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CHAPITRE 1 : Des acouphenes a I’1imagerie

1.1 Introduction

Les acoupheénes sont définis comme la perception d’un son en absence d’une source acoustique
correspondante (Snow 2004; Fuller et al. 2020). IIs sont généralement décrits par ceux qui les
ressentent comme des bourdonnements, sifflements, chuintements. Ils résulteraient de
connexions cérébrales anormales dans les voies auditives et non auditives et seraient interprétés
par le cerveau comme des sons (Shore et al. 2016). Ce symptome peut étre objectif ou subjectif.

La prévalence des acouphénes montre une courbe de croissance inquiétante. Cette tendance
étant accentué par les nouveaux modes de vie des pays développés et émergents (exposition au
bruit, urbanisation, etc.) et le vieillissement de la population. A ce jour 1’évaluation des
acouphénes est a peine quantifiée. La plupart des évaluations cliniques sont basées sur les
impressions subjectives rapportées par le sujet a I’aide d’un bilan oto-rhino-laryngologique
(ORL) (Basile et al. 2013).

Ainsi I’objectif principal pour la communauté scientifique est de pouvoir fournir une mesure
objective permettant des évaluations quantitatives en absence de 1’intervention du patient. Cette
thése s’inscrit dans cette volonté avec pour objectif la détermination de marqueurs
physiologiques des acouphenes par le biais de méthodes d’imagerie.

Pour aborder ce sujet, il apparait judicieux d’effectuer quelques rappels sur les caractéristiques
des acouphénes, la physiologie du systéme auditif, 1’état de la recherche sur la physiopathologie
des acoupheénes et I’implication de I’imagerie dans ce domaine de recherche.

1.2 Qu’est-ce qu’un acouphene ?

1.2.1 Définition

L’acouphene est défini comme la perception d‘un son fantdme, nocif et invalidant en absence
de stimuli externes (Dauman 2017). Ce terme s’est impos¢ dans le vocabulaire frangais vers le
milieu du xx*™ siécle, remplagant les mots « bourdonnement » et « tintement » aux notions
plus imagées. A I’'inverse de son équivalent anglais « tinnitus » qui prend ses origines du latin
tinnire « sonner, tinter », le terme francais réunit deux verbes grecs qui dénotent la
manifestation d’une perception sonore : akouo « entendre » et phaino « apparaitre ». Le son
percu est différent selon les individus, mais il est généralement caractérisé par un sifflement,
chuintement ou grincement, de manicre uni ou bilatérale, réversible ou chronique.
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1.2.2 Prévalence

Les acouphenes sont souvent décrits comme affectant entre 10 et 15% de la population
mondiale. En réalité il s’avere difficile d’estimer de maniére précise la prévalence mondiale de
ce symptome. En effet, McCormack et son équipe ont analysé en 2016 la majorité des études
de prévalence sur les acouphénes dans le monde de janvier 1980 a juillet 2015 (McCormack et
al. 2016). De leurs travaux, il s’avere difficile de comparer ces études compte tenu de
I’hétérogénéité des données. En effet, celles-ci peuvent varier d’une étude de prévalence a
I’autre en fonction notamment de la définition de l'acouphéne utilisée, des méthodes utilisées
pour catégoriser la gravité¢ de ce symptome et les groupes d’ages sélectionnés.

Néanmoins, des tendances ont pu étre soulignées par la collecte des différentes données :
e 606,7% ont rapport¢ une prévalence des acouphénes par groupe d’age et ont
généralement montré une augmentation de la prévalence avec 1’age.
e La moitié des études ont rapporté une prévalence des acouphénes par sexe. La tendance
montrait généralement une prévalence plus élevée d'acouphénes chez les hommes que
chez les femmes.

De plus, cet article montre une disparité sur la représentation des populations étudiées : la
majorité des études ont été réalisées en Europe (38,5%), suivie des Amériques (30,8%), de la
région du Pacifique (Australie, Chine, ...) (25,6%), du continent Africain (2,6%) et de 1’ Asie
du sud-est (2,6%). Ces résultats peuvent suggérer une sous-estimation de la prévalence des
acouphénes dans le monde.

1.2.3 Classification

Il n’existe pas de classification officielle et reconnue par la communauté scientifique,
néanmoins dans la plupart des cas, les acouphénes peuvent étre classés en fonction de la
perception des patients. Ainsi les classifications les plus courantes sont de types : acouphénes
objectifs/subjectifs, acouphenes temporaires/chroniques et acouphenes
compensés/décompensés.

1.2.3.1 Acouphenes objectif / subjectif

Les acouphénes objectifs sont rares et représentent 5% de la prévalence globale. Ils sont
caractérisés par des sons provenant d’un dysfonctionnement du corps. Ces sons audibles par
I’entourage peuvent étre subdivisés : pulsatile et non pulsatile ou musculaire et spontané (figure

1).
Les acouphenes pulsatiles sont généralement provoqués par un flux sanguin turbulent et

anormal dii a une sténose, malformation ou tumeur vasculaire (Hofmann et al. 2013; Pegge et
al. 2017). Les acouphénes musculaires sont décrits comme des cliquetis et le plus souvent dus

16



a des myoclonies palatines (secousses musculaires du palatin) ou a des contractions du tenseur
du tympan ou des muscles stapédiens de I’oreille moyenne (Lockwood et al. 2002; Chan 2009).
Quant aux acouphénes spontanés, ils seraient liés a des auto-stimulations de 1’oreille interne,
appelées émissions otacoustiques spontanées. Ce concept repose sur la production de vibrations
sonores de faible intensité par les cellules ciliées externes de la cochlée en absence de
stimulation acoustique (Gold et al. 1948; Pienkowski and Kunov, 2001; Dhar and Hall III,
2018).

Les acouphénes objectifs sont généralement assez rapidement diagnostiqués lors de 1’examen
ORL, et la thérapie consiste généralement a traiter la cause physiologique.

Acouphénes Objectifs

l ‘ l :
Pulsatile | 'Non Pulsatile }

|

- Sténose carotidienne I

- Malformations artérioveineuses

- Tumeurs vasculaires Musculaire ou Spontané
- i i i anatomique )
(sgggzg;e;;i%zg)‘res cardiatpics Emissions otoacoustiques
- Débit cardiaque élevé - Myoclonies palatines Spontances
- Flux sanguin turbulent - Contractions du tenseur du
tympan

- Contractions des muscles
stapédiens

- Trompe d'Eustache patuleuse

Figure 1 : Causes possibles a [’origine des acouphénes objectifs par catégorie (adapté de Lockwood et al. 2002)

A D’inverse, les acouphénes subjectifs sont majoritaires et concernent 95% de la prévalence
globale. I1 s’agit de perceptions sonores provoquées en absence de stimuli externes et entendues
uniquement par le patient. Ils résultent généralement d’une lésion au niveau des voies
périphériques ou centrales du systéme auditif. L’ensemble des caractéristiques des acouphénes
subjectifs sera présenté dans ce chapitre.

1.2.3.2 Acouphénes temporaires / chroniques

Un acouphéne peut aussi €tre considéré comme temporaire (réversible) ou chronique. Les
acouphénes temporaires se manifestent lors d’une courte période (entre quelques
minutes/heures et quelques mois). La géne occasionnée est donc passagere. Généralement, ces
acouphénes sont développés a la suite d’une exposition a des bruits de fortes intensités, mais
ils peuvent aussi apparaitre de manicre spontanée. Les acouphénes sont qualifiés de chroniques
lorsque leur durée dans le temps est supérieur a six mois (Tunkel et al. 2014; Haider et al. 2018).
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1.2.3.3 Acouphénes compensés / décompensés

Les acouphénes peuvent également étre considéré en fonction de leur impact sur la qualité de
vie. Un acouphéne est dit compensé lorsque que le patient n’est pas particulierement géné par
ce son parasite au cours de sa vie quotidienne. A I’inverse, I’acouphéne est au contraire dit
décompensé lorsque celui-ci est une source d’inconfort associant des troubles de 1’attention,
troubles du sommeil, anxiété, dépression, un stress psychologique, etc. (Stobik et al. 2005;
Mohebbi et al. 2019).

A ce jour, il n’existe aucun traitement contre les acouphénes. Cependant des thérapies
alternatives ont été¢ développées pour les patients dont 1’acouphéne représente une géne
importante. Les principales thérapies utilisées sont les dispositifs auditifs et les thérapies
d’habituation sonores (Sheppard et al. 2020; Tyler et al. 2020). De nombreuses études ont
démontré une diminution des acouphénes importante (jusqu’a 85% des patients) apres la mise
en place d’appareils auditifs (Hazell et al. 1985; Surr et al. 1985; Sandlin et Olsson 1999; Henry
etal. 2015). De plus, des thérapies sonores ont également été¢ développées tels que la « cognitive
behavioral therapy » (Andersson 2002; Hesser et al. 2011), le « progressive audiologic tinnitus
management » (Henry et al. 2005); la « tinnitus retraining therapy » (Jastreboff et al. 2000;
Westin et al. 2011; Bauer et al. 2017); la « person-centered therapy » (Mohr 2008) et le
« tinnitus activities treatment » (Tyler et al. 2007). Ces différentes méthodes ont comme
objectifs de détourner 1’attention des acouphénes, réduire leur volume et remplacer un bruit
désagréable (acouphéne) par un son plus neutre (bruit de fond) (Tyler 2006; Spiegel et al. 2015).
Elles ont une vocation commune de diminuer 1’inconfort caus¢ par les acouphenes.

1.2.4 Causes et Conséquences

L’acouphene résulte d’un dysfonctionnement du systeme auditif ou d’une autre pathologie. I1
s’agit d’un symptome dont les causes sont nombreuses et pouvant étre multifactorielles.

Néanmoins, la principale cause d’un acouphéne est le traumatisme acoustique (Kapolowicz et
Thompson 2020). Le fait d’étre exposé de manicre répétée a un environnement bruyant
augmente le risque de surdité et d’acouphéne. Ainsi certaines catégories socio-professionnelles
sont plus a risque que d’autres : les musiciens, les métiers du Batiment, les militaires, etc. (Di
Stadio et al. 2018; Esquivel et al. 2018; Couth et al. 2019).

La deuxiéme cause de ce phénomeéne est I’age. Le vieillissement de [oreille entraine
fréquemment une perte auditive et/ou I’apparition d’acouphénes (Rauschecker et al. 2010; Wu
et al. 2018; Kapolowicz et Thompson 2020). Il n’est pas rare de constater le développement
d’acouphénes chez les personnes de plus de 50 ans, et cette prévalence risque d’augmenter avec
les années du fait du vieillissement de la population.

De nombreuses autres causes existent également (Langguth et al. 2013; Cunnane 2019; Kita et
al. 2019; Perez-Carpena et Lopez-Escamez 2020; Vahabzadeh-Hagh et al. 2020):

e Bouchon de cérumen ou un corps étranger dans 1’oreille

e Otite
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e Otospongiose (dégénérescence des osselets de l'oreille moyenne, entrainant un
dysfonctionnement de I’oreille)

e Maladie de Méniere (maladie chronique d’origine inconnue se caractérisant par des
crises de vertiges qui s’accompagnent d’acouphénes et d’une baisse d’audition)

e Prise de médicaments ototoxiques qui peuvent toucher le nerf auditif ou I’oreille interne

e Traumatisme cranien

e Fistule périlymphatique (communication anormale entre les liquides de 1’oreille
interne), etc.

Les conséquences des acouphénes sont variables d’un individu a 1’autre, le plus souvent, elle
s’apparente a une simple géne occasionnelle et temporaire. Mais pour d’autres personnes les
symptomes peuvent les placer dans une situation de handicap : fatigue, stress, irritabilité,
anxiété, dépression, difficultés auditives, hyperacousie, problémes d’endormissement,
insomnie et difficultés de concentration peuvent alors apparaitre, affectant considérablement la
qualité de vie (Berthold Langguth et al. 2013; Elgoyhen et al. 2015).

Les principales origines des acouphénes seraient principalement liées a un dysfonctionnement
de D’oreille interne ou du systéme auditif central. Pour aborder ce sujet, il semble judicieux de
décrire la physiologie de I’audition.

1.2.5 Physiologie de I’audition

Le systeme auditif est un systéme sensoriel complexe qui se compose du systeéme auditif
périphérique et du systéme auditif central. Il recoit, intégre et gére les variations d'énergie
sonore qui lui parviennent, construisant une représentation mentale de 1'environnement sonore,
a la fois en termes acoustiques (niveau et spectre du signal) qu'en termes spatiaux
(détermination du lieu d'émission).

1.2.5.1 Le systeme auditif périphérique

L’oreille est un organe neurosensoriel, dont les deux fonctions principales sont : la transmission
des ondes sonores du pavillon de I’oreille externe jusqu’au cerveau et le maintien de 1’équilibre
du corps par le systéme vestibulaire.

Cet organe est divisé en trois parties : ’oreille externe (pavillon et conduit auditif), 1’oreille

moyenne (tympan et chaine des osselets) et I’oreille interne (cochlée et systéme vestibulaire)
(figure 2).
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Figure 2: représentation du systeme auditif périphérique (adapté du site ORL Poitier)

1.2.5.1.1 L’Oreille Externe

L’oreille externe est composée d’un pavillon et d’un conduit auditif externe (CAE). Il a pour
fonction de capter et diffuser les ondes sonores dans le conduit auditif jusqu’au tympan (Blauert
et Allen 1983).

Le pavillon permet de focaliser des sons a la maniére d’un entonnoir et induit une concentration
des ondes sonores vers le conduit auditif. En effet, les nombreux replis cartilagineux le
composant, concentrent 1’énergie sonore en un point spécifique et empéchent la captation de
sons parasites (Musiek et Baran 2018a).

Le conduit auditif externe est un canal cartilagineux et osseux de forme cylindrique qui relie la
conque (fond du pavillon) et le tympan. Il mesure en moyenne 25 mm de long pour un diamétre
de 5 4 10 mm (Morin 2012). La forme du conduit auditif induit un phénomene de résonance
qui permet une amplification du niveau sonore pour une certaine gamme de fréquence. La
fréquence de résonance du CAE qui se situe vers 3400 Hz, se calcule a partir de la formule
suivante (da Silva et al. 2014) :

f:4_lc (1)

c correspond a la célérité des ondes sonores dans I’air (¢ = 343 m.s™!) et /. la longueur du conduit
auditif.

Cela signifie que lorsque des fréquences sonores de valeurs proches de 3400 Hz arrivent dans
le CAE celui-ci résonne et ces fréquences subissent une amplification naturelle. De plus, ces
résonances sont plus ou moins importantes selon I’incidence et la direction des ondes sonores
provoquant des variations d’amplification sonore (Shaw 1974; Gallois 2017). Ce phénomeéne

20



montre que ’oreille externe a également pour fonction de localiser 1’origine du signal sonore
(Blauert et Allen 1983; Muller et Bovet 1999; Opstal 2016).

1.2.5.1.2 L’Oreille Moyenne

Enclume Caisse L’oreille moyenne (figure 3) est une cavité aérienne fermée,

Marteau séparée de ’oreille externe par le tympan et de I’oreille interne
Etrier dU tympan .
par les fenétres ovale et ronde. Elle se compose du tympan,

d’une chambre aérienne que 1’on appelle caisse du tympan, de
la chaine tympano-ossiculaire composée de trois osselets : le
marteau, ’enclume, 1’étrier et de muscles dit stabilisateurs
(Musiek et Baran 2018a).

De plus, la trompe d’Eustache est une structure annexe de
I’oreille moyenne qui relie la caisse du tympan au nasopharynx.
Elle permet de maintenir la pression dans 1’oreille moyenne par
ouverture de la trompe par baillement ou déglutition (Lim et
Moon 2011).

Fenede Le role de de I’oreille moyenne est double : protéger 1’oreille

ovale . . . L
Meirbiana interne et transformer les vibrations sonores aériennes
tympanique provenant du CAE en vibrations solidiennes.
Trompe
d’Eustache 1.2.5.1.2.1 Transformation  de  vibrations

Figure 3: description anatomique de

Voreille moyenne sonores aériennes en vibrations solidiennes

Le tympan est une fine membrane élastique semi-transparente séparant le CAE de ’oreille
moyenne. Il s’apparente a un capteur de pression dont le role est d’osciller sous I’effet des
variations de pression acoustique produite par le CAE et de transmettre ces vibrations a la
chaine tympano-ossiculaire.

La chaine des osselets se compose (Musiek et Baran 2018b) :
¢ Du marteau, tenu par des ligaments et dont le manche est joint au tympan
e De ’enclume, le plus lourd des osselets tenu par des ligaments
e De I’étrier qui s’emboite dans la fenétre ovale de la cochlée, et est maintenu par un
ligament annulaire élastique.

Les osselets ont pour but de transmettre 1’énergie acoustique du tympan a ’oreille interne, par
le biais d’une adaptation d’impédance entre un milieu aérien (caisse du tympan) et un milieu
liquide (oreille interne). En effet, si les vibrations sonores aériennes étaient directement
transmises aux liquides de ’oreille interne, 99% de 1’énergie acoustique serait perdue par
réflexion, di a la différence de densité et de module de compressibilité qu’il existe entre ’air
et ’eau (Bizley 2017). Ce phénomeéne crée une résistance a la transmission de 1’énergie
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acoustique, que l’on appelle I'impédance acoustique, décrit par 1’équation suivante
(GroB36hmichen, 2019) :

Z=7 ou z="22 )

F est la force exercée dans le milieu aérien ou liquidien, V est la vitesse de propagation des
ondes, P est la pression acoustique et S est la surface du tympan (milieu aérien) ou de la fenétre
ovale (milieu liquidien).

En effet, la vitesse de propagation des ondes et la pression acoustique en milieu aérien et
liquidien sont différentes. En milieu aérien, la vitesse de propagation et la pression acoustique
sont plus faibles que dans un milieu liquidien. Ainsi les osselets ont pour mission d’amplifier
la pression acoustique permettant de limiter la perte d’énergie entre les deux milieux.

Cette amplification étant de 1’ordre de 20 a 30 dB (de 1000 a 10000hz) (Dong et Olson 2009;
Bergevin et Olson 2014). Cependant, cette adaptation d’impédance dépend de la fréquence c'est
a dire que la transmission a l'oreille interne n'est pas aussi efficace dans tous les domaines de
fréquence.

1.2.5.1.2.2  Protection de I’oreille = Reflexe Stapédien

Lorsqu’un son de forte intensité est détecté par la cochlée (>80db) I’information acoustique est
transmise au systéme nerveux central. Une boucle reflexe commande la contraction des muscles
rigidifiant la chaine tympano-ossiculaire (Counter et al. 2016). Ce qui entraine une diminution
de I’énergie transmise a 1’oreille interne. Il protége la cochlée contre les surstimulations sonores
au niveau des cellules ciliées (Rumeau et al. 2011).

Mais ce processus a ces limites :
e Durée de protection courte car les muscles se fatiguent vite.
e Protection apportée faible (de I’ordre de 5 a 10 dB) qui varie selon la fréquence sonore
e Se produit apres une latence de 40ms (boucle reflexe)
e Ne protége pas contre les bruits soudains (pétards, armes a feu)

1.2.5.1.3 L’Oreille Interne

L’oreille interne (figure 4) est une structure complexe composée de deux parties majeures : la
cochlée qui est I’organe de I’audition de I’oreille interne et le systéme vestibulaire, 1’organe de
I’équilibre.  L’oreille interne et 'oreille moyenne ont pour ouvertures membranaires
communes, les fenétres ovale et ronde.
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Figure 4. description anatomique de [’oreille interne (adapte du site cochlea)

1.2.5.1.3.1 La cochlée

1.2.5.1.3.1.1 Anatomie

La cochlée est un canal osseux et creux en forme de spirale (escargot), dont la zone basale (la
plus proche de ’oreille moyenne) est plus grande que la zone apicale. La cochlée osseuse est
tapissée de structures membranaires élastiques qui €épousent la forme de celle-ci et est divisée
en trois parties : la rampe vestibulaire, la rampe tympanique et la rampe médiane ou autrement
appelé canal cochléaire (Musiek et Baran 2018a).

La rampe vestibulaire est jointe a la fenétre ovale de I’oreille moyenne et la rampe tympanique
débouche sur la fenétre ronde. Ces deux structures sont remplies de périlymphe chimiquement
semblable au liquide cérébrospinal. La rampe médiane se compose d’endolymphe dont la
composition chimique se rapproche du liquide intracellulaire (Yost 2001; Torrecilla 2019;
Casale et Agarwal 2020).

Ces trois divisions sont créées par deux membranes importantes : la membrane basilaire (MB)
et la membrane de Reissner qui bordent la surface de la rampe médiane.

L’organe de corti (figure 5), reposant sur la MB, est la structure de la perception auditive de la
cochlée. Elle est nommée ainsi en hommage a I’anatomiste italien Alfonso Corti, qui découvrit
en 1851 cette structure auditive (Kley 1986). Cet organe est constitué de cellules sensorielles
(cellules ciliées internes et cellules ciliées externes), de cellules de soutien (cellules de Deiters)
et d’une variété de membranes. Il parcourt toute la longueur du canal cochléaire dont le
sommet est défini par la membrane tectoriale et la base de la lame réticulaire (Musiek et Baran
2018a).
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Figure 5: Anatomie de la cochlée. a. Détails d’une cochlée sectionnée. b. Illustration des trois compartiments de
la cochlée. c. Relation des cellules ciliées cochleaires, de la membrane basilaire et de la membrane tectoriale
(adapté de Morrill et al. 2017).

1.2.5.1.3.1.2 Physiologie

La physiologie cochléaire commence lorsque les vibrations sonores de I’oreille moyenne
arrivent par le biais de la fenétre ovale. Cette fenétre va transmettre ses vibrations a la
périlymphe au niveau de la rampe vestibulaire qui vont se déplacer le long de la membrane
basilaire de la base vers I’apex et permettre la stimulation des cellules ciliées (Casale et al.
2020). De plus, les liquides de la cochlée n’étant pas compressibles, les vibrations sonores sont
¢galement transmises a la rampe tympanique repoussant la fenétre ronde vers 1’oreille moyenne.
Les deux fenétres étant en opposition de phase, cela permet la déformation de la membrane
basilaire et donc la propagation des ondes de pression le long de la cochlée (Vibert et al. 2019).

