal telencephalon + s.e.m. of developing wt (white) and XIf-/-

(red) embryos at different developmental stages

Cortex thickness £ s.e.m. has been measured in the medial parts of the dorsal telencephalons.
3 slices have been analyzed per embryos. The number of embryos analyzed are indicated under
the histogram. *p<0.05; ***p<0.001, Mann-Whitney test.

b/ Mean ventricular width + s.e.m of wt (white) and XIf-/- (red) embryos at different

developmental stages

On the top left, the schema shows the ventricular width that has been measured (green).
Measures have been performed on 2 different coronal slices per embryos. The number of
embryos analyzed are indicated under the histogram. *p<0.05, **p<0.01.

¢/ Phospho-Histone H3 immunostaining (red) of mitotic RGC at the ventricular surface

(white dot-line) in coronal slices of wt and XIf-/- embryos at E12.5. V, ventricle.

d/ Co-immunostaining of Pax6/Tbr2 in the dorsal telencephalon of wt and XIf-/- mice at
E13.5
e/ Immunostaining of Tbrl in the dorsal telencephalon of wt and Xlf-/- mice at E15.5.

White stars: blood vessels.



Supplementary Fig. 3: Electroporation of GFP vector in the dorsal telencephalon of wt
and XIf-/- embryos

The GFP-expression vector pEBVCAGeGFP-Bsd has been electroporated into the ventricles
of wt and XIf-/- embryos at E14.5. Twelve hours after electroporation, wt embryos have been
irradiated in utero (0.5 Gy, 0.8 Gy/min; wt-IR). The animals were sacrificed at 24 hours after
electroporation. On the left, detection of GFP-positive cells in coronal slices of the dorsal
telencephalon of wt and XIf-/- embryos and wt-IR embryos.

Fluorescence intensity of GFP+ cells (green) was measured in two regions of interest with a
width of 186 um that were defined in coronal slices of the dorsal telencephalon: ROI-1
containing the VZ and SVZ (white boxes: areas within 100 um from the ventricles with a width
of 186 um) and ROI-2 (yellow boxes: 100 um from the ventricles edge to 300 um) containing
the 1Z and CP. Scale bar: 100um.

The histogram shows the mean ratio + s.e.m. of the GFP intensity measured in the SVZ-1Z
versus that measured in the VZ and SVZ. Data have been obtained from 6 embryos from
different litters per group. **p<0.01, ***p<0.001, Mann-Whitney test.

Supplementary Fig. 4

a/ Decreased percentage of cells expressing Tbrl in the deeper cortical layer (Layer VI)
at PND 0 but not at PND7 in XIf-/- mice

Left: Immunostaining of Tbrl (red) in wt and XIf-/- mice at PNDO. Nuclei are labelled with

DAPI (white). S and M indicates the somatosensoriel (S) and medial (M) region of the dorsal
telencephalon in which Tbrl+ cells were quantified.

Right, Scatter plots showing the mean percentages of Tbrl-positive/DAPI nuclei = Ss.d. at
PNDO and PND7 in wt and XIf-/- mice. Numbers of embryos analyzed are indicated. *p<0.05,
Mann-Whitney test.

b/ Decreased percentage of cells expressing Cux1 at PND 0, but not at PND7 in XIf-/- mice
Left: Immunostaining of Cux1 (red) in wt and XIf-/- mice at PNDO. Nuclei are labelled with

DAPI (white). S and M indicates the somatosensoriel (S) and medial (M) region of the dorsal
telencephalon in which Tbrl+cells were quantified.

Right, scatter plots showing the mean percentages of Cux1-positive DAPI nuclei £ s.d. at PNDO
and PND7 in wt and XIf-/- mice. Numbers of embryos analyzed are indicated. *p<0.05, Mann-
Whitney test.
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Supplementary Fig. 5: XIf deficiency induces a microcephaly in adult mice (5 months old)

a/ Reduction of the whole brain volume in XIf-/- adult mice.

Quantitative analysis of whole brain volume from manual segmentation in wt and XIf-/- mice
by anatomical MRI based on T2-weighted imaging. n=8 mice/group. Mean + s.d, ***p<0.001,
Student t test

b/ Representative anatomical MRI based to T2-weighted imaging (left) and color-coded
sADC maps (right) obtained from diffusion-weighted MRI (DWI) analyses in wt and XIf-

/- mice.

¢/ Alteration of SADC in the cortex and the corpus callosum in XIf-/- adult mice

Measurement of SADC in the cortex and the corpus callosum of wt and XIf-/-mice (8 per group).
Mean + s.d., *p<0.05; ***p<0.001, Student t test

Supplementary Fig. 6: Behavioral tests in wt and XIf-/- adult mice (4 months old)

a/ Anxiety levels of wt and XIf-/- mice are similar in the Open-field

Time % s.d. spent in the center of the Open-field during a five-minute trial was used as an index
of anxiety. n=29 mice/group._*p<0.05, **p<0.01, Student t test.
b/ Reduced exploration activity of XIf-/- mice in the Open-field

Time £ s.d. spent rearing was measured during the five-minute trial in the Open-field. n=29
mice/group. *p<0.05; **p<0.01, Student t test.