Selon la fréquence de ces ondes de pression, celles-ci activeront les cellules sensorielles dans
une zone bien précise le long de la MB : plus la fréquence est élevée, plus les cellules stimulées
seront proches de la zone basale ; plus la fréquence est basse et plus les cellules stimulées seront
pres de I’apex. Cette répartition des fréquences est appelée tonotopie cochléaire (Dang 2017).

1.2.5.1.3.1.2.1 Les cellules ciliées externe : lieu d 'une amplification sélective en fréquence
A T’endroit de la vibration maximale de la MB (fréquence de stimulus), les cellules ciliées

externes (CCE) de I’organe de corti sont cisaillées entre la membrane basilaire et la membrane
tectoriale. Le mouvement de la MB va provoquer la contraction des CCE a la fréquence du
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stimulus, amplifiant les vibrations mécaniques de la cloison cochléaire, lesquelles seront
transmises aux cellules ciliées internes (Vibert et al. 2019).

1.2.5.1.3.1.2.2 Les cellules ciliées internes : lieu d’une transduction mécano-électrique

Les cellules ciliées internes (CCI) sont le siege de la transduction mécano-électrique. Ce
principe physique permet la transformation de I’énergie mécanique des vibrations sonores en
énergie ¢électrique propagée par le neurone.

En pratique, les vibrations de la MB mettent en contact les cils des CCI a la membrane tectoriale
provoquant une dépolarisation par I’entrée de potassium (K') dans ces cellules. Cette
dépolarisation provoque la libération de glutamate (neurotransmetteur) a 1’intérieur de la
synapse de la CCI. Le glutamate va alors se fixer sur la membrane du neurone cochléaire.
Lorsque la dépolarisation atteint le seuil d’excitation du neurone, un potentiel d’action se crée
et se propage le long du neurone vers le systéme auditif central (Vibert et al. 2019; Ohmori
2019).

1.2.5.1.4 Le systeme vestibulaire

Le systéme vestibulaire se constitue d’éléments périphériques et centraux qui ont une structure
complexe. Le systeéme vestibulaire central est situé dans le tronc cérébral et se compose
principalement des noyaux vestibulaires. Le systéme vestibulaire périphérique est situ¢ dans
I’oreille interne au coté de la cochlée. Il se compose de trois canaux semi-circulaires (canal
horizontal, vertical antérieur et postérieur) et de deux cavités (la saccule et I’utricule) qui
baignent dans I’endolymphe.

Les trois canaux semi-circulaires sont disposés les uns aux autres de fagon orthogonale. Cette
disposition permet de détecter les mouvements et la rotation du corps. En effet, lors d'une
rotation de mouvement, l'inertie entraine le déplacement du liquide endolymphe, dans le sens
inverse, qui est détecté par les cellules ciliées vestibulaires. Par conséquent, la disposition
orthogonale permet de capturer un mouvement quelle que soit la rotation. Concernant les deux
cavités (I'utricule et le saccule), elles représentent les organes de 1’équilibre. L utricule détecte
le mouvement dans le plan horizontal et le saccule est responsable de la perception du
mouvement ou de l'accélération dans le plan sagittal (Brosel et Strupp 2019).

Le systéme vestibulaire n’est pas d’avantage développé ici car cette partie se focalise
principalement sur 1’organe de 1’audition dans le cadre des acouphénes.
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1.2.5.2 Le systéme auditif central

Le systeme auditif central est composé de six zones neuronales principales : le noyau
cochléaire, le complexe olivaire supérieur, les noyaux du lemniscus latéral, le colliculus
inferieur, le corps géniculé¢ médial et le cortex auditif.

Cette chaine complexe de cellules nerveuses, localisée dans le tronc cérébral auditif et le cortex
cérébral, aide a traiter et a relayer les informations auditives, codées sous forme d'impulsions
nerveuses, de la cochlée vers le cortex auditif du cerveau.

Les noyaux auditifs dit périphériques (noyau cochléaire, complexe olivaire supérieur et
lemniscus latéral) procédent a un traitement de I’information en majorité automatique ce qui
est moins le cas pour les noyaux dit centraux (colliculus inferieur, corps géniculé médial, cortex
auditif) qui ont tendance a étre affectés par certains facteurs (la motivation, la décision, la
connaissance ou la conscience).

De plus, la localisation et les perceptions binaurales dépendent de 1'interaction des informations
arrivant aux deux oreilles qui s'effectuent dans le systéme auditif ascendant.

1.2.5.2.1 Hiérarchie

A Le systeéme auditif central peut &tre vu comme une hiérarchie
cortex auditif ascendante de noyaux (figure 6) allant du ganglion spiral au cortex
t auditif et se situant dans différentes structures anatomiques : le
CGM . . o .
corps genouillé médian ganglion spiral se loge dans une cavité osseuse de la cochlée, les
3 noyaux cochléaires et les complexes olivaires se trouvant dans le
cl tronc cérébral tandis que le colliculus inférieur occupe le

liculus inféri . . . . ..
o USTm erenr mésencéphale, le thalamus le diencéphale, et le cortex auditif le

L télencéphale (Toga et Mazziotta 2000; Yost 2001; Musiek et Baran
noyaux du lemniscus latéral 20]8b),

1
cos

Complexe olivaire
supérieur

T

NC
noyau cochléaire

?

NA
nerf auditif

T

Cochlée

Figure 6: Hiérarchie ascendante
des principaux niveaux du systeme
nerveux auditif
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Figure 7: lllustration des différentes structures impliquées dans la
perception sonore (de l'oreille interne au cortex auditif) (adapté de
Bear et al., 2007)

1.2.5.2.2 Anatomie
1.2.5.2.2.1 Le nerf auditif (NA)

Le nerf auditif ou vestibolo-cochleaire, composante du huitiéme nerf cranien est formé de la
fusion du nerf cochléaire et du nerf vestibulaire. Ces deux nerfs prennent leur origine dans les
ganglions nerveux périphériques : le ganglion de corti et le ganglion de Scarpa (Legatt 2018;
Musiek et Baran 2018b).

Le nerf cochléaire a pour role de transporter les impulsions ¢électriques des cellules sensorielles
de la cochlée aux noyaux cochléaires du tronc cérébral. Quant au nerf vestibulaire sa mission
est de recevoir les informations concernant le maintien de 1’équilibre du corps (Legatt 2018).

Le nerf cochléaire est composé de deux types de fibres nerveuses : les neurones de type 1 et les
neurones de types 2. Les neurones de type 1 my¢linisés, sont reliés aux cellules ciliées internes
(CCI) et composent 95% de I’ensemble des fibres du nerf cochléaire. A 1’inverse les neurones

de type 2 sont plus fins, non my¢élinisés et innervent les cellules ciliées externes (CCE) (Musiek
et Baran 2018Db).
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1.2.5.2.2.2 Le noyau cochléaire (NC)

NCD

Dorsal

Anterior .—T

Figure &8: Coupe sagittale du noyau
cochléaire du chat décrivant les trois parties
du noyau (adapté de Osen et Roth, 1969)

Le noyau cochléaire (NC) (figure 8) est la premicre
structure cérébrale du systéme auditif central. 11 est le
premier relai du nerf auditif dont les fibres vont se
projeter dans les trois différentes parties du noyau
cochléaire : le noyau cochléaire dorsal (NCD), le noyau
cochléaire ventral (NCV), lui-méme divise en noyau
cochléaire anteroventral (NCVA), et le noyau
cochléaire posteroventral (NCPV) (Rubio 2018).

La structure du NC est complexe en raison de
connections synaptiques et de types de cellules variées
et abondantes. Néanmoins, d’aprés les descriptions
d’Osen (1969) et de Pfeiffer (1966), les cellules du NC
notables sont : les cellules sphériques, multipolaires et
globulaires que l’on retrouve en majorit¢ dans le

NCVA ; les cellules « pieuvres » (octopus) localisées dans le NCPV et les cellules pyramidales
situées dans le NCD (Pfeiffer 1966; Osen 1969; Musiek et Baran 2018b).

1.2.5.2.2.3  Le complexe olivaire supérieur (COS)

Le complexe olivaire supérieur (COS) (figure 9) se situe dans la partie ventrale du pont. Il se
compose d’un ensemble de noyaux dont les principaux sont : le noyau olivaire supérieur latéral

(OSL), le noyau olivaire supérieur médian (OSM), le noyau médian du corps trapézoide
(NMCT) et d’autres noyaux périolivaires (NPO).

Les principales cellules qui composent le COS sont les cellules multipolaires et bipolaires qui
sont présentes en majorit¢ dans le OSM, et les cellules fusiformes qui composent le OSL
(Thompson et Schofield 2000; Kandler 2019) .

Ventral

En grisé les trois noyaux principaux:
NMCT: Noyau médian du corps trapézoide
OSL: Olive supérieur latérale
OSM: Olive supérieur médiane

En clair les noyaux périolivaires:
NLCT: Noyau latéral du corps trapézoide
NPOD: Noyau périolivaire dorsal
NPODL: Noyau périolivaire dorsolatéral
NPODM: Noyau périolivaire dorsomédian
NPOM: Noyau périolivaire médian
NPOVM: Noyau périolivaire ventromédian

Figure 9: Coupe transversale du complexe olivaire supérieur décrivant les diverses parties du relais auditif chez
le rat (adapté de Tompson and Schofield, 2000).
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1.2.5.2.2.4 Le lemniscus Latéral (LL)

Le noyau du lemniscus latéral se trouve dans la partie supérieure du pont. Il se distingue en
trois parties : une zone dorsale (NDLL), une zone ventrale (NVLL) et d’une zone intermédiaire
(NILL). On retrouve différents types de cellules dans les VNLL et NDLL : multipolaires,
¢toilées, globulaires allongées et ovoides (Covey et Casseday 1986; Oertel et Fay 2013).

1.2.5.2.2.5 Le colliculus inférieur (CI)

On retrouve le colliculus inferieur (CI) (figure 10) dans la partie postérieure du mésencéphale.
Il se compose de trois noyaux : le noyau central, le noyau dorsal et le noyau latéral. Les deux
principaux types de cellules sont les cellules en forme de disque, qui sont les plus courantes, et
les cellules étoilées (Oliver et Huerta 1992; Malmierca et Young 2015).

Figure 10: Schéma topographie d une
coupe frontale du noyau du colliculus
inferieur : CID : noyau dorsal ; CIC :
noyau central ; CIL : noyau latéral
(adapté de Paxinos et Watson, 1998).

1.2.5.2.2.6  Le corps genouillé meédian (CGM)

Le corps genouillé médian (CGM) (figure 11) se localise dans la partie supéro-postérieure du
thalamus. Il est a présent connu que d’autres structures du thalamus jouent un rdle dans le
processus de 1’audition comme le pulvinar, les noyaux postérieurs, les noyaux réticulaires. Le
CGM se divise en trois parties : une zone ventrale, médiane et dorsale. Cette structure auditive
se compose d’une variée de types de cellules. Dans la partie ventrale on retrouve les grandes
cellules buissonnantes et les petites cellules étoilées tandis que les zones dorsale et médiale se
composent de cellules étoilées, touffues, et allongées (Winer 1992; Musiek et Baran 2018b).

Noyau antérieur

Lame médullaire interne

5 Noyau dorsomédian
Noyau ventral antérieur

Noyau ventral latéral

Noyau latéral postérieur

(= Corps genouillé médian
Corps genouillé latéral

Figure 11: Schéma du thalamus et de ses différents noyaux (adapté de Elinor and Rowe, 2009)
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1.2.5.2.2.7  Le cortex auditif (CA)

Cortex suditif Le cortex auditif (CA) (figure 12) chez I’'Homme
it représente 8% de la surface du cortex cérébral. A

Scissure |
de Sylvius

L\ Aire de I’inverse des autres structures cérébrales, il existe
d’importantes différences structurelles du cortex

auditif entre les diverses espéces de mammiferes, et

méme entre les primates supérieurs et I’Homme.

7
Cortex auditif

condaire Il comprend le cortex auditif primaire (Al) localis¢

dans le gyrus de Heschl et le cortex secondaire (AIl)
situ¢ dans le gyrus temporal supérieur. Cette structure
cérébrale peut étre vue comme une division en
couches (numérotées de I a VI) (Winer 1985; Vibert
et al. 2019).

Figure 12: A. Coupe latérale du cortex

auditif montrant le cortex auditif primaire, [a composition du CA comme chez tous les
le cortex auditif secondaire, la scissure de
Sylvius et de [’aire de Wernicke. B.
Répartition des fréquences dans le cortex pyramidales et a 15% de cellules multipolaires ou

auditif primaire stellaires (Musiek et Baran 2018b).

mammiféres est constituée a 85% de cellules

1.2.5.2.3 Connectivité du Systeme Auditif Central

L’ensemble des connections neuronales du systéme auditif central est composé de trois parties :
les voies auditives afférentes, les voies commissurales et les voies efférentes.

1.2.5.2.3.1 Les voies auditives afférentes (VAA)

Les voies auditives ascendantes (VAA) (figure 13) qui relient les différents relais centraux se
projettent de maniére binaurale mais avec une prédominance controlatérale. Par exemple, les
influx nerveux provenant de I’oreille droite sont en majorité représentés dans 1’hémisphére
gauche (et inversement). Cependant, au-dela du noyau cochléaire chaque relai auditif regoit
¢galement des informations sonores de maniére binaurale. En effet, I’organisation des VAA
posseéde quelques caractéristiques propre : Elle se projettent bilatéralement avec une
prédominance des voies croisées (70 a 80% des afférences vers 1I’hémisphere cérébral
controlatéral) par rapport aux voies afférentes ipsilaterales (20 a 30% des afférences vers
I’hémisphere ipsilateral) (Hutson et Morest 1996; Winer et Schreiner 2005; Vibert et al. 2019;
Peterson et al. 2020).

Pour chaque noyau auditif, des connections transversales reliant les cotés droite et gauche sont
présentées que 1’on appelle voies commissurales ou commissures (Pritchard et Alloway 2002;
Hackett et Phillips 2011).
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Figure 13: vue schématique des principales connexions ascendantes des voies auditives centrales (adapté de
Hutson et Morest, 1996).

1.2.5.2.3.1.1 Le nerf auditif

Les neurones auditifs issus du ganglion spiral pénétrent dans le tronc cérébral par le biais du
sillon bulbo-pontique. Ils se divisent en se projetant uniquement dans les NC ipsilaterales
(Simon et al. 2009).

1.2.5.2.3.1.2 Le noyau cochléaire

Les projections afférentes du NC destinées aux autres noyaux ascendants auditifs se distribuent
en trois voies de sortie : les stries acoustiques ventrale (ou corps trapézoide), intermédiaire et
dorsale (Moore 2000; Thompson et Schofield 2000; Cant et Benson 2006; Simon et al. 2009;
Lorenzi 2017) :

o La strie acoustique ventrale ou fascicule du corps trapézoide : elle est formée par les
fibres du NCVA (cellules sphériques, globulaires et multipolaires) qui se projettent dans
le complexe olivaire supérieur (COS) de maniére bilatérale, jusqu’aux lemniscus latéral
(LL) et le colliculus inferieur (CI).

o La strie acoustique intermédiaire ou de held : elle se compose de neurones octopus du
NCPV. Ces derniers se projettent dans les noyaux pérolivaires des deux cotes et dans le
LL et CI controlatéral.
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e La strie acoustique dorsale ou de von Monakow. Regroupant les fibres provenant des
cellules pyramidales du NCD, celles-ci se dirigent vers les noyaux du LL et CI
controlatéraux.

1.2.5.2.3.1.3 Le complexe olivaire supérieur (figure 14)

Le COS est le premier relais auditif a recevoir des connections afférentes provenant des deux
oreilles, par le biais des NC. Il est le premier site auditif ou se produit une convergence de
I’information sonore de maniére binaurale (Moore 2000; Yin 2002; Celesia et Hickok 2015).
Par exemple, les connections afférentes de OSL vers le CI sont ipsilatérales pour les fréquences
sonores basses et controlatérales pour les fréquences élevées (Moore 2000).

Il existe de nombreuses connections afférentes intrinseéque au COS. La grande majorité de ces
connections afférentes se forment dans le NMCT pour se diriger de manicre ipsilatérale vers
les noyaux principaux OSL, OSM, NLCT et vers les noyaux périolivaires NPODL et POS. De
fagon plus minoritaire certains de ces noyaux fournissent également des afférences intrins€éques
au COS ipsilatéral (OSM, NLCT et POSL). Le seul noyau connu pour fournir des afférences
de maniére controlatérale est le NVCT, qui se projette dans le OSL, NLCT et NPODL.
(Thompson et Schofield 2000).

Gauche Droit

Figure 14: Schématisation des afférences intrinseques du COS et des régions périolivaires : NMCT : Noyau
médian du corps trapézoide ; OSL : Olive supérieur latérale ; OSM : Olive supérieur médiane ; NLCT : Noyau
latéral du corps trapézoide; NVCT: Noyau ventral du corps trapézoide; NPODL : Noyau périolivaire
dorsolatéral;, NPODM: Noyau périolivaire dorsomédian ; NPOVM: Noyau périolivaire ventromédian ;
NPS :Noyau périolivaire supérieur (adapté de Thompson et Schofield, 2000).

1.2.5.2.3.1.4 Le lemniscus latéral

Le noyau ventral du lemniscus latéral (NVLL) regoit majoritairement des afférences du noyau
cochléaire anteroventral (CNVA) et du corps trapézoide de maniere controlatérale. Le noyau
dorsal du lemniscus latéral (NDLL) recoit des entrées bilatérales des CNVA et du noyau
olivaire supérieur latéral (OSL) et des entrées ipsilatérales du noyau olivaire supérieur médian
(MSO) et du NVLL (Glendenning et al. 1981; Schwartz 1992; Musiek et Baran 2018b).
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1.2.5.2.3.1.5 Le colliculus inférieur (figure 15)

Les connections afférentes vers le CI comprennent les projections du NC, du COS et NDLL
ipsilatérales et controlatérales. Le NVLL a uniquement des connections afférentes vers le CI du
coté ipsilatéral (Ehret 1997; Musiek et Baran 2018b).

NDCI
NECI
pe
& %“*\"ES

NCCI

N /

NCV

E——
Graves Aigus

Figure 15: Représentation des afférences du CI.

Le noyau central du colliculus inférieur (CI) regoit des afférences directes de faisceaux d origine controlatérale, issus des noyaux
cochléaires ventral et dovsal (NCV, NCD), des olives supérieures latérale et médiane (OSL, OSM), du corps trapezoide (NMCT)
et du lemnisque latéral (LL) (traits rouges). Il recoit également les projections de ces mémes structures, mais du coté ipsilatéral
(traits bleus). Les traits pleins marquent les ascendances majeures et les pointillés marquent les ascendances mineures. Enfin, le
noyau dorsal du CI et le noyau externe du CI regoivent des afférences thalamo-corticales, mais également pour le noyau externe,
des entrées sensorielles somesthésiques (ES). Les degrades de couleurs du bleu au rouge marquent les tonotopies connues des
différentes structures (adapté de Lorenzi, 2017).

1.2.5.2.3.1.6 Le corps genouillé médian

Les connections d’entrées du CGM proviennent principalement des noyaux du CI ipsilatéraux
avec des entrées mineures des noyaux du CI controlatéraux. Le noyau central du CI projette
ces neurones dans la partie ventrale du CGM, alors que les neurones des parties dorsale et
latérale du CI se connectent aux divisions médiale et dorsale du CGM.

La majorité des neurones du CGM innervent le cortex auditif, cependant une autre connexion
a été découverte entre cette structure auditive et I’amygdale (Iwata et al. 1986). Cette connexion
semble étre un conduit pour déclencher la réaction de peur chez les animaux et contribuerait
fortement a la mémorisation de sons menagants (Ghosh et Chattarji 2015).
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1.2.5.2.3.1.7 Le cortex auditif

Les fibres neuronales provenant des relais auditifs inferieurs se projettent dans le cortex auditif
primaire (Al) mais également dans le cortex auditif secondaire (AIl). Les fibres se dirigeant
vers le Al sont composées de gros neurones myélinisés ou I’information circule rapidement.
Elles prennent leur source dans le NCV, le CIC et le CGMV (Velenovsky et al. 2003; Lee
2013). Tandis que les neurones se projetant dans le All sont non myélinisé€s, de petits diameétres
et proviennent du NCD, du CID et du CGMD (Lee 2013). L’information transportée par ces
fibres y est lente et dépourvu de sélectivité fréquentielle.

1.2.5.2.3.1.8 Sauts de niveaux

Le systéme auditif central afférent ne se résume pas uniquement en une hiérarchie stricte et
transversale, ou chaque niveau innerve le niveau immédiatement supérieur et son niveau de
manicre transversale. Il existe également ce que I’on nomme des « sauts de niveaux ». En effet,
certaines fibres de sortie du NC se projettent directement vers le LL et le CI sans passer par le
COS (Moore 2000; Thompson et Schofield 2000; Simon et al. 2009; Lorenzi 2017), de méme
pour les neurones du SOC vers le CI sans passer par le LL (Rietzel et Friauf 1998; Gibbons et
al. 2020), certaines connections entre le LL et CGM sont développées (Henkel 1983; Casseday
et al. 1989; Schofield et al. 2014) et des fibres du NC, CI se projettent directement dans le CGM
(Malmierca et al. 2002; Anderson et al. 2006; Schofield et al. 2014).

1.2.5.2.3.2 Les voies commissurales

Tout au long du systéme auditif central (du LL au CA) ces structures auditives homologues
droites et gauches sont reliées par des neurones transverses appelés voies commissurales. Ces
voies ont un role important dans le traitement binaural de 1’information auditive et dans la
transmission controlatérale du message auditif. Ces neurones transverses ont également pour
but de moduler I’activité de ces relais auditifs (Lee et Winer 2008; Hackett et Phillips 2011;
Cant et Oliver 2018; Rees et Orton 2019).

1.2.5.2.3.3 Les voies auditives efférentes (VAE) (figure 16)
Hernéndez-Pedn et son équipe (1956) ont été les premiers a trouver une réduction des potentiels
évoqués dans le NC chez le chat tout en recevant des stimuli d’autres relais auditifs. Cette étude

a permis de mettre en évidence la présence d’effets inhibiteurs au sein du systéme auditif central
(Hernandez-Peon et al. 1956).
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Figure 16: Schématisation des principales voies descendantes dans le systeme auditif central (adapté de pickles,
2013).

Le systéme efférent fonctionne dans le sens inverse du systeme afférent, ¢’est-a-dire qu’il part
du cortex auditif vers la cochlée. Il a un role important dans la perception auditive et permet
une modulation constante des messages afférents a tous les niveaux auditifs.

Il est connu qu’il existe un grand nombre de projections efférentes du CA vers le CI, COS
(Feliciano et al. 1995; Coomes et al. 2005; Coomes et al. 2007; Peterson et al.2020).

Dans un premier temps, les projections efférentes du CA se dirigent vers le CGM (Sauerland et
al. 1972; Suga et Ma 2003), le CI (Mitani et al. 1983; Suga et Ma 2003) mais aussi vers le COS,
CN (Feliciano et al. 1995; Schofield et Coomes 2006; 2005; Schofield et al. 2006; Peterson et
al. 2020). Ces projections sont généralement bilatérales avec une dominance ipsilatérale.

Les voies efférentes du CI se dirigent vers le COS et le NC (Huffman et Henson 1990; Caicedo
et Herbert 1993). Les projections vers le COS se terminent dans les neurones provenant du
systéme olivocohléaire servant de connexion entre les relais ascendants et les régions les plus
périphériques (Huffman et Henson 1990; Caicedo et Herbert 1993; Thompson et Thompson
1993; Suthakar et Ryugo 2017) .

Les voies olivocochléaires efférentes (figure 17) ont été découvertes pour la premiere fois par
Lorente de N6 (1933) et permettent un controle du nerf cochléaire (No 1933). Les fibres
efférentes se divisent en un faisceau croisé et un faisceau direct, représentés par un systeme
olivocochléaire médial (MOC) et latéral (LOC) situé¢ dans le COS.
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Figure 17: Schématisation des voies olivocochléaires efférentes médianes.

Les fibres afférentes (FA) provenant de la cochlée émettent des projections dans le NCV puis préférentiellement
vers le MOC controlateral (trait bleu épais) et de maniére mineure vers le MOC ipsilatéral (trait bleu fin). Les
traits violets représentent la voie réflexe gauche. En trait épais sont représentées les unités neuronales
ipsilatérales (Ul), sensibles aux stimulations de [’oreille gauche, se dirigent vers les CCE de [’oreille gauche. En
trait fin, des unités neuronales controlatérales (UC), principalement sensibles aux stimulations de [’oreille droite,
emettent également des afférences vers les CCE de ['oreille gauche. Ainsi, le systeme efférent médian comporte
deux boucles pour chaque oreille, 1) la voie croisée (SOCc), 2) la voie non croisée (SOCnc). (adapté de Lorenzi,
2017).

1.2.5.2.4 Fonctionnalité et tonotopie

1.2.5.2.4.1 Le noyau cochléaire

Le NC est le premier relai des voies auditives centrales. Il intervient dans le décodage de
I’intensité, de la fréquence et de la durée des sons simples. Il transmet des informations
spectrales aux relais auditifs ascendants (Rhode et Greenberg 1994; Cai et al. 2009; Eguia,
Garcia et al. 2010; Paraouty et al. 2018). Certaines de ces cellules répondent plus
particulierement a des modulations de fréquence ou d’intensité. Grace a la variété du type de
cellules contenues dans les NC, ces cellules vont transformer I’information stéréotypée regue
du nerf auditif (NA) en une information plus spécifique.

1.2.5.2.4.2 Le complexe olivaire sup€rieur

Le COS est le premier relai ou convergent les informations sonores de maniére binaurale
provenant des NC. Cette structure auditive joue un role important dans la localisation spatiale
des sources sonores et le démasquage binaural (Langford 1984; Tollin et Yin 2002; Donkelaar
2011; Jalabi et al. 2013; Leondes 2018). Le COS par I’intermédiaire du corps trapézoide, joue
un role dans I’intégration multimodale et dans les réponses acoustico-motrices (Huffman et
Henson 1990; Dhillon et Horch 2004).
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1.2.5.2.4.3 Le lemniscus latéral

Le LL est essentiellement impliqué dans la localisation spatiale des influx sonores produits par
ces afférences bilatérales (en majorité controlatérales), et par certains de ces neurones sensibles
aux différences de phase.

1.2.5.2.4.4 Le Colliculus inférieur

Le CI est le principal centre d’intégration auditif du mésencéphale ou il regoit la quasi-totalité
des afférences des noyaux auditifs inférieurs et est la principale source afférente du CGM et
CA convergent (Adams 1979; 1980; Winer et Schreiner 2005; Yang et al. 2020). Le CI a une
fonction de triple relais, avec ces trois noyaux aux fonctions bien distinctes :
o Noyau central (CIC)

Le CIC comporte des neurones, qui permettent 1’analyse des sons complexes par une bonne
sélection fréquentielle et une bonne résolution temporelle (Escabi et Schreiner 2002; Lesica et
Grothe 2008; Woolley et Portfors 2013). Ainsi ce noyau joue un rdle important dans la

localisation spatiale et dans la perception des sources sonores en mouvement (Bock et Webster
1974; Schnupp et King 1997; Lesica et Grothe 2008; Ono et Oliver 2014).

o Noyau dorsal (CID)
Le CID possede une sélectivité fréquentielle plus faible que le CIC mais posséde une
habituation rapide.

o Noyau Externe (CIE)
Le CIE comporte des neurones répondant en majorité a des stimuli acoustiques complexes ou
a des stimulations extra-auditives (réaction de sursaut, orientation du corps vers des stimuli
sonore) (Driscoll et Tadi 2020). Il joue également un role dans 1’intégration multimodale et

dans les réponses acoustico-motrices (Huffman et Henson 1990).

Enfin, le CI par ses connections avec le colliculus supérieur, intervient dans la représentation
visuo-auditive dans I’espace.

1.2.5.2.4.5 Le corps genouille meédian (CGM)

Le CGM situé dans le thalamus est le dernier relai des voies auditives ascendantes avant le CA.
Ce noyau s’illustre principalement dans le traitement des sons complexes et dans la
latéralisation auditive (prédominance d’une oreille sur 1’autre) (Galaburda 1986; Webster et
Fay 2013). En effet, environ 90% des neurones du CGM fonctionnent de maniére binaurale
avec des interactions complexes (sommation, inhibition) et d’autres neurones sont sensibles
plus particulierement a une fréquence précise ou a des variations de fréquences d’intensité.

1.2.52.4.6 Le cortex auditif (CA)

Le CA, derniére structure auditive dans le traitement et 1’analyse du son est composé de deux
régions fonctionnellement distinctes :
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o Le CA primaire

Le CA primaire est constitué¢ de sous régions qui posséde une organisation tonotopique
(répartition des signaux sonores selon leur hauteur et leur fréquence). Ce cortex permet
d’analyser et mémoriser la hauteur des sons (Weinberger 2012; King et al. 2018). Il a également
pour role d’analyser la durée du son, son intensité et son timbre.
o Le CA secondaire
Le CA secondaire possede des fonctionnalités spécifiques entre I’hémisphere gauche et droit :
- L’hémisphere gauche (HG) : Il est responsable de la compréhension des
mots du langage (Heelan et al. 2019), de leur catégorisation et de la mémoire
sémantique.
- L’hémisphere droit (HD) : Il est impliqué dans le traitement de la musique
(Griffiths 1999; Halpern et al. 2004; Bunzeck et al. 2005; Martin et al. 2018)
et dans I’analyse de la prosodie du langage.

En résumé, le systeme auditif central est responsable de la localisation et la discrimination
sonore. Chacun des relais effectuent un travail spécifique de décodage et d’interprétation de
I’information qui est ensuite transmis aux relais supérieurs, tout en respectant I’organisation
tonotopique. Le tableau 1 est un résumé de cette organisation fonctionnelle.
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Origine de I’information

Organisation tonotopique

Structure auditive A .
A . . Hautes Raole fonctionnel
auditive (Connections monaurale, Basses Fréquences ,
. Fréquences
binaurale)
e Décodage des sons
simples (intensité,
(o fréquence, durée
Noyau Monaurale (nerf cochléaire Zone Zone quenee, )
L s, e Transmission
cochléaire ipsilatéral) ventrale dorsale s :
d’informations
spatiales et des
modulations
e Localisation
spatiale  auditive
Complexe OSL-OSM : bilatérale, (interactions
L . L Zone Zone .
olivaire CT :controlatéral > ipsilatéral . g binaurales)
L. . . dorsolatéral ventromédiane .
supérieur NPO: ipsilatéral > controlatéral e Intervient dans les
réponses acoustico-
motrices
III;E],E?;S: NDLL : bilatérale Zone Zone Localisation spatiale auditive
. NVLL : controlatéral dorsale ventrale (DIP)
latéral
e CIC: traitement des
sons complexes et
. localisation spatiale
. Binaurale o
Colliculus S Zone Zone auditive
o Monaurale  (ipsilatérale et . 1 S
inferieur . dorsolatérale ventromédiane e CIE: intégration
controlatérale) :
multimodale et
reflexe acoustico-
moteur
e Latéralisation
”
Corps . . Zone Zone audi e
genouillé Binaurale . 1 e Implication dans
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Tableau 1: Correspondance anatomo-fonctionnelle pour les différentes structures du systeme auditif central (Adapté de « les cahiers de

laudition », 2010).
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1.2.6 Physiopathologie des acouphenes

Bien que les acouphénes soient connus depuis I’Egypte antique, la pathophysiologie précise
des acouphenes reste incertaine. Les mécanismes sous-jacents de ce symptome complexe et
multifactoriel, reste a ce jour un défi majeur de la communauté scientifique, en particulier pour
les acouphénes chroniques.

Pendant plusieurs décennies, les études sur la physiopathologie des acouphénes se sont
focalisées sur une origine cochléaire (Haider et al. 2018). Puis en 1981, cette hypothése a été
contredite par House et Brackmann, qui ont démontré qu’une section chirurgicale du nerf
auditif, ne supprimait pas dans tous les cas les acoupheénes (House et Brackmann 1981),
supposant ainsi I’implication du systéme central auditif dans la genése des acouphénes. De nos
jours, la communauté scientifique s’accorde sur 1’idée que les acouphénes résultent d’un
dysfonctionnement de I’activité neuronale pouvant intervenir dans les différentes voies
auditives, et étre interprété par le cerveau comme un son (Jastreboff 1990). De plus, de
nombreux chercheurs suggerent que les acouphénes seraient provoqués par une réduction de la
production neuronale dans la cochlée lors d’un traumatisme acoustique, ce qui déclencherait
des mécanismes de neuroplasticité, et en résulterait une hyperactivité neuronale dans les circuits
auditifs centraux (Yang et al. 2011; Schaette et McAlpine 2011; Schaette et Kempter 2012;
Riittiger et al. 2013; Arnaud J. Norefa 2015; Zhao et al. 2016; Salvi et al. 2017).

1.2.6.1 Origine au niveau cochléaire

De nombreuses hypothéses ont été suggérées pour tenter d’expliquer une réduction de I’activité
cochléaire.

La premicre concerne un dysfonctionnement au niveau des cellules sensorielles. D’apres Puel
et ses collaborateurs (2006), il pourrait s’agir d’'une anomalie provoquée en premier lieu au
niveau des CCE puis des CCI. En effet, d’aprés certaines expériences in vivo, I’affection des
CCE pourrait étre due a des 1ésions des stéréocils de ces cellules chez ’Homme, a la suite d’un
traumatisme acoustique (Puel et al. 2006), et/ou a une perte de motilité des CCE (capacité de
se déplacer spontanément ou par réaction a des stimuli), ce qui augmenterait la sensibilité des
CCI, et ainsi I’excitabilité de ces cellules cochléaires (Saunders 2007). En outre, les récepteurs
N-méthyl-D-aspartate (NMDA) se sont avérés jouer un rdéle important dans les acouphénes
induits par le bruit. Il semblerait qu’une augmentation des niveaux de glutamate provenant des
CCl, activerait les récepteurs NMDA et libéreraient un exces de calcium dans les dendrites du
ganglion spiral. Cela provoquerait une surexcitation des récepteurs NMDA et par conséquent
un afflux de calcium vers le nerf auditif, lors d’acouphénes (Sanchez, et al. 2015).

Une autre piste se tourne vers I’augmentation du potentiel endocochléaire. Le potentiel
endocochléaire étant la somme de deux potentiels : un potentiel positif dii & une sécrétion active
de K+ et un potentiel négatif di a la diffusion passive des ions K+ des cellules ciliées. Une
augmentation de potassium dans I’endolymphe peut provoquer une dépolarisation des CCI qui
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déclenche a son tour une cascade d’éveénements (ouverture des canaux calciques voltage-
dépendants, afflux intracellulaire de Ca®"), conduisant a la libération de glutamate et a la
dépolarisation des fibres cochléaires (Hudspeth 1985; Moser et al. 2006; Norenia 2015). Chez
I’animal cette augmentation du potentiel endocochléaire semble étre provoquée par une
déflexion des stéréocils de CCE a la suite d’un traumatisme acoustique aigu (Patuzzi 2002).

La membrane tectoriale est aussi suspectée d’étre impliquée dans le processus des acouphénes.
En effet, lors de recherches expérimentales faites sur le cochon d’Inde il a ét¢ montré qu’une
dépolarisation prolongée des CCI peut étre due a un déplacement de la membrane tectoriale.
Cette anomalie peut étre due a une augmentation de pression dans la scala, un détachement de
la membrane tectoriale ou une dégénérescence des CCE ou de leurs stéréocils (LePage 1989).

Il a également été démontré la présence de synaptopathie cochléaire dans des modeles animaux,
en particulier dans des modéles murins de vieillissement, ou encore chez le rongeur suite a une
exposition a un bruit fort ou suite a une administration de médicaments ototoxiques (Kujawa et
Liberman 2009; Sergeyenko et al. 2013; Ruan et al. 2014; Haider et al. 2018). Il est & noter
qu’en fonction de I’intensité, de la durée ou de la récurrence de cette exposition au bruit, ou en
fonction de la nature du médicament ototoxique, de la dose utilisée et de la durée de
I’administration, ces causes peuvent conduire a une perte irréversible de I’audition qui peut étre
accompagnée ou non d’acoupheénes.

1.2.6.2 Plasticité neuronale des relais auditifs ascendants

L’hypothese d’une hyperactivité dans les relais auditifs au niveau central semble se manifester
par un mécanisme de compensation appelé « plasticit¢ homéostatique » (Haider, 2018). La
plasticité homéostatique au niveau du systéme nerveux central, est un processus permettant de
réguler I’efficacité globale des entrées synaptiques (excitatrices et inhibitrices) sur un neurone,
afin d’empécher des modifications trop importantes de son niveau d’activité (Turrigiano, 2012
; Delvendahl and Miiller, 2019). Dans le cas du systéme auditif central, lorsque 1’activité des
synapses est modifiée en présence d’acouphénes, le neurone est capable d’activer des
mécanismes compensateurs par le biais des connexions synaptiques excitatrices ou inhibitrices
afin de contrebalancer ces changements. De nombreuses études réalisées chez 1’homme et
divers modé¢les d’animaux (rat, cochon d’Inde, souris, hamster), ont démontré des
hyperactivités dans certaines régions comme le noyau cochléaire postéro-ventral (NCPV), le
colliculus inférieur (CI), le noyau cochléaire dorsal (NCD), et le thalamus (Brozoski et al. 2007;
Dong et al. 2010; Middleton et al. 2011; Vogler et al. 2011; Manzoor et al. 2013; Kalappa et al.
2014). De plus, plusieurs articles soutiennent le fait que le NCD soit le site d’induction des
acoupheénes, et provoquerait des changements de I’activité neuronale dans les relais auditifs de
niveaux supérieurs (Brozoski et al. 2012; Dehmel et al. 2012).

Une explication possible de cette hyperactivité dans les noyaux auditifs, est une réduction de
I’activité neuronale des synapses inhibitrices du systéme auditif, a la suite d’un traumatisme
acoustique. En effet, une inhibition cochléaire réduite, provoquerait aprés administration
médicamenteuse (salicylate de sodium) a faible dose (entre 400 et 200 mg/kg) une hyperactivité
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dans les noyaux du CI et dans le AIl mais n’entrainerait pas de plasticité neuronale dans le Al
sur divers modeles d’animaux (Chen et Jastreboff 1995; Jastreboff et Sasaki 1986; Eggermont
et Kenmochi 1998). Au niveau du faisceau olivocochléaire, aprés traumatisme sonore avec
perte auditive, il a été montré lors d’expérimentation animale qu’un affaiblissement de
I’inhibition des synapses efférents provoque une amplification de 1’activité cochléaire et
induirait des modifications neuronales dans les relais auditifs ascendants, se caractérisant par
une réorganisation tonotopique (Yang et al. 2011). De plus, dans le noyau cochléaire, suite a
un traumatisme acoustique induisant des lésions cochléaires, il a ét¢ montré une destruction de
terminaisons nerveuses excitatrices et inhibitrices, suivie 24 a 32 semaines apres 1’exposition
sonore d’une résurgence du nombre total de terminaisons excitatrices tandis que les
terminaisons inhibitrices se rétablissent partiellement (Kim et al. 2004). Ainsi, il semblerait
qu’une réduction de synapses inhibiteurs favoriserait une hyper excitabilité neuronale dans les
voies auditives supérieures a I’origine des acouphénes.

Pour la majorité de la communauté scientifique, il est assez bien établi que la plupart des relais
auditifs peuvent étre impactés par les acouphénes. Cependant, la question de savoir si les
changements observés dans le gain central sont directement liés aux acouphénes ou plutdt a
I'hyperacousie est encore un sujet de discussion (Knipper et al. 2013; Auerbach et al. 2014).

1.2.6.3 Implication des zones non-auditives

Avec I'utilisation croissante de I’imagerie dans la recherche physiopathologie des acouphénes,
de nombreuses expérimentations soutiennent I’implication, en plus des zones centrales
auditives, de zones centrales non-auditives dans le processus de développement des
acouphénes. En effet, des zones non-auditives telles que le cortex préfrontal (CPF) ou
sensorimoteur et le systéme limbique ont montré de signes de neuroplasticité chez les personnes
souffrantes d’acouphénes (Vanneste et De Ridder 2011; Frank et al. 2012; Araneda et al. 2017).
Certaines zones non-auditives telles que 1’amygdale, 1’insula antérieur, le gyrus antérieur et le
cortex préfrontal chez I’Homme ont aussi été associées au développement et a la persistance de
la perception des acouphénes (Schlee et al. 2009; Rauschecker et al. 2010; Roberts et al. 2010;
De Ridder et al. 2014) .
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Figure 18: Certaines zones non-auditives impliquées dans la physiologie des acouphénes (adapté de Haider et
al. 2018).

Le cortex cingulaire antérieur (CGA) est impliqué dans le processus de ’attention et peut étre
altéré en présence d’acouphénes (Shore et al. 2016). En effet, des corrélations ont été
démontrées entre des modifications de I’activité neuronale dans le CGA et de mauvais résultats
a des tests comportementaux auditifs et visuels basés sur le modele de Stroop (Araneda et al.
2017). Ce modele désigne une interférence entre une tache principale, et un autre processus
cognitif et permet d’évaluer le contrdle attentionnel d’une personne, c’est-a-dire la capacité
d’une personne a diriger son attention, a choisir ce a quoi elle préte attention et ce qu’elle veut
ignorer. Ainsi, ces résultats suggerent que les acouphénes peuvent induire des troubles de
I’attention. Ces mémes auteurs ont observé une augmentation de 1’activité cérébrale dans le
CPF dorso-latéral chez les patients souffrant de ce symptdme. Cette augmentation cérébrale
pourrait étre due en partie aux tentatives du cerveau de neutraliser la perception des acouphénes
en essayant d’annuler le bruit percu lors d’acouphénes (Seydell-Greenwald et al. 2012).

Leaver et al (2011) de son c6té suggere la capacit¢ du CFP ventromédian d’exercer une
influence inhibitrice sur le systeme auditif, soulignant le role cl¢ de cette structure non auditive
dans la perception des acoupheénes (Rauschecker et al. 2010). Tandis que Araneda et al (2017)
évoque I’implication du CFP ventromédian dans la suppression du bruit des acouphénes et de
la régulation des émotions pour les personnes souffrant de ce symptome.

D’aprés Egmer et Hirsh (2005a ;2005b) le CPF serait impliqué dans la résolution des conflits
cognitifs de manicre plus générale. Le conflit cognitif désigne les situations dans lesquelles une
compétition apparait entre différentes réponses possibles (Rothé,2012). En effet, le CPF
dorsolatéral et le CFP ventromédian dans I’hémisphere droit influenceraient I’activité cérébrale
mutuellement lors de tests comportementaux basés sur le modéle de Stroop. Ces résultats
supposent 1’influence de la perception des acoupheénes sur la capacité de prise de décisions.
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Un autre axe de recherche suggere 1’existence d’une relation fonctionnelle entre les voies des
systémes limbiques et auditifs (Eichhammer et al. 2007; Kraus et Canlon 2012; Seydell-
Greenwald et al. 2012; Leaver et al. 2016). Dans une variét¢ de modeles animaux, une
hyperexcitabilité a été décrite dans plusieurs régions du systéme limbique (Kapolowicz et
Thompson 2020). En effet, immédiatement apres la cessation d’une forte exposition au bruit ou
aprés une administration de salicylate de sodium des structures comme [’amygdale,
I’hippocampe et le cortex cingulaire présentaient des changements neuronaux (Chen et al. 2012;
Niu et al. 2018; Wu et al. 2019; Hayes et al. 2019). Ces résultats soutiennent I’hypothése que
les régions du systéme limbique jouent un réle important dans la manifestation et le maintien
des acouphenes (Kapolowicz et Thompson 2020).