¢/ Normal motor skills of XIf-/- adult mice in the horizontal bars test

The test was performed as previously decribed . The ability of mice to grip two round wooden
bars (2 and 4 mm diameters respectively) was scored as followed: Falling between 1-5 sec = 1;
Falling between 6-10 sec = 2; Falling between 11-20 sec = 3; Falling between 21-30 sec = 4;
Falling after 30 sec = 5. Scores obtained at each bar were then summed to get a final score for
each individual. Mean score * s.d. wt and XIf-/- adult mice are shown in the histogram (20
mice/group).

d/ Normal motor skills of XIf-/- mice in the grip strength test

The test was performed as previously decribed ”. The mice were placed on a grid, which was
then turned upside down. The time the mice remained attached to the grid before falling was
then recorded. Mean latency (s) + s.d. to fall down of wt and XIf-/- adult mice (20 mice/group)
are shown in the histogram.

e/ XIf-/- mice spent more time in body sniffing during the social interaction test

Left, mean time * s.d. spent in body sniffing during the five-minute trial.



Right, minute—by-minute analyses of the time spent in body sniffing by XIf-/- (red) and wt
(black) mice. n=29 mice/group. ** p<0.01; *** p<0.001, Student t test.

f/ Similar times spent in nose sniffing by wt and XIf-/- mice during the social interaction

test

Left, mean time * s.d. spent in nose sniffing during the five-minute trial.

Right, minute-by-minute analyses of the time spent in nose sniffing by XIf-/- (red) and wt
(black) mice. n=29 mice/group. ** p<0.01; *** p<0.001, Student t test.

h/ Decreased time spent in anogenital sniffing by XIf-/- mice during the first minute of the

social interaction test

Left, mean time = s.d. spent in anogenital sniffing during the five-minute trial.
Right, minute—by-minute analyses of the time spent spent in anogenital by XIf-/- (red) and wt
(black) mice. n=29 mice/group. ** p<0.01; *** p<0.001, Student t test.
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Titre : Développement de I'imagerie IRM de diffusion pour la caractérisation des atteintes neuropathologiques induites

par les radiations ionisantes chez un modele murin

Mots clés : IRM de diffusion, radiations ionisantes, faibles doses, modéle souris, cerveau

Résumé : Le diagnostic ou le traitement d'une
pathologie par I'emploi de rayonnements ionisants peut
causer lapparition de conséquences néfastes et
irréversibles pour le cerveau notamment au cours de son
développement. D’autant plus, si on considere certains
facteurs génétiques modulant la radiosensibilité des
individus exposés. Il devient alors nécessaire de
développer des marqueurs d’imagerie sensibles aux
atteintes cérébrales de [l'irradiation a la fois aux fortes et
aux faibles doses. Cette thése a permis de développer
une approche non-invasive, par IRM anatomique et de
diffusion, pour la détection et la caractérisation des
atteintes  neuropathologiques  radio-induites  chez
différents modéles de souris irradiées. Une premiére
étude chez des souris exposées a forte dose (1 Gy) in
utero a permis d’observer, a I'age adulte, une atrophie
cérébrale globale associée a des altérations
microstructurelles qui, en lien avec les données
histologiques refletent une diminution de la densité
cellulaire.

A Tlaide de cette approche, nous avons pu investiguer
un modéle de souris radiosensibles (mutation XIf-/-)
irradiées au stade embryonnaire et juvénile a faible
dose (100 mGy). Les altérations volumétriques
(atrophies) et microstructurelles (variations de densité
cellulaire) se sont avérées plus élevées chez les souris
irradiées au stade embryonnaire qu’au stade juvénile.
De la méme fagon, nous avons identifié que la
déficience du géne XIf, impliqué dans la voie de
réparation NHEJ des cassures double-brins de I'ADN,
augmentait la radiosensibilité d’'un ordre de grandeur
dans notre modéle de souris irradiée in utero . Bien que
des améliorations méthodologiques soient
envisageables, notre approche pourrait a terme étre
transposée chez 'Homme, en particulier dans le cadre
d’'une optimisation des protocoles de radiothérapie ou
pour I'étude des conséquences sur le développement
cérébral d’autres facteurs déléteres qu'ils soient de
nature génétique ou environnementale.

Title : Development of diffusion-weighted MRI for the characterization of radio-induced neuropathological injuries in

mouse model exposed to ionizing radiations

Keywords : diffusion-weighted MRI, ionizing radiations, low doses, transgenic mice model, brain

Abstract Whether for diagnostic or treatment
purposes, the use of ionizing radiations can lead to
detrimental and irreversible consequences especially for
the developing brain. Furthermore, genetic factors are
known to modulate the sensitivity and resilience of
individuals to ionizing radiations. It is therefore necessary
to develop and validate imaging biomarkers sensitive to
the neuroanatomic and microstructural alterations induced
by low to high doses of ionizing radiations. During this
PhD thesis, | developed an integrated image acquisition
and semi-automatic analysis approach based on
anatomic and diffusion-weighted MRI, using in particular
the S-Index, a novel signature of cellular density and

applied it for the non-invasive characterization of
radio-induced  neuropathological injuries on the
developing mice brain following various irradiation

protocols. A first study was dedicated to the investigation
of adult C57BI/6 mice exposed in utero to a large (1Gy)
dose. A widespread

brain atrophy was observed in association with changes
in our diffusion parameters consistent with reductions in
cellular density. We then investigated a model of
radiosensitive mice (knock-out XIf-/-) irradiated at low
dose (100mGy) at the embryonic (E14.5) or juvenile
(PN10) stages. Larger volumetric and microstructural
alterations were observed in the mice exposed at E14.5
compared to those exposed at PN10. Additionally, the
deficiency in the XIf gene (which is involved in the
NHEJ pathway that repairs double-strand DNA breaks)
could be associated with a ten-fold increase of the
ionizing radiation’s impact following in utero exposition.
While few methodological improvements could be
implemented in the near future, our approach could be
of interest for translational research, in particular for the
optimization of radiotherapy protocols or the study of
other deleterious environmental or genetic factors on
the developing brain.
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