De plus, une étude menée par Tae et al. (2018) utilisant I'IRM chez des patients souffrant
d’acouphenes observant une atrophie au niveau de I’amygdale suggere qu’une telle atrophie
peut étre due a une tentative d’auto-modulation de la perception du son des acouphénes par
I’amygdale. Les auteurs soulignent également une diminution du volume de 1’hippocampe
gauche qui serait corrélée a une altération fonctionnelle des acouphénes auto-déclarée par le
biais d’un questionnaire évaluant le handicap li¢ a ce trouble auditif. Apres avoir constaté
qu’aucun des patients de cette étude ne présentaient de troubles psychologiques, Tae et ses
collegues émettent 1’hypothése qu’une réduction du volume de I’amygdale et I’hippocampe
serait directement liée a la physiopathologie des acouphénes.

En outre, le role des hormones du stress (cortisol chez I’Homme et corticostérone chez le rat)
n’est pas clairement défini dans la plasticit¢é neuronale limbique aprés [’apparition
d’acouphenes. Les recherches réalisées a ce sujet ont donné des résultats disparates et suggérent
une implication complexe du stress dans le phénoméene des acouphénes (Wallhdusser-Franke
et al. 2003; Singer et al. 2013; Kapolowicz et Thompson 2016).

Enfin, 'une des observations réalisées ces dernieres années est 1’implication de certaines zones
non-auditives dans la transition entre acouphéne temporaire et acouphéne chronique (Leaver et
al. 2016). En effet, certaines études suggérent I’importance du systéme limbique (Jastreboff
1990; De Ridder et al. 2011; Wallhdusser-Franke et al. 2017) et du systéme préfrontal (Araneda
et al. 2015) dans cette transition. Néanmoins les mécanismes induisant ce phénomene restent
encore mystérieux.

En conclusion, des progres significatifs dans la compréhension des mécanismes déclenchant
les acouphénes ont été effectués depuis plus de trente ans. Bien que les acouphénes puissent
étre induits par des lésions périphériques, il semblerait que la geneése de ce symptome se
produise majoritairement dans le systéme central auditif, mais également dans des structures
non-auditives, coincidant avec la nature multifactorielle des acouphénes (Kaltenbach 2011).
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1.3 Etat du diagnostic des acouphénes chez
I’Homme

1.3.1 Bilan oto-rhino-laryngologique

Le diagnostic des acouphénes chez I’homme repose principalement sur un bilan oto-rhino-
laryngologique.

1.3.1.1 Interrogatoire, Questionnaire et Examen Clinique
ORL

Lors d’un premier rendez-vous avec un médecin ORL, celui-ci va procéder a un interrogatoire
lui permettant de caractériser I’acouphéne du patient. Les renseignements demandés sont
tournés vers la tonalité de I’acouphéne : le patient entent-il plutdt un bourdonnement, sifflement
ou chuintement ; la latéralité (gauche, droite, centrale ou bilatéral); les caractéristiques
évolutives : comment sont apparus les acouphénes, variation de leurs perceptions au cours du
temps et/ou si il y des pathologies intercurrentes ; les facteurs de modulations (exposition
sonore, le stress, le sommeil, prise médicamenteuse), les conséquences apparues (troubles du
sommeil, réactions antidépressives, troubles de I’attention et les symptomes orl associés
(vertiges, hypo ou hyperacousie) (Londero et Blayo 2010). Puis cet interrogatoire est complété
par un questionnaire que le patient doit remplir permettant de mesurer de maniére subjective la
sévérité et 1’évolution de la symptomatologie. Plusieurs questionnaires ont été utilisés ces
derniéres années, mais celui dont I’usage est le plus répandu est le « tinnitus handicap
inventory » (THI) (Hall et al. 2016; Skarzynski et al. 2020). Lors de ce rendez-vous un examen
clinique orl et otoneurologique est également réalisé, complété par une évaluation des
articulations temporomandibulaires et de la statique des cervicales ainsi que I’auscultation des
axes arterioveineux en cas d’acouphénes pulsatiles (Thomassin et al. 2015; Lina-Granade et al.
2016).

1.3.1.2 Audiométrie

Le test audiométrique s’avere €tre un examen indispensable car il permet de quantifier le déficit
auditif généralement li¢ a I’acouphéne et d’ajuster la suite du bilan oto-rhino-laryngologique.
Un test audiométrique consiste pour le patient a entendre des sons purs d’intensité et de
fréquence variable a I’aide d’un casque audio dans une cabine insonorisée. Dés que le patient
percoit un son, il appuie sur un bouton. Cet examen permet d’analyser de maniére subjective
les caractéristiques psychoacoustiques de I’acouphéne. D’autres tests audiovestibulaires
(tympanométrie, reflexe stapédien, potentiels évoque auditifs précoces, vidéonystagmographie,
audiométrie hautes fréquences) peuvent étre réalisés en fonction des résultats obtenus avec
I’audiometre (Londero et Blayo 2010; Thomassin et al. 2015).
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1.3.2 Imagerie

Le recours a I’imagerie dans le diagnostic des acouphénes s’avere nécessaire uniquement en
cas de diagnostic d’acouphenes objectifs. Ainsi, I’objectif de I’imagerie est d’éliminer certaines
pathologies de I’oreille moyenne, 1’oreille interne ou des voies auditives centrales nécessitant
un traitement particulier.

Les acouphénes bilatéraux non pulsatiles ne nécessitent pas d’examen d’imagerie
obligatoirement. Cependant dans le cas d’acouphénes unilatéraux, une imagerie par résonance
magnétique (IRM) des canaux auditifs internes (CAI) sans produit de contraste sera réalisé (Bae
et al. 2017), permettant de détecter d’éventuelles lésions du nerf auditif ou pathologies au
niveau de l’oreille interne (infection ou tumeur labyrinthique). De plus, si une surdit¢ de
transmission est associée, une tomodensitométric (TDM) sera faite pour détecter
¢ventuellement une ostéosclérose, une atteinte traumatique ou une déhiscence canalaire
(malformation qui se traduit par des sensations d’instabilité associées ou non a une surdité)
(Pegge et al. 2017).

Lors d’un bilan pour des acouphénes pulsatiles, le type d’examen d’imagerie va dépendre s’il
y a suspicion d’une anomalie tympanique ou vasculaire. En cas de suspicion d’anomalie du
tympan, le médecin ORL prescrira une TDM et une IRM avec produit de contraste. En cas de
suspicion d’anomalie vasculaire, une IRM neuro-vasculaire et une angio-IRM seront réalisées
(Pegge et al. 2017).

1.4 Les diffeérents outils de recherche en imagerie
et modeles d’acouphenes

L’essor et le développement de techniques d’imagerie fonctionnelle appliquées au domaine des
acoupheénes ont mis en évidence ’existence d’altérations dans le systéme nerveux central. Ces
résultats ont permis des progrés considérables dans la compréhension des mécanismes
impliqués dans la génération des acouphenes. Ainsi la recherche sur les acouphénes est devenue
une discipline neuroscientifique et a permis aux chercheurs de ne plus se limiter aux études sur
I’oreille. De plus, I’'imagerie fonctionnelle permet la mise en évidence objective de I’acouphéne
en s’approchant de la réalité de ce symptome par la perception des modifications magnétiques,
¢lectriques ou radioactives dans les zones et structures cérébrales ou le signal des acouphénes
se manifeste. Ainsi 1’approfondissement de la compréhension des acouphénes a conduit a
I’utilisation de différents outils d’imagerie chez I’homme et chez 1’animal.

Dans cette partie, I’objectif sera de présenter les différents outils d’imagerie fonctionnelles

utilisés dans la recherche sur les acouphénes chez I’Homme et 1’animal et d’évoquer brievement
leur implication dans la recherche de ce symptome.
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1.4.1 Chez I’Homme

Les outils d’imagerie fonctionnelle, chez I’Homme, ont pour but de mesurer I’activité neuronale
dans les régions cérébrales lors de certaines taches (parole, mouvement, ect.). Ils se composent
de I’imagerie par résonance magnétique fonctionnelle (IRMf), la tomographie par émission de
positons (TEP), 1'électroencéphalographie (EEG), et la magnétoencéphalographie (MEG). Ces
techniques de neuro-imagerie peuvent se différencier par la maniere dont est mesurée 1’activité
neuronale. L’ objectif de 'IRMf et de la TEP est d’analyser les modifications locales du débit
sanguin cérébral représenté par une mesure indirecte de 1’activité neuronale. Tandis que ’EEG
et la MEG permettent une mesure directe de ’activité neuronale en mesurant la création de
courant ionique induit par les neurones (Adjamian et al. 2009; Lanting et al. 2009; Popovic
2019).

14.1.1 L’imagerie par résonance magnétique fonctionnelle

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) fonctionnelle (ou IRMF) est une technique
d’imagerie indirecte de 1’activité neuronale, mesurant in vivo I’activité des aires du cerveau en
détectant les changements locaux du flux sanguin. En effet, toute activation neuronale va
s’accompagner d’un afflux sanguin afin de couvrir les besoins métaboliques liés a cette
activation.

Ce phénoméne va modifier le rapport oxyhémoglobine/désoxyhémoglobine, ce qui entraine
I’apparition d’un signal magnétique mesurable : Le signal BOLD ou Blood oxygen level-
dependent. (figure 19) (Andreelli et Mosbah 2014). Ce signal est considéré comme un agent de
contraste endogene ou I’activité neuronale correspond a la différence de signal BOLD entre un
¢tat de repos et une tache spécifique. Cependant le contraste BOLD s’avére étre un marqueur
indirect et non-quantitatif du métabolisme cérébrale (Chen et Glover 2015; Bright et al. 2019).
Ainsi, d’autres méthodes d’IRMf ont pris leur essor telles que 1’imagerie de perfusion cérébrale
(IRMf de perfusion). Cette derni¢re méthode se caractérise par la mesure du débit sanguin
cérébral régional (DSCr) et reflete le flux au niveau des capillaires sanguins. L’IRMf de
perfusion permet d’accéder a des résolutions plus fines de 1I’ordre du sub-millimétre (Shen et
Duong 2016).
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Figure 19: Illustration du processus de couplage neurovasculaire donnant lieu a une réponse BOLD (adapté de
Wright et al., 2018).

La majorité des études IRMf dans la recherche sur les acouphénes chez ’Homme ont été
réalisées a I’état de repos. En effet I'é¢tude de I'état de repos est pertinente pour les patients
souffrant d'acouphénes, car les acouphénes sont souvent les plus génants lorsqu’une personne
est au repos.

Dans les niveaux supérieurs du systéme auditif central, des diminutions de connectivité
fonctionnelle (relation fonctionnelle intégrée entre des régions cérébrales spatialement
séparées) ont été observées dans certaines études. Des réductions de connectivité fonctionnelle
ont ét¢ montrées entre le colliculus inférieur (CI) et le cortex auditif (CA) , entre le CA et le
corps génouillé médian (CGM), le CI, et le noyau cochléaire (Lanting et al. 2014; Berlot et al.
2020). Ces résultats suggerent que les acouphénes peuvent étre associés a une réduction de
I’inhibition neuronale au niveau de la voie auditive (Berlot et al. 2020). Par ailleurs, des
chercheurs ont démontré une connectivité fonctionnelle réduite entre les cortex auditifs gauche
et droit chez le groupe souffrant d’acouphénes (Kim et al. 2012). Les auteurs interprétent ces
résultats comme 1’indicateur d’un potentiel déséquilibre entre I'excitation et I'inhibition neurale
a travers les hémispheres cérébraux. En effet, Smith et al, (2007) ont indiqué une latéralité des
acouphénes. 83% de leur cohorte de patients souffrant d’acouphénes présentaient des
acoupheénes latéralisés, avec une activité fonctionnelle dans les CA et CI primaires chez les
patients présentant des acoupheénes du coté droit et dans le CGM chez les patients présentant
des acouphénes du coté gauche. Cependant, une autre équipe n’a trouvé aucune différence entre
un groupe malade et un groupe témoin en termes de latéralisation des acouphénes (Boyen et al.
2014).

Comme évoqué dans la partie 1.2.6.3, 'IRMf a grandement contribué a la découverte de
I’implication de régions cérébrales extra-auditives dans le mécanisme des acouphenes. En effet,
les chercheurs ont observé des changements de connexions fonctionnelles dans les zones non
auditives telles que le cervelet, le parahippocampal, le préfrontal droit, le pariétal et les zones
sensorimotrices chez les sujets acouphéniques (Maudoux et al. 2012). De nombreuses ¢tudes
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ont notamment mis en évidence le réle capital de la région limbique dans le développement des
acoupheénes, région de traitement des émotions. Golm et son équipe (2013) ont montré des
activations fonctionnelles chez les patients souffrant d’acouphénes dans les régions du cortex
cingulaire antérieur, du cortex cingulaire moyen, du cortex cingulaire postérieur, du cortex
rétrosplénial et de l'insula et également dans les zones frontales. De plus, il a ét¢ démontré une
augmentation de la connectivité fonctionnelle dans I’amygmale gauche et le cortex préfrontal
dorsomédial (CPF dm) (Kim et al. 2012), ainsi qu’une augmentation de ’activité de I’insula
(Job et al. 2012). Cependant, des chercheurs comparant les réponses cérébrales a des sons
entendus sur trois cohortes de patients (perte auditive bilatérale avec acouphénes (TIN) ;
participants avec perte auditive bilatérale sans acouphénes (HL) et témoins avec audition
normale sans acouphénes (NH)) ont constaté des augmentations des réponses insulaires et
parahippocampiques chez les sujets TIN, des réponses uniquement dans I’amygdale chez le
groupe NH, des temps de réponses aux sons plus rapides pour les groupes TIN et NH, mais pas
pour le groupe HL. Ainsi les auteurs ont suggéré que le réseau limbique subirait une plasticité
neuronale en présence d’acouphénes dans le parahippocampe et l'insula, plutét que dans
'amygdale, et cette altération pourrait maintenir un avantage sélectif pour le traitement rapide
des stimuli affectifs malgré une perte auditive (Carpenter-Thompson et al. 2014).

D’autres études ont indiqué des liens entre le niveau de détresse émotionnelle provoqué par les
acoupheénes et I’activation de certaines zones cérébrales. En effet, il s’emblerait qu’un réseau
neuronal fronto-pariétal-cingulaire soit plus actif chez les patients souffrant d'acouphénes en
grande détresse émotionnelle (Maudoux et al. 2012; Golm et al. 2013).

1.4.1.2 Tomographie par émission de positons

La tomographie par émission de positons (TEP) est une méthode d’imagerie fonctionnelle
quantitative et dynamique basée sur I’utilisation d’isotopes radioactifs émetteurs de positons
(particules B%) et de caméras dédiées. Cet outil a pour fonction la mesure en trois dimensions
de Dactivité métabolique d’un organe grace aux émissions de désintégration d’un produit
radioactif préalablement injecté. En effet, le traceur injecté par voie veineuse marqué par un
atome radioactif (carbone, fluor, azote, oxygene, ...) va émettre des positons apres
désintégration de 1’atome radioactif. Les positons émis vont alors s’annihiler et produire deux
photons gamma (Kim et Lee 2016). La détection de la trajectoire de ces photons par la caméra
TEP va permettre de localiser le lieu de leur émission (figure 20). Ainsi le signal détecté sera
informatisé en une image tridimensionnelle illustrant la position et la distribution in vivo du
traceur. De plus, les radiotraceurs introduits dans la circulation sanguine, selon le composé
biologique attaché a l'isotope, peuvent étre utilisés pour détecter le changement de débit sanguin
cérébral régional (rCBF), le métabolisme de l'oxygéne ou le métabolisme du glucose en raison
de l'activité cérébrale (Middleton et Tzounopoulos 2012).
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Figure 20: Principe de fonctionnement de l'imagerie TEP. A) Appareil utilisé lors d 'une TEP a I’hopital, dans un
service de médecine nucléaire. B) Imagerie TEP réalisée chez un patient injecté avec le radiotraceur 18F-FDG
une heure apres injection. C) A gauche, la TEP utilise [’émission de deux photons (d énergie 511keV) émis dans
deux directions diamétralement opposées, faisant suite a [’annihilation d’un électron (e-) par un positon (f+). A
droite, ces photons sont captés par des détecteurs situés autour du sujet qui permettent la déduction du site de
desintégration du p+ (adapté de Poret, 2018).

La TEP provoquant un bruit de fond plus faible que ’IRMf, celle-ci s’avére une technique de
choix pour des études expérimentales impliquant des taches auditives (Kim et Lee 2016). Ainsi,
en 1998, Lockwood et son équipe ont révélé une augmentation du débit sanguin cérébral
régional (DSCr) dans le cortex auditif controlatéral pour des patients souffrant d’acouphénes
dans une oreille. Arnold et al. (1999) ont montré une augmentation de 1'activit¢ métabolique
dans le cortex auditif primaire du coté gauche dans un groupe de patients souffrant
d'acoupheénes chroniques tandis qu’une autre équipe a démontré une augmentation du (DSCr)
de maniére bilatérale dans les zones temporo-pariétales mais pas dans le cortex auditif primaire.
Giraud et al. (1999) ont quant a eux été I’une des premicres équipes de chercheurs a démontrer
un lien entre perception des acouphénes et activation neuronale dans les zones extra-auditives
telles que les régions temporo-pariétales (Giraud et al. 1999). Par la suite, une corrélation
positive de la gravité des acouphénes a été démontrée dans les régions limbiques avec
I’activation du gyrus postéro-inférieur et de l'interface parahippocampique-hippocampe
postérieure de maniere bilatérale (Schecklmann et al. 2013).

1.4.1.3 Electroencéphalographie/ Magnétoencéphalographie

L’¢lectroencéphalographie (EEG) et la magnétoencéphalographie (MEG) sont des techniques
non invasives mesurant respectivement le champ électrique et le champ magnétique résultant
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de I’activité neuronale. L’EEG est une méthode d’exploration cérébrale qui mesure ’activité
¢lectrique du cerveau par des €lectrodes placées sur le cuir chevelu. Tandis que la MEG est une
méthode de mesure des champs magnétiques générés par les neurones du cerveau. Dotée d’une
résolution temporelle élevée, cet appareil MEG mesure les champs magnétiques créés par le
flux électrochimique qui traverse les neurones du cerveau (Lanting et al. 2009; Popovic 2019).

Une caractéristique importante du cerveau, reflété par ces deux techniques est sa capacité a
alterner entre un état synchronisé et un état désynchronisé, représentés dans les signaux
enregistrés, par des oscillations de haute et basse amplitude (Lopes da Silva 1991; Pfurtscheller
et Lopes da Silva 1999; Adjamian 2014). Les données MEG/EEG peuvent étre enregistrées de
différentes facons reflétant différents processus cérébraux (Muthukumaraswamy et al. 2010).
Le plus souvent I’activité neuronale est dite évoquée, induite ou spontanée. L’ activité spontanée
fait référence a l'activité cérébrale en cours et en l'absence de tout stimulus, tandis que les
oscillations provoquées et induites sont liées a des stimuli externes mais différents dans leur
relation de phase avec le stimulus (Varela et al. 2001; David et al. 2006; Adjamian 2014). De
plus, les réponses spectrales MEG/EEG sont analysées sur des bandes de fréquences EEG
traditionnelles qui présentent différentes caractéristiques spatio-temporelles. Généralement, ces
réponses spectrales sont regroupées en ondes delta (pour les oscillations comprises entre 1 et 4
Hz), ondes théta (de 4 a 7 Hz), ondes alpha (de 7 a 13 Hz) , ondes béta (de 13 a 30 Hz), et pour
les trés hautes fréquences en ondes gamma (> 30 Hz) (Lanting et al. 2009).

De nombreux chercheurs ont examiné la réponse spontanée a 1’état de repos chez les patients
souffrant d’acouphénes. Des études utilisant I’EEG et la MEG ont identifié¢ plusieurs
altérations de la puissance de fréquence entre les groupes :
¢ Diminution de la puissance des ondes alpha dans les régions temporales et frontaux
(Weisz et al. 2005; Moazami-Goudarzi et al. 2010; Zeng et al. 2011; Schlee et al.
2014).
e Augmentation de la puissance des ondes delta (Weisz et al. 2005; Moazami-Goudarzi
et al. 2010; Adjamian et al. 2012).
e Augmentation de la puissance des ondes théta (Moazami-Goudarzi et al. 2010)
e Augmentation de la puissance des ondes gamma (Ashton et al. 2007; Weisz et al.
2007; Lorenz et al. 2009; van der Loo et al. 2009).

Grace a une étroite collaboration entre R. Llinas et D. Jeanmonod (1998), il a été développé le
modele de dysrythmie thalamocorticale. Ce modele offre un mécanisme de base commun a tous
les troubles fonctionnels cérébraux (maladie de Parkinson, épilepsie, troubles obsessionnels
compulsifs, acouphénes, ...), s’appuyant sur 1’organisation des secteurs thalamocorticaux
impliqués dans les fonctions motrices, sensorielles et cognitives. Dans le cadre des acouphénes,
ce dysfonctionnement se caractérise par une réduction de l'activité alpha (Weisz et al. 2011;
Zeng et al. 2011; Miiller et al. 2013) en conjonction avec une augmentation de l'activité gamma
(Adjamian 2014; Neff et al. 2019). L’hypothése de ce modéle repose sur un manque
d’information entrant provenant de 1’oreille (par 1ésion de I’oreille interne ou du nerf auditif)
amenant le réseau thalamocortical qui sous-tend la fonction auditive vers une suractivité, qui
est a I’origine de 1’apparition de ’acouphéne (Neff et al. 2019). En effet, Zeng et al. (2011) et
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Miiller et al. (2013) suggérent que cette diminution des ondes alpha dans le cortex auditif serait
due a une diminution de I’inhibition de I’activité neuronale auditive et par conséquent induirait
une augmentation de I’excitabilité des neurones. Cependant le role des ondes gamma reste
incertain (Neff et al. 2019). Des recherches récentes (Sedley et al. 2012) ont proposé que
I’activité des ondes gamma refléte une tentative d’inhibition des acouphénes.

De plus, Pactivité accrue dans les bandes inférieures (delta et théta) est lice a I’activité des
neurones désafférenciés (neurones dont le mécanisme neurologique permettant le transport des
sensations provenant des voies afférentes a ét¢ interrompu) (Llinds et al. 2005). En effet, Neff
etal. (2019) n’ont pas trouvé d’altération des bandes delta et font I’hypothése que les fréquences
les plus basses ne seraient pas directement impliquées dans les corrélats neuronaux de la
perception des acouphénes mais seraient simplement présentes aprés la désafférentation
neuronale. A I'inverse, Adjamian et al. (2012) ont démontré une augmentation des ondes delta
pour les personnes souffrant d’acouphénes et de perte auditive.

1.4.2 Chez I’animal

La prévalence croissante des acouphénes a rendu indispensable une meilleure compréhension
du développement de la base neurologique des acouphénes. Les études animales ont
grandement contribu¢ a cette compréhension. En effet, les expérimentations animales
permettent une meilleure résolution spatiale et temporelle et donc des études plus précises de
I’ordre du sub-millimetres. Néanmoins, elles peuvent nécessiter des études invasives avec
I’utilisation de I’¢électrophysiologie. De plus, il a été indispensable de développer des protocoles
induisant des acouphenes soit par voie médicamenteuse ou par traumatisme acoustique, mais
¢galement de développer des tests comportementaux afin de valider la présence de ce
symptome.

1.4.2.1 Mode¢les expérimentaux des acouphenes

1.42.1.1 Le salicylate

Le salicylate de sodium est un composé actif de 1’aspirine (acide acétylsalicylique) qui est
connu depuis plus d’un siécle pour provoquer des acouphénes chez I’Homme (Sée, 1877). Chez
I’animal c’est dans le milieu des années 80 que Pawel J. Jastreboff mis en évidence 1’apparition
d’acouphenes par injection de salicylate de sodium (Jastreboff et al. 1988). De par cette
découverte, le salicylate est devenu la molécule de référence pour 1’étude des acoupheénes et est
alors trés vite utilis¢€ dans de nombreuses études expérimentales basées sur des tests
comportementaux et 1’électrophysiologie puis sur 1’imagerie vers les années 2000. Par
conséquent, la plupart des connaissances sur les acouphénes proviennent des recherches basées
sur ce modele d’acouphénes induit par salicylate de sodium (Jastreboff et Sasaki 1994; Cazals
et al. 1998; Bauer et al. 1999; Cazals 2000; Puel et Guitton 2007; Ruel et al. 2008; Jung et al.
2014; Chen et al. 2015; Yi et al. 2016; Muca et al. 2018). Ce phénomene s’explique par les
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nombreux avantages qu’offre ce modele : réversibilité, facilité d’utilisation par son mode
d’administration par injection, induction d’acouphénes dans 100% des cas avec une
administration de salicylate suffisante (Cazals et al. 1998; Guitton et al. 2003; Daniel Stolzberg,
Salvi et al. 2012).

1.4.2.1.2 Le traumatisme acoustique

Le traumatisme acoustique est le deuxiéme modele d’induction des acouphénes chez 1’animal.
Ce modele connu un ¢€lan a la fin des années 1990 et au début des années 2000 (Kaltenbach et
McCaslin 1996; Zhang et Kaltenbach 1998; Eggermont et Kenmochi 1998; Brozoski et al.
2002; Heffner et Harrington 2002b; Seki et Eggermont 2003; Kaltenbach et al. 2004). Ces
¢tudes ont été basées sur des expériences menées sur des rats, hamsters et chats exposés a divers
sons de forte intensité a I’aide d’une chambre insonorisée et examinés des semaines voire des
mois apres 1’exposition.

L’augmentation de 1’utilisation de ce modele s’explique en grande partie par le fait qu’il
provoque des acouphénes chroniques au bruit qui est la principale cause des acouphénes chez
I’Homme (Puel et al. 2002). Ce modele reflete donc la réalité clinique et les recherches
expérimentales développées, semblent beaucoup plus pertinentes. Cependant cette méthode
d’induction des acouphénes demeure difficile a réaliser, seulement une partie des animaux
développent des acouphénes (Heffner et Harrington 2002b; Guitton et Dudai 2007) et ce
processus est beaucoup plus long que I’induction par le salicylate de sodium.

1.42.2 Les outils d’analyses

1.4.2.2.1 Tests comportementaux

Avant toute mesure via I’imagerie fonctionnelle, il est important de pouvoir s’assurer de la
présence d’acouphénes chez les animaux traités (soit par traumatisme acoustique ou injection
de salicylate de sodium). Par conséquent, depuis que Jastreboff et son équipe ont établi que les
acoupheénes pouvaient étre détectés chez les animaux (Jastreboff et al. 1988), une variété de
tests comportementaux a été développée. A ce jour il n’existe pas de test comportemental
standard dans la détection des acouphénes. Chaque modéle animal possédant ces avantages et
ces inconvénients. L’ensemble de ces tests peuvent étre divisés en trois catégories : des modeles
utilisant le conditionnement de la peur (Jastreboff et al. 1988; Heffner et Harrington 2002b),
des modéles récompensant 1'apprentissage (Guitton et al. 2003; Lobarinas et al. 2004; Heffner
et Koay 2005) et les tests de réflexe de sursaut pour la détection des lacunes (Turner et al. 2006).
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L’ensemble de ces modéles est décrit ci-dessous :

o Le modéle Jastreboff

Le modele Jastreboft, développé dans les années quatre-vingt, considére les acouphénes comme
étant ’opposé du silence (Jastreboff et al. 1988). Ce modele est basé sur des aversions
conditionnées, ¢’est-a-dire qu’il utilise un paradigme de privation de nourriture ou de boisson.
En effet, le principe de ce test consiste a analyser le comportement de rats 1échant pour obtenir
de I’eau et soumis a un bruit de fond continu (large bande, BBN, a 60 dB, SPL) avec des
périodes de silence insérées de manicre aléatoire. Avant le test, tous les rats avaient recu un
choc électrique léger lorsqu'ils buvaient pendant les périodes de repos et certains rats de la
cohorte ont ensuite recu une dose systémique élevée (300 mg / kg) de salicylate de sodium. En
résumé, les rats sous salicylate se sont comportés comme s'ils ne pouvaient pas entendre les
périodes de silence et ont continué a lécher (pendant le test, le choc électrique a été désactivé).
En revanche, les animaux témoins non salicylés ont brusquement cessé¢ de 1écher pendant les
périodes de repos (Brozoski et Bauer 2016). Ainsi, Jastreboff et son équipe ont été les premiers
a mettre en évidence la présence des acouphénes chez les animaux par le biais d’un test
comportemental. Toutefois, le paradigme de privation sur quoi le modele se base s’avere tres
stressant pour les animaux, 10% a 15% d’entre eux perdaient leur masse corporelle lors de
I’apprentissage.

o Le modéle Guitton

Le modele Guitton se base sur le modele Jastreboff sans induire de stress ni d’anxiété chez
I’animal. Ce mode¢le consiste a conditionner un animal a exécuter une tiche motrice en réponse
a un signal sonore. Ce test est basé sur la formation de rats a sauter d’un point A a un point B
lors d’un signal sonore (les rats sautent d'un sol de cage électrifiée a un poteau isolé lorsqu'un
signal sonore est présent) (Guitton et al. 2003). Apres traitement au salicylate, les rats exécutent
théoriquement la tiche méme en absence de son extérieur et enregistrent un plus grand nombre
de sauts que les rats témoins (figure 21). Ce modele est assez efficace en termes de temps
d’apprentissage (le temps d’entrainement des rats est rapide). Néanmoins, cette tiche étant
modérément pénible, les animaux ont généralement un faible taux de saut sans choc du pied.
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Figure 21: Représentation schématique du modele Guitton

Les animaux sont conditionnés a sauter a un madt en réponse a une stimulation sonore. Chaque série est constituée
de 10 essais. Le conditionnement en lui-méme nécessite de 4 a 7 séries d’une durée comprise entre 15 et 20
minutes. Une fois conditionné, [’animal est testé quotidiennement pendant 9 jours. Deux types de mesures sont
réalisées : 1) les réponses correctes (le nombre de fois ou l'animal exécute la tache en réponse au son) et 2) les
Jfaux positifs (le nombre de fois ou ['animal exécute la tdche alors qu’aucun son ne lui est présenté). En absence
de son, I’animal n’exécute pas la tache et le nombre de faux positif est quasi nul (contréle). Si ce méme animal
regoit une injection quotidienne de salicylate (300mg/kg, i.p.), il exécute la tache alors qu’aucun son ne lui est
presente. En fait, il se comporte comme s’il entendait un son parce qu’il a un acouphene.

o Le modéle Heffner

Le modéle Heffner se base sur un paradigme de privation de boisson. Le principe est de former
des hamsters a l1écher en présence de son et de stopper ce léchage pendant une période de silence
suivi d’un choc (Heffner et Harrington 2002a). . Les hamsters ont ensuite subi un traumatisme
unilatéral & 10 kHz pour provoquer des acouphénes. Pendant les périodes de silence, les
animaux souffrant d’acouphénes prennent contact avec le bac de léchage, autrement dit ils
réagissent comme si un son était présent. En utilisant, une variante de cette méthode, Heffner
et ses collégues ont utilis¢ le léchage en combinaison avec une préférence de lieu conditionné
(droite, gauche) pour détecter les acouphénes chez 1’animal (Heffner et Koay 2005). Pour ce
faire, les animaux ont été soumis a des essais successifs composés de périodes de silence ou de
son latéralisé (droit ou gauche). Les hamsters assoiffés (I'eau n'étant disponible que pendant
l'entrainement et les tests quotidiens) regoivent une récompense en eau uniquement s'ils se
tournent du c6té approprié de la provenance du son. L'animal a ensuite subi un traumatisme
sonore unilatéral pour provoquer des acouphénes et remis dans 1'appareil de test. Les résultats
ont montré que les hamsters souffrant d’acouphénes déplacaient leur réponse lors des essais
silencieux vers le coté de leur oreille exposée, interprétant 1’acouphéne unilatéral comme un
signal physique. Quant aux rats témoins, ils n’ont présenté aucun choix cohérent a gauche ou a
droite. Ainsi Heffner et al. a pu utiliser le choix du bec gauche ou droit pour indiquer les
acouphénes et sa localisation latérale (Heffner 2011). Cependant, ce modele nécessite un
apprentissage chez I’animal long, atténuant certains des avantages du paradigme du léchage.
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o Le modéle Laborinos/Salvi

Lobarinas et al. ont proposé une méthode de suppression du léchage ne nécessitant pas de
restriction hydrique ni de stress physiologique (Lobarinas et al. 2004). Ce modele implique
dans un premier temps une restriction alimentaire, puis délivre des granulés de nourriture a
intervalles réguliers (1min). La livraison de nourriture programmée induit un taux naturel et
élevé de léchage de I'eau entre chaque granule, appelé polydipsie (soif excessive). A ce stade,
un paradigme d'évitement des chocs a été utilis€ pour permettre aux animaux de lécher
librement entre les boulettes de nourriture en silence, mais chaque fois qu'un des six sons était
présent et qu'il léchait le bec, un choc était présenté. Le choc a permis de supprimer
efficacement le 1échage et, avec l'entralnement, les animaux ont appris a arréter de lécher
chaque fois qu'un son était présenté. Cette procédure a permis une collecte relativement stable
des données de rats individuels. De plus, comme le choc dans ce modéle était toujours associé
a un léchage lors d'un son, la réponse ne s'est pas rapidement éteinte comme dans le modele de
Jastreboff et a permis de collecter des données sur de longues périodes.

o Le modéle de Turner

Le mode¢le de Turner est basé sur le « startle reflexe ». Le « startle reflexe » est la mesure de
I’intensité du réflex de sursaut lors de 1’envoi d’un son bref et de forte intensité. Concrétement,
un signal est introduit pour avertir ’animal avant I’envoi du bruit. Ce signal peut étre un son de
fréquence particuliere et de faible intensité, appelé « Prepulse », ou une période de silence
introduite dans un son continu, appelée « Gap ». Lorsque 1’animal associe le signal a I’arrivée
d’un bruit fort, I’intensité du sursaut sera diminuée.

La méthode de startle reflex comporte deux parties (figure 22) :

e Le Prepulse Inhibition (PPI) est un son de fréquence particuli¢re et de faible intensité
envoy¢ avant le son de forte intensité. Plusieurs fréquences sont testées. Ces fréquences
sont également utilisées pour la deuxiéme partie de la méthode (la détection Gap). Le
test PPI sert de contrdle précieux pour les déficits auditifs et les déficits temporels qui
pourraient expliquer tout déficit de la détection Gap.

e Ladétection GAP est une courte période de silence introduite dans un son continu, avant
le son de forte intensité. Chaque session comprend une fréquence continue précise.
Différentes fréquences sont utilisées, elles correspondent aux fréquences testées
précédemment par le PPL. C’est le test de la détection GAP qui suggérera la présence
d’acouphénes, sur une ou plusieurs fréquences testées.

L’hypothése de ce modele est qu’en présence d’acouphenes, le signal (ici un « gap » introduit
dans un son continu) annongant 1’arrivée d’un son de forte intensité est masqué. L’animal n’est
plus averti de la survenue d’un son provoquant le sursaut, donc son réflexe du sursaut ne sera
plus inhibé.
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Aujourd’hui, ce paradigme de sursaut est utilis¢ dans de nombreuses études sur les acouphénes,
car il évite la nécessité de former les animaux et peut également étre utilis¢é comme outil de
dépistage. Cependant, ce paradigme nécessite également une optimisation méthodologique
minutieuse (Schaette 2014). De plus, les techniques utilisées pour collecter et analyser les
données GPIAS varient selon les laboratoires, ce qui rend difficile la comparaison des résultats
et la reproductibilité des données (Galazyuk et Hébert 2015).

Prepulse inhibition (PPI) Détection GAP

Le PPl permet d’évaluer les fonctions auditives durant La détection Gap permet d'évaluer la présence d'acouphénes en
les conditions de test GPIAS. Ce test est nécessaire fonction de la réponse « startle reflex »
pour effectuer ’analyse de détection GAP.
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Figure 22: Schéma de la méthode startle reflex composée du «Prepulse Inhibition» (PPI) et de la détection GAP.

Dans le test PPI : un premier son est envoyé a une fréquence précise et de faible intensité (prepulse) avant I’envoi
d’un deuxieme son de forte intensité (pulse).

Dans le test GAP : A. un bruit de fond continu suivi d'une impulsion de sursaut provoque une réponse de «sursaut
complety B. Un espace silencieux, inséré avant l'impulsion de sursaut sert de signal d’avertissement C-D. Les
sujets normaux peuvent detecter ce signal et leur réponse est inhibée. Les sujets presentant des acouphénes ne
peuvent vraisemblablement pas détecter l'écart silencieux également en raison de leur bourdonnement interne, de
sorte que leur réponse est moins inhibée

1.42.2.2 Electrophysiologie

L’activité électrique des cellules neuronales constitue un des mécanismes fondamentaux du
fonctionnement cérébral. Il y a donc un intérét majeur a enregistrer de tels signaux électriques
par le biais d’instrumentations spécifiques. Chez 1’homme la méthode utilisée est
I’¢lectroencéphalographie qui permet I’investigation non invasive de I’activité électrique du
cerveau a 1’aide d’¢lectrodes placées sur la surface cranienne. Cependant I’interprétation des
signaux EEG demeure problématique. En effet, il est difficile de le relier de maniére précise a
une activité intracranienne : les signaux sont le résultat déformé par la traversée des tissus, de
I’activité de plusieurs millions de neurones (Hansen et al. 2010; Buzséki et al. 2012; Cabral et
al. 2014). Ainsi les signaux récoltés par 1’électrophysiologie sur le modéle animal s’averent
plus précis et complémentaires aux signaux EEG.

Au moyen de microélectrodes implantées en profondeur sous la boite cranienne (dure-mere)
I’¢lectrophysiologie permet de mesurer les changements d’activités neuronales susceptibles
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d’étre liés ou en corrélation avec les acouphenes. Cette activité neuronale est évaluée par
I’enregistrement des variations de potentiel nommés potentiels de champs ou « Local Fields
Potential » (LFP) dans le milieu extracellulaire (Sharott 2013), dont le but est de mesurer une
réponse neuronale a un stimulus (activité neuronale évoquée par un son). Le signal intracranien
enregistré est alors généré a proximité de 1’¢lectrode reflétant I’activité électrique d’un ou d’un
petit nombre de neurones (Adjamian 2014). De plus, un autre type d’enregistrement peut étre
utilisé, I’enregistrement dit « spontaneous firing rate » (SFR), correspondant a un taux de
décharge de potentiel d’action en absence de son externe (activité neuronale spontanée).

Comme précédemment évoqué, chez I’animal il faut s’ assurer de la présence d’acouphenes. Par
conséquent, de nombreuses études ont confirmé la présence de ce symptome chez les animaux
analysés par le biais de tests comportementaux avant des mesures d’électrophysiologie (Yang
et al. 2007; Heffner et Heffner 2012; Stolzberg et al. 2013). De plus, les études sur les animaux
montrent une bonne concordance avec les études d'imagerie sur les humains qui ont révélé une
hyperactivité chez les patients souffrant d'acoupheénes (Lanting et al. 2009; Zeng et al. 2011;
Miiller et al. 2013).

Apres injection de dose ¢élevée de salicylate de sodium (SS), des changements de variation de
SFR ou LFP ont été observés dans 1’ensemble du systéme central auditif. Dans la plupart de ces
structures auditives, une augmentation de 1’activité neuronale a été démontrée dans le colliculus
inférieur (Chen et Jastreboff 1995; Manabe et al. 1997; Chen et al. 2015), dans le corps géniculé
médial (Chen et al. 2015) et le cortex auditif secondaire (Eggermont et Kenmochi 1998; Chen
etal. 2015). A I’inverse une diminution de 1’activité cérébrale est observée dans le cortex auditif
primaire (Yang et al. 2007; Yang et al. 2011). De plus, des résultats contradictoires ont été
observés dans le noyau cochléaire dorsal (NCD). En effet, Wei et son équipe (2010) ont montré
une diminution de SFR dans cette structure alors que récemment Martel et al. (2019) a observé
une augmentation de I’activité neuronale dans le NCD. D’aprés Martel et al. (2019), ces
différences de résultats peuvent s’expliquer par des protocoles in vitro différents mais
¢galement par des temps de mesure du courant neuronale différents apres injection de SS.

En ce qui concerne le développement d’acouphénes suite a un traumatisme acoustique (TA),
des augmentations de SFR ou LFP ont également été¢ démontrées dans les différentes structures
auditives : dans le noyau cochléaire (dorsaux et ventraux) (Brozoski et al. 2002; Finlayson et
Kaltenbach 2009; Vogler et al. 2011; Wu et al. 2016), dans le colliculus inférieur (Ma et al.
2006; Manzoor et al. 2012; 2013; Coomber et al. 2014) et dans le cortex auditif primaire
(Norena et al. 2006; Basura et al. 2015).

Les différents résultats démontrés concernant le salicylate et les traumatismes sonores
chroniques présentent des similarités mais également des différences. Outre ces résultats dans
les différentes zones auditives, des caractéristiques distinctes ont été observées entre ces deux
moyens d’induction des acouphénes. Norena et al. (2010) a démontré une augmentation de
’activité neuronale corticale chez des cobayes dont les acouphénes ont été induits par injection
de SS (350 mg/kg) et par traumatisme acoustique. Au cours de ses expérimentations, alors qu’il
observait une augmentation neuronale chez tous les animaux injectés au SS, les effets dus au
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traumatisme acoustique étaient plus subtils et variables chez les animaux avec TA. De plus,
I’évolution dans le temps des changements neuronaux aprés TA étaient également variables.

1.42.2.3 Neuroimagerie

Les méthodes de neuroimagerie utilisées dans les modéles animaux incluent 1'imagerie par
résonance magnétique fonctionnelle (IRMf), la tomographie par émission de micro-positons
(microPET) et la méthode dite « Manganese Enhancement Magnetic Resonance Imaging »
(MEMRI). Les outils d’IRMf et de MEMRI sont basés sur la résonance magnétique nucléaire
dans des champs magnétiques puissants et permettent 1’obtention de différents types d'images
cérébrales anatomiques ou fonctionnelles. La MEMRI utilise le chlorure de manganése (MnCly)
comme agent de contraste afin de suivre l'activité cérébrale neuronale (Pautler 2004; Lee et al.
2007; Muca et al. 2018). Les ions Mn?" pénétrent principalement dans les cellules actives par
les canaux calciques voltage-dépendants et s'accumulent a l'intérieur des neurones. L’IRMT est
dépendante du niveau d'oxygeéne sanguin et ’imagerie TEP est basée sur la détection de la
radioactivité émise par un traceur administré a un sujet. Ces deux dernieres méthodes
d’imagerie sont décrites dans la partie 1.4.1 de ce chapitre.

Dans les études d’imagerie sur le petit animal, une résolution spatiale ¢levée est essentielle en
raison de la petite taille du cerveau chez les rongeurs par rapport a celle des humains. La
MEMRI peut fournir des informations fonctionnelles avec une résolution spatiale d’environ
100 pm, tandis que la résolution de la technique PET est limitée par la taille des détecteurs de
rayons gamma, offrant une résolution millimétrique. L’IRMf quant a elle, possede une
résolution spatiale plus élevée que la TEP mais une résolution inférieure a celle de la MEMRI
(résolution spatiale IRMf ~500 um; résolution spatiale MEMRI ~100 pm avec une force de
champ magnétique élevée). De plus, le contraste obtenu par la MEMRI est directement lié¢ a
I’activité neuronale, ce qui n’est pas le cas de la IRMf dont le principe repose sur un couplage
neurovasculaire donnant des informations neuronales de manicre indirecte. L’anesthésie
utilisée pour éviter les mouvements des animaux lors d’acquisitions IRMf peut affecter les
réponses neuronales, y compris l'activité du systeme auditif (Cheung et al. 2001; Ter-Mikaelian
et al. 2007; Schumacher et al. 2011; Malheiros et al. 2015). En revanche, le chlorure de
manganese (MnClo) est administré avant 1’imagerie, évitant ainsi les effets de confusion di a
I’anesthésie. Cependant la technique MEMRI ne peut pas étre transposable chez I’Homme, du
fait de la neurotoxicité de son agent de contraste (Bock et al. 2008; Apaydin et al. 2016).

Depuis plusieurs années, ces méthodes d’imagerie fonctionnelle ont elles aussi contribué a une

meilleure compréhension des mécanismes physiologiques des acouphénes dans différents
centres de traitement du systéme auditif.
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Dans le noyau cochléaire (NC), grace aux expérimentations MEMRI :
e En présence de salicylate de sodium (SS):

Holt et al. (2010) a pu démontré une augmentation de I’intensité du signal dans la partie dorsale
du NC de maniére bilatérale, 9h apres la derniére injection de SS (330-350mg/kg) et apres une
injection de chlorure de manganese (MnCly) (66 mg/kg) intrapéritonéale (Holt et al. 2010). Jung
et son équipe (2014) ont également observé une augmentation de Mn?*, 6h aprés la derniére
injection en SS dans la partie ventrale (NCV) et dorsale (NCD) de manicre ipsilatérale a
I’injection MnCl; réalisée en transtympanique (Jung et al. 2014).

e Suite a un traumatisme acoustique (TA) provoqué :

A la suite d’un traumatisme acoutisque (TA) provoqué par une exposition unilatérale a un BBN
(Bruit a large bande) d’environ 106-116dB centré a 16kHz pendant 1h, Bauer et ses collégues
ont observé, a court terme (24h aprés TA) une augmentation de I’intensité du signal dans le
NCD du coté ipsilatéral au TA (Bauer et al. 2006). Cependant Muca et al., (2018), 25h apres
le TA n’ont pas observé de différence significative entre le groupe véhicule et le groupe avec
TA (Muca et al. 2018). De plus, suite un TA a long terme (10 mois) Brozoski et son équipe ont
constaté une augmentation de Mn?* dans le CNV ipsilatéral au TA (Brozoski et al. 2007).
D’autres résultats ont également été obtenu avec une variante de traumatisme acoustique
provoqué par une exposition unilatérale a un BBN (Bruit a large bande) de 118dB centré a
10kHz pendant 4h. En effet, 2 jours aprés TA, Holt et al. (2010) n’a observé aucune différence
significative dans le NC entre ces groupes d’animaux, tandis que Muca et al. (2018) quelques
semaines aprés TA (4-8 semaines) a observé une diminution Mn?* dans cette zone auditive.

Lorsque les acouphénes sont induits par SS, il semble qu’a court terme, cela provoque une
augmentation de 1’activité neuronale au moins dans le CND. De plus, les expérimentations
MEMRI réalisées par Holt (2010) et Jung (2014), ont été précédées d’un test comportemental
(GPIAS), ce qui renforce 1’idée d’une corrélation entre des acouphénes et une hyperactivité
dans le NCD. A I’inverse les résultats obtenus suite a un TA semble contradictoires. En effet,
1 jour aprés le TA, Bauer (2006), a observé une augmentation de I’intensité du signal Mn?*
dans le NCD alors que Muca (2018) également 1 jour apres le TA n’a pas observé de différence
significative entre ces groupes. En outre, 2 jours aprés un TA, Holt et al. (2010) n’a également
pas observé de différence significative entre ces groupes. De plus, 1 & 2 mois aprés TA, Muca
a observé une diminution Mn?* dans le NC, alors que Brozoski et al (2010), 10 mois aprés le
TA, a observé une augmentation de I’intensité du signal Mn?* dans le CNV ipsilatéral au TA.
Toutes ces expérimentations ont été précédées d’un test comportemental excepté Bauer (2006)
et Brozoski (2007), ce qui peut mettre en doute une corrélation entre les acoupheénes et les
résultats obtenus par ces auteurs.

Dans le colliculus inférieur (CI), des résultats ont été obtenus par les trois méthodes
fonctionnelles et ont ainsi pu étre comparés. Une des rares expérimentations animales réalisées
via la TEP a démontré une augmentation du 18F-FDG, dans le CI, 2h apres injection de SS
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(250 mg/kg) (Paul et al. 2009). Yi (2016) et Wu (2019) en utilisant également cet outil ont
observé une augmentation de I’activité métabolique dans cette zone 14 jours apres les injections
SS (200 mg/kg) (Yietal. 2016; Cong Wu et al. 2019). De plus, une étude IRMf a démontré une
augmentation de connectivité fonctionnelle entre le CI et le corps géniculé médial (CGM), deux
heures aprés injection de SS (300 mg/kg) (Chen et al. 2015). D’apres D’auteur, cette
augmentation est probablement due a 'amélioration de ’activité neuronale spontanée induite
par SS dans le CI, qui est relayée au CGM. A la suite d’un traumatisme acoustique (TA)
provoqué par une exposition unilatérale a un BBN (Bruit a large bande) d’environ 106-116dB
centré a 16kHz pendant 1h, Bauer (2006) et Brozoski (2007) plusieurs mois apres le TA (10-
15 mois), ont observé une augmentation de 1’intensité du signal dans le CI controlatéral par
rapport au TA. A I'inverse aprés une exposition unilatérale a un BBN (Bruit a large bande) de
118dB centré a 10kHz pendant 4h, Muca et al. (2018) quelques semaines apreés un TA (4-8
semaines), a observé une diminution de Mn?" dans cette zone de maniére ipsilatérale au TA.

Ces résultats semblent indiquer une hyperactivité dans le CI due a des injections de SS a treés
court terme (2h apres injection SS) et a plus long terme (2 semaines apres injection SS) (Paul
etal. 2009; Yietal. 2016; Wu et al. 2019). La présence de SS dans cette structure provoquerait
¢galement des changements neuronaux dans la structure auditive supérieure (CGM) (Chen et
al. 2015). Les résultats MEMRI démontrent apres TA a long terme (1-15 mois), une diminution
de I’activité neuronale au coté ipsilatéaral au TA et en revanche une augmentation du Mn?" de
manicre controlatérale. Comme pour les résultats obtenus sur le NC, toutes ces
expérimentations animales ont été précédées d’un test comportemental excepté Bauer (2006)
et Brozoski (2007), ce qui peut mettre en doute une corrélation entre les acoupheénes et les
résultats obtenus par ces auteurs.

Concernant le CGM, il a seulement été révélé une augmentation de la connectivité fonctionnelle
entre le CGM et le cortex auditif (CA). Cette augmentation peut étre due a une augmentation
de P’activité neuronale spontanée dans le CGM, qui peut étre elle-méme provoquée par une
hyperactivité dans le CI (Chen et al. 2015). Ces résultats appuient I’hypothése d’une réaction
en cascade dans le systeme auditif, comme évoqué dans la partie 1.2.6 de ce manuscrit.

Dans le cortex auditif (CA), en présence de SS, une augmentation de I’activité métabolique a
¢été observée 2 jours apres injection SS (250 mg/kg) (Paul et al. 2009) et 14 jours aprés injection
SS (200 mg/kg) (Yi et al. 2016; Wu et al. 2019). Chen et al. (2015), de son c6té a observé une
connectivité accrue entre le CA et deux structures auditives inférieures (le IC et le MGB), ce
qui suggere la possibilité d'une boucle de rétroaction récurrente dans ce sous-réseau auditif. De
plus, ’auteur met en évidence des connections fonctionnelles entre le CA et des zones non-
auditives telles que 1’amygdale et le cervelet. Ces zones non-auditives et le CA, montrent une
augmentation de 1’activit¢ neuronale en présence de SS. Et pour finir aprés un TA, une
diminution du Mn?* a été observée dans le CA (Muca et al. 2018), contrairement a Brozoski et
al. (2007) qui a démontré une augmentation de 1’activité neuronale dans le CA primaire
controlatéral au TA. Il s’avere qu’en présence de SS, une hyperactivité se produise dans le CA
(Paul et al. 2009; Chen et al. 2015; Yi et al. 2016; Wu et al. 2019) mais également dans certaines
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zones non auditives (Chen et al. 2015). Ce qui concorde avec les résultats constatés chez
I’Homme. A I’inverse les résultats obtenus aprés TA semblent se contredire.

1.4.2.24 Conclusion

Les études d'imagerie fonctionnelle et d’¢lectrophysiologie réalisées a la fois chez les personnes
souffrant d'acouphénes et sur des modeéles animaux sont indispensables pour mieux comprendre
les mécanismes induisant les acouphénes. Il y a environ une vingtaine d’années, la recherche
sur les acouphénes était axée sur des modeles animaux. Néanmoins, le développement croissant
des techniques de neuroimagerie a entrainé une vague d'études sur I’humain avec une
prédominance de I’imagerie par résonance magnétique fonctionnelle (IRMf) (Smits et al. 2007;
Maudoux et al. 2012; J. Kim et al. 2012; Golm et al. 2013; Boyen et al. 2014), mais aussi les
¢tudes basées sur I'¢lectroencéphalographie (EEG) et la magnétoencéphalographie (MEG)
(Weisz et al. 2005; Lorenz et al. 2009; Moazami-Goudarzi et al. 2010; Adjamian et al. 2012;
Schlee et al. 2014). Certaines de ces études ont trouvé des résultats comparables a ceux trouveés
sur les animaux (Giraud et al. 1999; Weisz et al. 2005; 2011; Miiller et al. 2013; Schecklmann
et al. 2013; Neff et al. 2019) en se focalisant sur le systéme auditif, en particulier le cortex
auditif. Ces résultats suggerent qu'une augmentation de I’activité neuronale, une réorganisation
de la carte tonotopique, ainsi qu'une synchronisation neuronale, et une augmentation des taux
de tir spontané (SFR) dans le systeme auditif sont des corrélats neuronaux potentiels des
acoupheénes (Roberts et al. 2010; Eggermont et Roberts 2015; Eggermont 2016). A I’inverse
des expérimentations réalisées chez 1’humain, les modeles animaux ont permis de mettre en
évidence une hyperactivité neuronale sur I’ensemble du systéme auditif allant des noyaux
cochléaires au cortex auditif, avec une prédominance d’études basées sur 1’électrophysiologie
et la MEMRI. Néanmoins, la comparaison des résultats obtenus par injection de SS et par TA
indique des différences. En effet, 1a ou une homogénéité des résultats est observée chez les
animaux traités au SS quel que soit I’outil d’analyse utilisé (Electrophysiologie, MEMRI, TEP,
IRMY) des résultats contradictoires sont observés par TA. Cette différence peut étre expliquée
car le TA provoque des effets plus subtils et variables chez les animaux et dans le temps des
changements neuronaux variables entre les animaux ont été observés (Norefia et al. 2010).
L’imagerie fonctionnelle des acouphénes chez ’Homme a en outre révélé une activité accrue
dans les réseaux cérébraux non auditifs connus pour étre impliqués dans la conscience, la
mémoire et les émotions (Vanneste et De Ridder 2011; Maudoux et al. 2012; Schecklmann et
al. 2013; Leaver et al. 2016; Araneda et al. 2017; Tae et al. 2018) et corroborés par de récentes
expérimentations sur I’animal qui ont étendu leurs observations a ces régions (Chen et al. 2015;
Du et al. 2017; Wu et al. 2019).
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1.5 Objectifs de these

Depuis de nombreuses années, la prévalence des acouphénes montre une courbe de croissance
inquiétante. Les nouveaux modes de vie des pays développés et émergents avec une
augmentation de I’exposition au bruit et de ’'urbanisation (Rawool et Colligon-Wayne 2008;
Bhatt et al. 2016) accéleérent cette tendance et font des acouphenes un probléme majeur de santé
publique (Hébert et al. 2012; Rocha et Mondelli 2020).

La détermination de marqueurs physiologiques des acouphenes chez I'homme et chez I'animal
reste un défi pour la communauté scientifique. L’ objectif principal pour les chercheurs étudiant
les acouphénes est de pouvoir fournir une mesure objective afin de quantifier les
caractéristiques acoustiques/perceptives des acouphénes. Cette mesure quantificative
permettrait d’évaluer les effets de divers agents induisant et limitant des acouphénes sur le petit
animal, et de contribuer au développement d’essais thérapeutiques sur les acouphénes putatifs.

Des ¢études antérieures ont fourni de nombreux indices possibles quant aux mesures
physiologiques qui pourraient étre adaptées (I’EEG/MEG, les émissions otoacoustiques, la
pupillométrie, 1’¢électrophysiologie, I’imagerie fonctionnelle cérébrale, les marqueurs
génétiques, les composants sanguins ou salivaires et les marqueurs de stress, ...) mais dans
'ensemble aucune technique ne s'est révélée assez concluante pour étre utilisée comme
biomarqueur dans le traitement des acouphénes (Jackson et al. 2019; McFerran et al. 2019).

Cette these a pu étre réalisée grace au dispositif CIFRE et elle a été le fruit d’une collaboration
étroite entre 1’entreprise CILcare et le laboratoire Charles Coulomb / Equipe BionanoNMRI
« spectroscopie et imagerie RMN ». L’entreprise ClLcare est un prestataire de service
préclinique spécialisé dans les troubles de 'audition (perte auditive, acouphénes, etc.). Cette
société s’est donnée pour mission d’accélérer le développement de nouvelles thérapies pour
prévenir et traiter les pertes auditives et les acouphénes. En d’autres termes, elle propose a ses
clients d'accélérer le développement de leurs candidats médicaments sur des modeles
pathologiques chez le rongeur. Cilcare s’est associée avec la plateforme d’imagerie BNIF de
I’Université de Montpellier par le biais de cette thése dans le but de développer des marqueurs
physiologiques de ’acouphéne chez le rat a I’aide de techniques d’imagerie par résonance
magnétique. Ce projet a également été soutenu financierement par la région Languedoc-
Roussillon.

Depuis les années quatre-vingt, les techniques IRM connaissent un véritable essor et de
nombreux progrés y ont été réalisés notamment en termes de résolution spatiale et de
développement de diverses séquences d’acquisitions. Ce qui s'est révélé trés utile dans une
variété d'investigations en neurosciences a la fois en recherche préclinique et a des fins cliniques
(Detre et al. 2012; Prasloski et al. 2012; Johansen-Berg et Behrens 2013; Dumoulin et al. 2018).
De plus, lors d’études sur les mécanismes des acouphenes, cet outil d’imagerie a pour avantage
d’explorer de maniére non invasive l'ensemble du systéme auditif, de 1'oreille interne au cortex
auditif, mais également toutes autres structures cérébrales, pouvant étre en lien avec ce
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symptome. Au cours des derniéres années, des améliorations techniques et méthodologiques
innovantes chez 1’animal ont été apportées, notamment par l'utilisation de nouveaux agents de
contraste a base de chlorure de manganése, appelé¢ « Manganese enhancement Magnetic
Resonance Imaging » (MEMRI), modifiant localement les propriétés de relaxation des spins
nucléaires. Le chlorure de manganese en se diffusant principalement via les canaux calciques
permet a cette technique de déterminer des zones cérébrales affectées par une hyperactivité
neuronale apres 1'administration d'agents induisant des acouphenes.

Actuellement, il existe des controverses dans la littérature concernant la base pathologique des
acoupheénes et la méthode analytique la plus appropriée pour identifier la signature neurale des
acouphénes. Pour accélérer le développement de nouvelles thérapies, il est essentiel d'établir
des méthodes d'analyse plus robustes et standardisées notamment avec la MEMRI. Pour cela,
nous allons rapporter nos travaux sur le développement d’une nouvelle méthode quantitative
de détection des acouphenes chez le rat basée sur la « Manganese Enhancement Magnetic
Resonance Imaging » MEMRI (Chapitre 3).

Une autre approche prometteuse concerne 1'observation et la quantification in vivo de noyaux
comme le sodium. En effet, 1'ion sodium est connu pour jouer un role important dans le
fonctionnement cellulaire et en particulier dans le fonctionnement des influx nerveux (Madelin
et al. 2014; Francis et al. 2017; Gao et al. 2017). Des études IRM avancées ont démontré que
la détermination de la concentration en sodium de différents tissus est accessible par 1'1RM
2Na. Les différences mesurées révélent une augmentation des niveaux de sodium dans les
cellules pathologiques des cancers et des pathologies neurodégénératives (Petracca et al. 2016;
Ridley et al. 2017; Nunes Neto et al. 2018; Eisele et al. 2019). Par conséquent dans un deuxiéme
temps, nous décrirons le développement d’une méthode d’analyse des acouphénes basée sur
I’ion sodium (IRM 23Na) sur le rat et qui serait transposable chez I’Homme (Chapitre 4).
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CHAPITRE 2 : Développement d’une méthode
quantitative permettant la détection des acouphenes
par MEMRI sur mode¢le animal

2.1 Introduction

La méthode dite « Manganese Enhancement Magnetic Resonance Imaging » (MEMRI)
consiste en 1’utilisation de 1’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) avec 1’ajout d’un
produit de contraste particulier le chlorure de manganése (MnCly). Le principe physique de
I’IRM étant décrit dans la partie annexe, nous nous focalisons ici sur les caractéristiques
physiques propres a tous les produits de contraste. Dans un deuxiéme temps nous nous
intéressons aux effets biologiques du manganese (Mn), I’ion métallique utilisé pour ces
expériences.

2.1.1 Définition

Un agent de contraste (AC) utilis¢ en imagerie par résonance magnétique (IRM) est une
substance injectable dans I’organisme permettant de créer un contraste artificiel sur une
structure anatomique ou pathologique insuffisamment contrastée, dans le but d’améliorer la
visualisation des organes exploités (Xiao et al. 2016). Développés dans les années quatre-vingt,
les agents de contraste se sont imposés aujourd’hui comme des outils de diagnostic performants
et indispensables dans 30% des IRM cliniques (Caravan et al. 2009 ; Xiao et al. 2016). De plus,
ils exercent une action indirecte sur 1’échantillon étudié c¢’est-a-dire que ce n’est pas la molécule
de I’AC qui est visualisée mais son action sur les protons environnants.

2.1.2 Caractéristiques physiques des agents de contraste (AC)

Les agents de contraste peuvent étre définis selon divers critéres : leurs propriétés magnétiques,
leur composition chimique ou par leur biodistribution (Geraldes et Laurent 2009 ; Xiao et al.
2016) (figure 23).
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Figure 23: Classification des agents de contraste IRM en fonction de leurs applications, de la biodistribution,
des propriétés magnétiques et de la composition chimique (adapté de Khairnar et al. 2019).

2.1.2.1 Propriétés magnétiques

La majorit¢ des AC se retrouvent sous la forme d’ion paramagnétique ou de particule
superparamagnétique (oxyde de fer).

2.1.2.1.1 Ion Paramagnétique

Le principe des AC paramagnétiques consiste en 1’utilisation d’ions métalliques porteurs d’un
ou plusieurs électrons non appariés (aussi appelés célibataires) créant ainsi un moment
magnétique de spin électronique. Ce moment magnétique étant approximativement 700 fois
plus intense que celui du proton, il se comporte comme un champ magnétique local qui peut
perturber le moment magnétique des protons d’un échantillon et donc modifier le signal RMN
(Berquist 2012). Cette modification du signal RMN se manifeste par un raccourcissement des
temps de relaxation longitudinal (T1) et transversal (T2) (Xiao et al. 2016) (figure 24).
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Figure 24: Effets des agents de contraste sur la relaxation longitudinale et transversale en fonction du temps

Les agents de contraste paramagnétiques sont généralement fabriqués a partir de dysprosium
(Dy*"), de gadolinium métal lanthanide (Gd**) ou de manganése métal de transition (Mn**) et
bénéficient de propriétés hydrosolubles. Ces atomes possédent un moment magnétique élevé
grace a leurs électrons non-appariés : le dysprosium en a quatre, le gadolinium en possede sept
et le manganeése est constitué de cinq électrons non appariés (Geraldes et Laurent 2009 ; Xiao
et al. 2016 ; Khairnar et al. 2019).

2.1.2.1.2 Ion Superpamagnétique

Les AC superparamagnétiques sont des agents constitués de nanoparticules d’oxydes de fer
sous la forme de colloide. Ces colloides (systémes dans lesquels des particules se trouvent en
suspension dans un liquide) composés de trés petites cristallites, permettent de manicre
homogene la fixation de milliers d’ions magnétiques au lieu d’un seul dans le cas des complexes
paramagnétiques. Ainsi doté d’un fort moment magnétique (p), 1000 fois supérieur aux
propriétés paramagnétiques, celui-ci accélére localement le déphasage des spins des protons
environnement, qui se manifeste par une perte du signal RMN par un effet T2 ou T2* (Geraldes
et Laurent 2009 ; Blondiaux et al. 2017).

En principe, n’importe quel matériau ferromagnétique subit une transition vers un état
paramagnétique au-dessus d’une certaine taille critique (de 1’ordre du nanométre), en dessous
de celle-ci survient le phénomene de superparamagnétisme (Geraldes et Laurent 2009).

2.1.2.1.3 Relaxivité

La grandeur qui caractérise 1’efficacité d’un agent de contraste est la relaxivité, notée rj avec
i=1 ou 2. Les agents de contraste ont pour caractéristique de raccourcir les temps de relaxation
des tissus T et/ou Tz, autrement dit, d’augmenter les vitesses de relaxation des tissus R1=1/T1
et/ou R2=1/T2. Les vitesses de relaxation observées sont alors les vitesses intrinséques des
tissus, auxquels on ajoute l'effet du produit de contraste. L'efficacité de ces produits sur les
vitesses de relaxation est proportionnelle a leur concentration. La relaxivité décrit pour la
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premicre fois par Bloemergen, Solomon et Morgan dans les années cinquante permet ainsi de
mesurer la vitesse du retour a 1’équilibre décrite par I’équation suivante (Toth, et al. 2002 ;
Jacques et al. 2010 ; Pierre et Allen 2017) :

11
T; (obs)  T;(dia)

+ 1; [AC] 3)

Avec 1/Ti(obs) = R;i(obs) le taux de relaxation mesuré, 1/7; (dia) = R, (dia) le taux de relaxation
des spins nucléaires avant 1’ajout d’un agent de contraste, r; la relaxivité et [AC] la
concentration en ions paramagnétiques dans le milieu suite a I’ajout de I’AC. Généralement, le
taux de relaxation des protons de 1’eau Rj est donné en s-! et la concentration d’un agent de
contraste [AC] en mM, ainsi la relaxivité r; a pour unité mM "'s 1,

De plus, a I’aide d’un profil de dispersion de relaxation magnétique nucléaire (RMN), nous
pouvons caractériser 1’influence de la température sur la relaxivité et la fréquence de Larmor.
Par exemple, ici nous pouvons observer les profils de dispersions RMN de 1’eau pour les
solutions Mn?* a des températures de 24,85°C et 4,85°C (figure 25).

110
@ 298K

100 ®e, W 278K
90 F @

80 F Y

70 F °

60 " 4
Voo 0o o ® .d..'
40 F 8

30 F
20 ¢
10

Proton Relaxivity (s~'mM-1)

0 dda s iaaal et aaaaal bbb a sl Ve |

0.01 0.1 1 10 100
Proton Larmor Frequency (MHz)

Figure 25: Profils de dispersions RMN de [’eau ('H) pour les solutions de Mn*" a 298 K (24,85°C) et 278 K
(4,85°C) (adaptee de Eldik et Bertini, 2005).

Ces profils de dispersion permettent de déterminer, pour un champ magnétique et une
température donnée, leurs relaxivités 1 et r2. A titre d’exemple, nos expériences MEMRI ont
¢été réalisées a I’aide d’un agent de contraste, le chlorure de manganése (MnCl,) et d’un imageur
fonctionnant a 9,4T. Ainsi, d’apres les travaux de Caravan et al, 2009, la relaxivité pour une
température de 21°C est égale a 1= 5,14 mM ~'s ! et o= 117 mM ~!s ~! on note que 1> =
23xry (Caravan et al. 2009).

En résumé, a la suite d’une acquisition IRM avec injection d’un agent de contraste chez
I’Homme ou ’animal, la relaxivité et donc le taux de relaxation sont caractéristiques de la
présence d’un AC, pour un tissu donné. En effet, en présence d’AC, le taux de relaxation se
verra augmenter par rapport a un taux de relaxation sans AC. Ce phénomeéne étant visualisable
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par un hypersignal lorsque I’image est pondérée T1 ou par un hyposignal si I’image est
pondérée T2.

2.1.2.2 Classification et composition chimique

Pour rappel, les AC raccourcissent le temps de relaxation T1 (ou longitudinal) et T2 (ou
transverse) des protons d'eau voisins (figure 24). Ces effets augmentent l'intensité du signal des
images pondérées en T1 et réduisent l'intensité du signal des images pondérées en T2. Les AC
en résonance magnétique sont généralement classés selon deux catégories : les AC positifs et
les AC négatifs.

2.1.2.2.1 Les agents positifs

Les agents positifs sont des complexes paramagnétiques de gadolinium (Gd**), manganése
(Mn?") et de fer (Fe**) qui ont un effet similaire sur T1 et T2. De plus, ils sont classés comme
agents positifs du fait de leur valeur de spin élevée. Le T1 des tissus étant beaucoup plus élevé
que le T2, l'effet prédominant de ces agents de contraste a de faibles concentrations est celui du
raccourcissement T1 (Chahid 2012 ; Xiao et al. 2016). Ainsi, les tissus qui absorbent les agents
a base de Gd**, Mn** ou Fe*" sont visibles en hypersignal pour les séquences pondérées en T1.

De plus, les ions Gd** ou Mn?" ne sont pas utilisés sous leur forme ionique. En effet, la forme
pure du Mn?* perturbe le métabolisme cellulaire en interférant avec les flux de calcium et de
son cOté le Gd** montre sa toxicité par son taux d'élimination lente. En outre, il se dépose
largement dans des organes tels que le foie, les reins, ou dans les os (Estelrich et al. 2015 ;
Khairnar et al. 2019). Un processus physico-chimique, nommé chélation est réalisé¢ au cours
duquel est formé un complexe (le chélate) entre un ligand, dit chélateur et un cation (ou atome)
métallique, dit chélaté. Ce complexe d’ions métalliques permet une augmentation de la stabilité
thermodynamique et cinétique et une diminution de la toxicité (Tsapis 2017).

Agent de contraste a base de manganése (Mn)

Nous nous focalisons ici briévement sur 1’ion manganése utilisé lors de nos expérimentations
MEMRI.

Le manganése chlélaté est utilisé sous la forme de diphosphate de dipyridoxyle de manganése
(Mn-DPDP) chez ’'Homme dans la détection des Iésions hépatiques. Dans le corps humain, le
chélate se dissocie en manganeése et DPDP. Le manganése est absorbé par les cellules
hépatiques et excrété dans la bile, tandis que le composant DPDP est excrété par les reins
(Harisinghani et al. 2001 ; Xiao et al. 2016).

L’IRM améliorée par le manganese (MEMRI) utilise des ions manganése non chlélaté sous la

forme du complexe : chlorure de manganése (MnClz). Cet agent de contraste a des applications
uniquement en préclinique (expérimentation animale) du fait de sa toxicité (cf partie 2.1.3.5).
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De plus, une étude a démontré que I’oxyde de manganése sous la forme de nanoparticule semble
étre un agent de contraste positif prometteur dans la détection de cellules cancéreuses du rein
(Li et al. 2018). En effet, les auteurs ont révélé lors d’expérimentations in vitro (culture
cellulaire) et in vivo (sur des souris) une relaxivité T1 élevée, et une trés bonne biocompatibilité
avec les cellules rénales cancéreuses. Cependant, ces nanoparticules sont limitées au diagnostic
d’un type de tissu/organe en raison de leur procédure de synthése complexe.

2.1.2.2.2 Les agents négatifs

Les agents de contraste négatifs influent sur l'intensité du signal en raccourcissant T2 et T2* et
montrent un hyposignal sur des images IRM pondérées en T2. Les nanoparticules d'oxyde de
fer superparamagnétiques (« superparamagnetic iron oxide nanoparticles» (SPION))
appartiennent a ce groupe et produisent des inhomogénéités magnétiques locales du champ
magnétique. Ces composés peuvent devenir des agents T1, selon la taille des particules.

Les agents négatifs a base de nanoparticules d’oxyde de fer sont classés selon la taille des
particules (Tsapis 2017) :
- Les « Ultrasmall Superparamagnetic Iron Oxide » (USPIO) sont des particules de
taille nanométrique, inférieures a 50 nm.
- Les « Superparamagnetic Iron Oxide) »(SPIO) qui sont également des particules
nanométriques dont la dimension est comprise entre 50 nm a 1 pm.
- Les « micro-sized particles of iron oxide » (MPIO) de taille micrométrique dont la
taille des particules sont supérieures a 1 um.

De plus, les agents SPIONs présentent un contraste plus élevé a des concentrations plus faibles
que les CA paramagnétiques en raison de leur moment magnétique plus élevé, qui se traduit
par une plus faible toxicité (Khairnar et al. 2019). Par conséquent, ces agents semblent de bons
candidats pour remplacer les AC paramagnétiques par leur relaxivité élevée, leur meilleure
biocompatibilit¢ et une bonne rétention sanguine. Cependant, les SPIONs présentent des
inconvénients dans un environnement riche en eau, ils peuvent provoquer une inflammation
locale par exemple causé par une excrétion de I’agent en quantité importante (Shokrollahi
2013). Il a été montré que les nanoparticules magnétiques sous leur forme pure provoquaient
un effet d'encrassement biologique dans la circulation sanguine, c’est a dire une absorption non
spécifique de macromolécules (protéines) sur la surface de nanoparticule. Cette absorption
modifiant les propriétés de surface et les fonctions des nanoparticules, I’affinit¢ de ces
nanoparticules pour certaines cellules peut ainsi diminuer et provoquer une perte de
superparamagnétivité (Lin et al. 2017). Cependant, ce phénomene biologique peut étre résolu
par des médicaments de surface avec divers agents tels que des polymeres, des composés
inorganiques, des protéines, etc (Arsalani et al. 2010 ; 2012 ; Khairnar et al. 2019).
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2.1.2.3 Biodistribution et application

Les agents de contraste peuvent aussi étre différenciés selon leur tissu cible. En effet, le ciblage
d’AC est déterminé par le profil pharmaceutique de la substance. En clinique, ils sont
différenciés selon trois catégories : les agents de contraste extracellulaire (ACE), les agents de
contraste intravasculaires (ACIV) et les agents de contraste spécifiques aux organes (ACS).

2.1.2.3.1 Agents de contraste extracellulaire (ACE)

Les agents extracellulaires (ACE) sont des nanoparticules de faible poids moléculaire avec une
demi-vie courte (environ 1,5 heure). Ils peuvent rapidement se diffuser de la circulation
sanguine vers le fluide extracellulaire (ECF) puis se distribuer dans le liquide extravasculaire
et interstitiel (figure 26). Utilisés depuis de nombreuses années, les ACE sont fortement
recommandés pour 1'examen hépatobiliaire en clinique et sont constitués de gadolinium chélaté
doté d’un composé organique tel que le DTPA (noms commerciaux : Dotarem, Clariscan et
Omniscan) (Ersoy et Rybicki 2007; Aime et Caravan 2009). Ces agents sont principalement
excrétés par le systétme rénal en raison d'une bonne solubilit¢ dans I'eau. De maniére
significative, environ 98% des particules sont ¢liminées du corps en 24 heures.

2.1.2.3.2 Agent de contraste intravasculaire (ACIV)

Les agents intravasculaires (ACIV) sont des ions métalliques a haut poids moléculaire (> 20
kDa) dont la diffusion se fait dans I'espace intravasculaire et dont I’élimination par les reins et
le foie est lente (Lee et al. 2012 ; Khairnar et al. 2019). A I’inverse des ACE, ces agents de
contraste ne se dispersent pas de la circulation sanguine vers l'interstitiel du fait de la grande
taille des ions métalliques (figure 26). Restant plus longtemps dans la circulation sanguine et
possédant une demi-vie plus longue, les ACIV sont de bons agents de contraste vasculaires. En
clinique, ils sont majoritairement utilisés en angiographie (Pressacco et al. 2019). Cependant,
ces agents peuvent provoquer des effets secondaires tels que des maux de téte, des sensations
de brilure et des nausées ont été rapportés (Goyen et al. 2005).
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Figure 26: L'illustration montre le mécanisme (A) de l'agent de contraste extravasculaire, qui est introduit dans
le fluide extracellulaire a partir du flux sanguin (B) de l’agent de contraste intravasculaire, qui reste quant a lui
dans la circulation sanguine. (adapté de Khairnar et al, 2019).

2.1.2.3.3 Agents de contraste ciblés et spécifiques aux organes
(ACS)

Les agents de contraste ciblés et spécifiques aux organes ont été congus pour s’accumuler
spécifiquement dans un organe ou un tissu donné. Ces ACS sont souvent utilisés pour des
examens pathologiques du foie, de la rate, des os, du cerveau, de la lymphe et d'autres organes
(Khairnar et al. 2019).

Les oxydes de fer et les liposomes ont suscité un intérét particulier en tant qu'agents potentiels
spécifiques aux organes.

Les particules d’oxyde de fer sont importés dans les cellules du systéme reticulo-endothélial
(ou systéme phagocytaire mononuclée) par phagocytose ce qui offre un accés sélectif au foie,
a la rate, aux ganglions lymphatiques et a la moelle osseuse (Xiao et al. 2016). En effet, Lu et
al. (2009) ont synthétis¢ des SPIONs dopés au manganése spécifique au foie. Les
nanoparticules étant limitées en termes de solubilité, de propriété magnétique et de
biocompatiabilité, ces chercheurs ont formulé leurs nanoparticules d’oxyde par encapsulation
dans des micelles. Les auteurs ont démontré que l'intensité du signal pondéré en T2 dans le foie
de souris a été considérablement réduite de 80% en 5 min, ce qui peut aider I’étude des petites
Iésions hépatiques (Lu et al. 2009). Nakamura et al. (2018) ont formulé de leur coté des
nanoparticules magnétiques composées d'oxyde de fer-phosphate de calcium pour cibler les
macrophages. Ils ont démontré qu’une absorption cellulaire substantielle est observée dans les
macrophages (RAW 264.7) sans aucune toxicité (Nakamura et al. 2018) . De plus, on peut
retrouver également les nanoparticules d'oxyde de fer ultra-superparamagnétiques (USPIO) qui
sont utilisées comme AC pour cibler les ganglions lymphatiques et dont I’élimination se produit
par phagocytose (Sitharaman et al. 2005).
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Les liposomes constituent un autre groupe d'agent de contraste des ACS. En effet, des composés
liposomiques a base d’ions paramagnétiques sophistiqués ont été développés. Une étude a
démontré avec succes I'amélioration de 1'intensité du signal RMN sur des images d'écho de spin
pondérées en T1 (Kabalka et al. 1991). De nombreux efforts ont été faits pour que 1’ion Gd* *
soit utilisé comme agent de contraste spécifique, dont de petits liposomes sont formés pour
constituer une chélation. Ce chélate peut étre utilisé comme agent de contraste spécifique pour
le foie et la rate, le systeme lymphatique, mais aussi pour l'imagerie du systéme vasculaire
(Schwendener 1994 ; Yadollahpour et al. 2016). L’un des AC a base de gadolinium, le
gadofluorine P est appliqué pour le ciblage des ganglions lymphatiques. Cependant, Akai et
son équipe (2018) ont démontré que le PEG-b-poly L-lysine-DOTA (Gd — micelle), induisait
une amélioration plus élevée et plus prolongée de I’imagerie par résonance magnétique dans
les ganglions lymphatiques normaux et enflammés comparé au gadofluorine P (Akai et al.
2018). D’autres ACS ont été développé a base de Ga** tel que Gd-EOB-DTPA et Gd-BOPTA
utilisé dans I’imagerie hépatique (Botta et Tei 2012 ; Xiao et al. 2016).

Le développement d’ACS, dans le cadre d’expérimentations MEMRI, pourrait étre intéressant,
notamment pour leur faible toxicité. Par exemple, une étude publiée en 1997, comparant la bio-
distribution de Mn?" entre le MnCl, et le Mn-DPDP chez le rat ont démontré deux distinctions
majeures entre ces deux agents de contraste : une absorption de Mn?" au niveau cardiaque
considérablement réduite avec le Mn-DPDP, et une excrétion rénale de Mn?" uniquement avec
le Mn-DPDP (Ni et al. 1997).

2.1.3 Caractéristiques  biologiques du  manganese
(Mn)/chlorure de manganese

2.1.3.1 Présence dans 1’environnement

Le manganése (Mn) est un oligo-¢élément essentiel pour I’Homme, les animaux et les plantes.
Il est I’un des métaux les plus abondants dans I’environnement que 1’on peut retrouver de quatre
facons différentes : via 1’eau, D’alimentation, 1’air ou par contact avec des produits
industriels (Daoust 2012). Bien que le Mn soit un élément important pour le bon
fonctionnement de I’organisme, au-dessus d’un certain seuil il devient néfaste. Nous présentons
ci-dessous quelques exemples d’expositions toxiques du Mn.

Les plus fortes expositions au Mn se font généralement par le biais de 1’alimentation. En
moyenne un adulte consomme entre 31,7 et 31,8 ug/kg pc/j (en masse de substance par
kilogramme de poids corporel et par jour). Les besoins en manganese du corps humain sont
faibles et facilement comblés par 1’alimentation. Cependant, une concentration ¢élevée dans
I’organisme provoque des symptdmes proches de la maladie de Parkinson appelé manganisme.

Le manganése peut également étre inhalé via les pots d’échappements des véhicules et les
pesticides. Dans les pays industrialisés, le Mn est présent dans le gazole sans plomb par le biais
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d’un additif appelé méthylcyclopentadiényle tricarbonyle de manganése (MMT). Une étude
publiée en 2011 a déterminé que 1’utilisation du MMT a entrainé une augmentation du Mn en
suspension dans 1’air d’environ 22% au Canada (Joly et al. 2011). En outre, il existe un risque
important de neurotoxicité li¢ a I’exposition au Mn via les pesticides contenant cette molécule.
Ainsi les travailleurs de l'agriculture, de 1'horticulture et des personnes vivant a proximité de
ces zones sont des populations a risque (Grandjean et Landrigan 2014).

Le Mn est souvent associé a des minerais de Fer. Ainsi les minerais dits métallurgiques peuvent
posséder des teneurs de Mn dépassant les 35% et sont destinés a la fabrication d’alliage comme
I’acier. Dans le monde industriel, le Mn est également utilisé dans la composition des engrais,
du vernis, des fongicides, des piles, compléments alimentaires pour les hommes et les animaux,
le verre et les feux d’artifice (Aschner et Dorman 2006 ; Daoust 2012).

Pour finir, de nombreuses usines utilisant des produits chimiques, tel que le permanganate
(MnO4-) vaporisé en Chine, afin de donner un aspect délavé aux pantalons Blue-Jeans (Daoust
2012), déverse les eaux usées qui ne sont pas correctement traitées a proximité des usines. Par
conséquent d’importante quantité de Mn se retrouvent dans les rivieres et les eaux de sources
(Cusick et al. 2018; Huang et al. 2018; Hou et al. 2020).

2.1.3.2 Role biologique et physiologique

Le manganese est présent dans la nature sous différents états d’oxydation dont les états les plus
fréquents sont Mn?*, Mn*'et Mn’*. Des études ont montré que le chlorure de manganése
(MnCl.) serait I'espece chimique de mangangése la plus absorbable (Keen et al. 2000 ; Ye et al.
2017). La voie d’absorption du Mn est aussi a prendre en compte puisque celui-ci est ingéré
plus rapidement par inhalation que par les autres voies (Tjdlve et al. 1996 ; Aschner et Dorman
2006). Cependant, la consommation alimentaire est la principale voie d’exposition au Mn,
environ 3 a 5% du Mn ingéré est absorbé dans la circulation sanguine via le tractus gastro-
intestinal (Chen et al. 2018). Au cours d’expérimentations in vivo chez I’animal, une absorption
de Mn in utero, par inhalation, injection intraveineuse ou intrapéritonéale a été démontré
contournant ainsi 1’absorption du Mn par le systéme gastro-intestinal. Ces types d’absorptions
peuvent entrainer une saturation de la capacité du foie a éliminer le Mn ou un dépot de 1’ion
directement dans le cerveau provoquant une intoxication au Mn (manganisme) (Daoust 2012 ;
Chen et al. 2018). Cependant, & des doses standards, 1'homéostasie du manganese est
étroitement réglementée dans le corps pour éviter une accumulation excessive. Ainsi si le Mn
absorbé n’est pas distribué¢ dans 1’organisme, il est excrété principalement dans les maticres
fécales via la bile. De manicre plus limité, le Mn peut étre excrété par l'urine, le lait et la sueur.

Le Mn est nécessaire a notre organisme pour une multitude de fonctions tels que le
développement du systéme squelettique, le métabolisme énergétique, 1’activation des enzymes,
le fonctionnement du systéme nerveux et le fonctionnement des gonades (Erikson et al. 2005 ;
Yeetal. 2017 ; Lin et al. 2019). Il est également un anti-anxiogene protégeant les cellules contre
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les dommages dus aux radicaux libres (Daoust 2012 ; Martinez-Finley et al. 2013 ; Lin et al.
2019).

2.1.33 Distribution du Mn dans le cerveau

2.1.3.3.1 Distribution naturelle dans I’organisme

Le Mn est présent dans I’ensemble des tissus de 1’organisme de fagcon hétérogeéne. Ainsi, on
retrouve les taux les plus élevés dans les organes a fortes demandes énergiques comme les
muscles, les reins, le foie, les os, les glandes surrénales et hypophysaires (Rahil-Khazen et al.
2002 ; O’Neal et Zheng 2015). Des concentrations intermédiaires se trouvent dans le cerveau,
le cceur et les poumons (Modo et al. 2007). Les plus faibles concentrations sont localisées dans
la graisse.

Cependant, cette distribution varie selon les especes et notamment la distribution cérébrale. On
estime entre 0,15 et 0,46 mg/kg la quantité de Mn dans les tissus cérébraux humains (Liu et al.
2014 ; O’Neal et Zheng 2015). Une étude comparant la distribution du Mn entre un primate
non humain (ouistiti) et le rat a observé une quantité de Mn plus élevée dans les tissus cérébraux
du ouistiti que du rat, pour une méme dose de Mn (Bock et al. 2008). Cette forte accumulation
de manganese a été constatée plus particulierement dans les régions proches des ventricules
latéraux (cervelet, hippocampe, cortex visuel et striatum, liquide céphalo-rachidien (LCR))
chez le ouistiti et suggere que les primates non humains sont plus sensibles a la toxicité du Mn
que les rongeurs. Une explication avancée par les auteurs est un transport du Mn par le liquide
céphalorachidien via les ventricules latéraux plus larges chez les primates que chez le rat. Chez
I’Homme, une étude récente utilisant comme AC, le mangafodipir (C22H2sMnN4O14P2) a
montré un rehaussement du signal en particulier sur les structures localisées en dehors de la
barriére hémato-encéphalique telle que la glande pituitaire antérieure, le plexus choroide et les
glandes exocrines (Sudarshana et al. 2019). Cependant aucun rehaussement du signal net du
LCR ou du parenchyme cérébral environnant n'a ét¢ démontré. Cela pourrait s'expliquer par la
dose beaucoup plus faible de manganése dérivée du mangafodipir par rapport au MnCI2
administré aux animaux.

2.1.3.3.2 Distribution cérébrale suite a une administration de
manganese

Aprés administration du Mn?" en voie systémique, celui-ci peut pénétrer le systéme nerveux

central (SNC) par le biais de la barriére hémato-encéphalique (BHE), de la barriére sang-liquide
céphalo-rachidien (LCR) et par le tractus olfactif (Lin et al. 2019).
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2.1.3.3.2.1 La barriere hémato-encéphalique (BHE)

La BHE est un filtre physiologique qui sépare le sang du liquide interstitiel cérébral (figure
27A). Cette barri¢re se compose de cellules endothéliales, de péricytes et d’astrocytes tapissant
la paroi des capillaires sanguins (Abbott et Friedman 2012). La BHE filtre I’entré de molécules
et d’ions dans le tissu cérébral. Seules les substances gazeuses comme 1’oxygene et le dioxyde
de carbone diffusent facilement au travers de la barriére. Dans le plasma, environ 80% du Mn
est li¢ a la globuline ou a I’albumine et une petite fraction est liée a la transferrine (Tf). Lorsque
le Mn est li¢ a I’albumine ou a la globuline celui-ci ne peut pas traverser la BHE, la molécule
formée ayant une masse moléculaire trop importante et étant instable (Critchfield et Keen
1992). A I’inverse lorsque le Mn est li¢ a la Tf (transporteur de fer(Fe3+)) celui-ci traverse la
BHE (Gunter et al. 2013). Puis aprés avoir traversé la BHE, le Mn pénétre les ventricules puis
les régions périventriculaires avant d’atteindre des zones plus éloignées du parenchyme cérébral
(Lin et Koretsky 1997 ; Aoki et al. 2004 ; Conn 2016).

2.1.3.3.2.2 La barriere sang-liquide céphalo rachidien (barriere sang-
LCR)

La barri¢re sang-LCR est constituée par des cellules endothéliales reliées entre elles par les
jonctions serrées des plexus choroides (PC) (Strazielle et Ghersi-Egea 2000) (figure 27B). Cette
barriere a une surface 5000 fois moins importante que la BHE (Vandenhaute 2011) mais
I’entrée du Mn est 100 fois plus rapide via les PC que la BHE. Il a ét¢ démontré que le Mn
franchit les deux barrieres (Yokel 2006 ; Bornhorst et al. 2012) cependant la barriere sang-LCR
semble étre la voie majeure du passage de la molécule (Bornhorst et al. 2012). Etablit sur un
modele in vitro de cellules porcines, Bornhorst et son équipe suggérent que le Mn, apres
injection ou ingestion, gagne le systéme nerveux central (SNC) via la barriére sang-LCR plutot
que via la BHE. Ils ont aussi montré que les cellules des PC accumulent plus le Mn que les
cellules de la BHE.

A partir de la circulation sanguine et apres avoir traversé la barriere sang-LCR, le Mn va
pénétrer le plexus choroide pour se diriger vers les ventricules, 1’épendyme avant de se diffuser
vers le parenchyme (Bock et al. 2008 ; Schmitt et al. 2011 ; Ghersi-Egea et al. 2018).
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A Barriére LCR-sang B Barriére hémato-encéphalique
)(Cellules épithéliales du plexus choroide) ) (Vaisseaux sanguins cérébraux)
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Figure 27: Illustration des deux barrieres cérébrales (adapté de Liddelow et al, 2011).
Coupe coronale d’un cerveau de rat, situé au niveau des hippocampes dorsaux.

A) Barriere sang-LCR : elle se situe entre les vaisseaux sanguins des plexus choroides (PC) et le LCR. Les
vaisseaux sanguins des PC sont fenétres et forment une barriére non restrictive (fleches du milieu). Les
cellules éepithéliales des PC sont liées par des jonctions serrées fonctionnelles.

B)  Barriére hemato-encéphalique. Elle se situe entre la lumiére des vaisseaux sanguins cérébraux et le
parenchyme cérébral. Les jonctions serrées des cellules endothéliales (fleches) forment la barriere
physique arrétant les mouvements des molécules.

2.1.3.33 La voie olfactive

La voie olfactive entre en contact avec 1’épithélium olfactif qui permet un passage direct vers
le cerveau sans traverser les deux barriéres (BHE et barrieére sang-LCR) (Henriksson et Tjélve
2000 ; Dorman et al. 2002 ; Ye et al. 2017). En effet, dans un premier temps, le Mn va
préférentiellement s’accumuler dans le bulbe olfactif, puis le cortex olfactif, I'hypothalamus, le
thalamus, 1’hippocampe (Henriksson et Tjdlve 2000 ; Leavens et al. 2007 ; O’Neal et Zheng
2015). A plus long terme, le Mn va migrer vers toutes les parties du cerveau, et méme dans la
moelle épiniere. Une fois le Mn diffusé dans le cerveau, il semblerait que 1’amélioration du
contraste atteigne son équilibre 24h aprés une administration systémique ou locale (Takeda et
al. 1995). De plus, le manganése a un taux de clairance extrémement lent qui peut prendre
jusqu'a 300 jours, avec une demi-vie de 51 a 74 jours dans différentes régions du cerveau. Des
études basées sur la MEMRI ont démontré une demi-vie réduite de Mn?* de 5 & 12 jours (Han
et al. 2008 ; Aschner et Dorman 2006 ; Chuang et al. 2009 ; Griinecker et al. 2013).

2.1.34 Entrée et transport du Mn dans le cerveau

Aujourd’hui nous savons que le Mn se diffuse par le biais de la BHE, la barri¢re sang-LCR et
le tractus olfactif au moyen de transporteurs, néanmoins ces mécanismes de transport du Mn
restent mal compris (Ye et al. 2017).
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La littérature a identifié les canaux Ca** de type L (LTCC) et les récepteurs de l'acide N-méthyl-
D-aspartique (NMDA) comme les principales voies d'entrée du manganése (Mn?*) dans les
neurones (Mayer et Westbrook 1987 ; Narita et al. 1990 ; Carlson et al. 1994 ; Lu et al. 2007 ;
Itoh et al. 2008 ; Bedenk et al. 2018). En effet, les canaux calciques et les récepteurs ionotropes
sont définis comme étant des canaux ioniques protéique permettant le passage a grande vitesse
des ions et situés au niveau synaptique. Mais ces deux éléments membranaires se distinguent
par le type de stimuli qui permet leur ouverture (Magleby 2017) :

- Les canaux calciques de type L sont des canaux voltage dépendants dont leur
ouverture est fonction de la variation du potentiel d’action. De plus, le courant
ionique de type L (pour « long lasting ») posséde une inactivation lente du canal
voltage dépendent (Catterall 2011).

- Les récepteurs de l'acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) sont des canaux chimio-
dépendants dont I’ouverture dépend d’un ligand. En outre, les récepteurs NMDA
sont activés par le glutamate et la glycine (acides aminés servant de ligand pour ces

récepteurs) qui sont essentiels a la mémoire et a la plasticité synaptique (Paoletti et
al 2013).

Extracellulaire

Membrane cellulaire . | A ca Mr
b

Uptake

Intracellulaire -

\ {

Accumulation

Extracellulaire J_ -

Glutamate —f—
Membrane cellulaire 4—:

Glycine

Intracellulaire

Figure 28: Représentation schématique de canaux ioniques protéique : A) Canal calcique voltage déependent B)
Récepteur N-méthyl-D-aspartate (NMDA). Le glutamate et la glycine occupent leurs sites de liaison. S'il était
occupé, le site allostérique causerait l'inactivation du récepteur (adapté de Bedenk et al. 2018).

Drapeau et Nachshen ont démontré que le contraste amélioré par le MnCl, résultait de 'afflux
d'ions Mn?* via les canaux Ca?" de type L et de leur accumulation dans les neurones aprés une
dépolarisation (Drapeau et Nachshen 1984). En effet, le Mn?* présente une similitude chimique
élevée avec le calcium (Ca?"). A partir des années 1990, certaines études IRM ont démontré
une suppression de changements de contraste du MnClz consécutif a des stimuli nerveux causés
par I’administration d’inhibiteurs calciques comme le vérapamil (Narita et al. 1990), le
diltiazem (Lu et al. 2007) ou encore le nifédipine (Berkowitz et al. 2011). Dans le systéme
nerveux central (SNC), les LTCC posseédent 2 protéines-canaux (Cavl.2 et Cavl.3) qui sont
codées par les génes CACNAIC et CACNAI1D. La majorité des LTCC du cerveau (environ
80%), sont de type Cavl.2 et sont principalement post-synaptiques, les protéines-canaux
Cavl.3 sont quant a elles en majorité des canaux somatiques neuronaux (Westenbroek et al.
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1990 ; Hell et al. 1993 ; Ludwig et al. 1997 ; Hetzenauer et al. 2006 ; Sinnegger-Brauns et al.
2009).

Itoh et al. (2008) aprés avoir injecté¢ des antagonistes des récepteurs NMDAR comme la
kétamine (anesthésiant) chez des rats, ils ont observé une diminution du signal MEMRI (Itoh
et al. 2008). Ainsi, ces données ont indiqué que I'augmentation du signal RMN dépendant de
Mn? * était due a 'activation des neurones glutamatergiques (NMDAR). De plus, les auteurs
suggérent également que I’entrée du Mn?* soit accélérée par une modification de la perméabilité
de la barriere sang-LCR par I’action du glutamate ou des neurones glutamatermiques.

2.1.35 Toxicité du Mn

2.1.3.5.1 Manganisme

Le cerveau est 1’organe le plus sensible a la toxicité du manganése (Francis et Forsyth, 1995 ;
Crossgrove et Zheng, 2004). En exces il peut entrainer un certain nombre de troubles
neurocomportementaux connus sous le nom de manganisme (Ye et al. 2017 ; Chen et al. 2018
; Miah et al. 2020). La maladie se caractérise par une vitesse de réponse neuronale réduite, des
déficits de mémoire, une diminution des habilités motrices, une irritabilité¢, des changements
d'humeur et un comportement compulsif (Ye et al. 2017). Des troubles de 1’apprentissage ont
¢galement été observés chez des enfants présentant des taux de manganése élevés dans leurs
cheveux (Collipp et al. 1983 ; Ekanem et al. 2020). Le manganisme est souvent comparé a la
maladie de Parkinson présentant des symptomes similaires (Santamaria et Sulsky 2010 ; Tuschl
et al. 2013 ; Chen et al. 2015).

Le manganisme est une maladie irréversible, car le manganése est éliminé lentement du cerveau
(Schmitt et al. 2011). Toutefois, il semblerait que ’homme soit plus sensible a la toxicité du
Mn comparé aux rongeurs (Newland 1999 ; Daoust 2012). Les auteurs émettant [’hypothése
d’une différence d’architecture cérébrale a 1’origine de cet écart de sensibilité au manganése.
Bien que les mécanismes provoquant le manganisme endommage les tissus cérébraux ne soient
pas clairement compris, le stress oxydatif (une agression des cellules par des radicaux libres)
ou I’apoptose (mort cellulaire programmée) ont été identifiés comme des mécanismes de cette
maladie (Kontur et Fechter 1988 ; Farina et al. 2013; Alaimo et al. 2013 ; Peres et al. 2016 ;
Chen et al. 2018 ; Nkpaa et al. 2019).

2.1.3.5.2 Toxicité dans les autres organes que le cerveau

Le manganése peut avoir des effets toxiques sur d’autres organes que le cerveau. Sa toxicité
dépend des doses auxquelles le corps est exposeé :
- A dose_normale : la présence de manganese ne développe pas d’effet toxique sur

I’organisme.
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infections respiratoires (bronchite, pneumonie) ou une infertilité¢. De plus, chez le
rongeur, le Mn peut induire un arrét cardiaque (Jiang et Zheng 2005).

- A dose _moyenne: il peut provoquer une augmentation de la sensibilité aux

s’accumule dans le coeur, les poumons et le foie et peut provoquer un arrét cardiaque,
une infection respiratoire ou des troubles hépatiques.

2.2 Matériels et Méthodes

2.2.1 Animaux

Les procédures expérimentales utilisées respectent la loi européenne sur 1’expérimentation
animale (2010/63/EU). Le maximum a été fait afin de minimiser le nombre d'animaux utilisés
et la souffrance engendrée par I'expérimentation.

Au total, 26 rats males, de souches Long Evans (250 £ 25g) et agés de 8 semaines ont été utilisés
(Janvier Labs). Avant de commencer 1'étude, les rats ont été acclimatés pendant 7 jours dans
I’animalerie des laboratoires CILcare, maintenue a 22 + 6 °C et soumis a un cycle standard
lumiére/obscurité.

2.2.2 Protocole expérimental

Le but de cette étude est de mettre en évidence la présence d’acouphénes par la technique
d’imagerie MEMRI sur un mod¢le d’acouphénes induit par le salicylate de sodium (Holt et al.
2010; Jung et al. 2014).

2.2.2.1 Test ABR (Auditory Brainstem Response)

Dans un premier temps, en début d’étude tous les rats ont subi un test ABR (« auditory
brainstem response »).

Le test ABR a pour but de mesurer les réponses ¢électriques (ondes cérébrales) des neurones
ganglionnaires cochléaires et des noyaux de la voie auditive centrale suite & une stimulation du
systéme auditif par I’émission d’un son (Zhou et al., 2006; Burkard et al., 2007). Ce test est une
méthode objective d’évaluation du fonctionnement du nerf auditif de la cochlée jusqu’au tronc
cérébral. Ainsi, il nous a permis de déterminer une potentielle perte auditive préexistante chez
certains rats et de les exclure de notre cohorte initiale. De plus, ce test contient 5 formes d'onde
identifiables, étiquetées de I a V. La vague I représente la réponse sommée du ganglion spiral
et du nerf auditif tandis que les vagues de Il a V représentent les réponses de la voie ascendante
du systéme auditif central.
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Le test ABR a été réalisé sur 5 fréquences : 2, 4, 8, 16 et 25 kHz, ou I’intensité variait de 90 a
0 dB SPL pour chaque fréquence. Ainsi, I’enregistrement des réponses auditives (ondes) a été
effectué via des électrodes placées sur la téte du rat. Toutes les mesures ont été réalisées sous
anesthésie a l'isoflurane.

Un animal avec un seuil supérieur a 40 dB SPL dans une oreille a 16 kHz a été considéré comme
ayant une perte auditive préexistante et a été ¢liminé de I'é¢tude. Dans notre étude, 4 rats ont été
exclus a la suite de ce test ABR.

2222 GPIAS (Gap-Prepulse Inhibition of Acoustic Startle
reflex)

Les rats ont ensuite été acclimaté a la détection GAP pendant 2 jours consécutifs, une semaine
avant les tests GPIAS. Le principe de la GPIAS, appelé également modele de Turner est décrit
partie 1.4.2.2.1.

Puis, le test comportemental (GPIAS) a été réalisé sur les rats, ce test comprenant des essais
PPI et des essais GAP en Jour 0 (Baseline) et Jour 1. Les animaux ont été entrainés a ce test 2
fois avant de faire la mesure de référence a JO. Une fois ce test réalisé¢ (GPIAS Baseline), 3 rats
présentant un pourcentage d’inhibition GAP strictement inférieur a 10 % ont été exclus
définitivement de la cohorte. Puis les animaux ont été répartis au hasard soit dans le groupe
traité au salicylate de sodium (TSS), soit dans le groupe véhicule. En Jour 1, deux heures apres
injection de salicylate de sodium (300 mg / kg; IP) (qui correspond au pic de I’effet du
salicylate ou d’injection saline), ce méme test a été effectué.

Deux groupes d'animaux ont été testés avec des lectures d’acouphenes :
e Groupe 1 : les animaux ont été administrés avec une solution saline (NaCl 0,9% ;
IP);n=9
e Groupe 2 : les animaux ont ét¢ administrés avec du salicylate de sodium
(C7HsNaOs ; IP) ; n=10.

A JO, tous les animaux des deux groupes présentaient des résultats similaires. Les animaux du
groupe véhicule ont eu des résultats constants entre JO et J1, excepté un rat, qui a été exclus de
notre étude. Pour le groupe salicylate, seuls les animaux ayant un résultat négatif a J1 montrant
une potentielle présence d’acouphénes ont été sélectionnés pour passer le test MEMRI. Ainsi,
deux rats du groupe salicylate ont été exclus a la suite de ce test GPIAS.

2223 MEMRI

Ensuite, tous les rats ont re¢u une injection transtympanique de chlorure de manganése (MnCl: ;
0,2 mmol/kg), au jour 3, 24 h avant l'imagerie IRM cérébrale. Cette injection a été réalisée sous
anesthésie a 1’isoflurane en utilisant un endoscope (Jin et al. 2013; Jung et al. 2014).
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Pour finir, les rats ont été transférés la veille de la réalisation des acquisitions IRM vers la
plateforme d’imagerie BNIF (Laboratoire Charles Coulomb).

Acquisitions IRM
24 heures
aprés administration MnClz

Test GPIAS
Acclimatation R 2 hep(es .
Gl Test GPIAS aprés administration

1]
j

INJECTION
INTRAPERITONEALE (IP)
Salicylate de Sodium (300 mg/kg)

ABR

T

T

INJECTION INJECTION
INTRAPERITONEALE (IP) TRANSTYMPANIQUE (TT)
Salicylate de Sodium (300 mg/kg) MnCl; (0,2 mmol/kg) e

IRM horizontal 9,4 T VNMRJ
(Varian Inc)

Figure 29: schéma du protocole experimental utilise combinant test comportemental (GPIAS) et imagerie
fonctionnelle (MEMRI).

2.2.3 Administration médicamenteuse

2.23.1 Préparation du salicylate de sodium

Une solution de salicylate de sodium de 300 mg/kg dans de I’eau distillée (eau PPI) a été
préparée (C7HsNaOs, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). Ainsi, la masse de la poudre de
salicylate de sodium a été calculée en fonction du poids de chaque animal (300 mg de salicylate
de sodium équivaut a 1 kg de masse corporelle). Puis, cette poudre a été dissoute dans une
solution de NaCl (0,9%) (1,7ml pour 1 kg de masse corporelle).

Les rats véhicules ont regu une solution de NaCl (0,9%) (1,7ml pour 1 kg de masse corporelle).

La dose de salicylate de sodium de 300 mg/kg a été choisie selon des résultats préliminaires
réalisés au sein du laboratoire ClLcare et en accord avec la littérature (Turner et Parrish 2008).

2232 Préparation du Chlorure de Manganese (MnCly)

Une solution de MnCl» de 0,2 mmol/kg dans de 1’eau PPI a été préparée (MnClo-4H20, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA). Par conséquence, la masse de poudre de MnCl» a été calculée en
fonction du poids de chaque rat (39,58 mg pour 1 kg de masse corporelle). Puis la poudre a été
dissoute dans de 1’eau PPIL.
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La dose de MnCl, de 0,2 mmol/kg a été choisie suite a une série d’expérimentations in vivo
réalisées au sein de la plateforme BNIF. Les doses de 0,1 mmol/kg, 0,2mmol/kg et 0,3mmol/kg
de MnCI2 ont été testées sur 6 rats. Les résultats ont démontré que la dose 0,3 mmol/kg
présentait un rehaussement du signal le plus élevé, suivie de la dose 0,2 mmol/kg puis de la
dose 0,1 mmol/kg. Cependant le décés d’un rat a été constaté aprés une injection de 0,3
mmol/kg de MnCl. Ainsi, la dose de 0,2 mmol/kg présentait un rapport rehaussement du signal
RMN/neurotoxicité le plus adéquat.

2.2.4 FEtude comportementale: Gap Prepulse Inhibition of
the Acoustic Startle Reflex (GPIAS)

2.2.4.1 Le materiel

Le test GPIAS est effectué a I'aide du matériel et des logiciels de Kinder Scientific. Les bruits
de fond sont émis par un haut-parleur et des stimuli de sursaut sont émis par un deuxi¢me haut-
parleur situ¢ dans le plafond de la chambre d'essai (cage en métal) (figure 30), a 15 cm au-
dessus de la téte de l'animal. Le plancher de la chambre est fixé a un transducteur
piézoélectrique et fournit une mesure de la force de sursaut appliquée au plancher. Les bruits
de fond dans la chambre de sursaut consistent en un bruit a large bande (BBN) de niveau SPL
de créte de 60 dB ou un bruit filtré passe-bande.

Figure 30: Photo de la chambre d’essai permettant la réalisation des tests GPIAS
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2242 Le déroulement du test comportemental
Acclimations GPIAS :

Les acclimations GPIAS consistent a familiariser pendant une heure les rats a
I’expérimentateur, a la chambre d’essai, aux odeurs de la picce, etc. Puis une session de test
GAP est effectuée par la suite.

Test GPIAS :

Le test GPIAS comprenant des essais PPI et des essais GAP est décrit dans la partie 1.4.2.2.1
de ce manuscrit (Turner et al. 2006).

Les essais PPI sont utilisés pour mesurer les effets non-spécifiques et les facteurs de confusion,
tels que la léthargie, I'habituation, 1'adaptation et la perte auditive. La perte auditive est une
préoccupation, car elle affecte également le GPIAS, c'est-a-dire que si un sujet entend mal
l'enveloppe sonore, I'écart intégré est moins perceptible et moins efficace pour inhiber le sursaut
acoustique (Brozoski et Bauer 2016).

Chaque session de test commence par une période d'acclimatation de 3 minutes suivie de trois
essais consistant en un bruit de forte intensité provoquant un sursaut abrupt (durée de 115 dB
SPL 50 ms), qui sert & habituer la réponse de sursaut a une ligne de base plus stable. Ces essais
sont nommés "startle only". Les données de ces trois premiers essais initiaux ne sont pas
utilisées dans 'analyse des résultats.

Le reste de la session se compose d'essais de « startle-only », présentés avant ou apres les essais
comportant le signal « gap » (GAP) ou le signal « prepulse » (PPI), de maniére équilibrée. Les
détections PPI et GAP ont été mesurées a 4 fréquences (10, 12, 16 et 24 kHz) et a un bruit a
large bande (BBN). La fréquence du son envoyée variait systématiquement pendant le reste de
la session. Les bandes de fréquences pour les essais GAP et PPI sont présentées par ordre
croissant puis par ordre décroissant pour chaque session. Cette session est répétée trois fois lors
d'un test GPIAS. Chaque essai est répété 12 a 24 fois par fréquence selon le nombre de
fréquences testées pendant le test GPIAS (12 répétions pour 5 fréquences testées et 24
répétitions pour 3 fréquences testées). Les signaux "Gap" et "Prepulse" commencent 100 ms
avant le stimulus de sursaut, ont une durée de 50 ms et sont formés avec une
¢lévation/décroissance de 1 ms. L'intervalle entre les essais est randomisé par le logiciel, afin
d'éviter 1'habituation de 1'animal et une diminution de la réaction de sursaut.

2243 Analyse des résultats

Lors de I’analyse des résultats, plusieurs parameétres sont étudiés pour les essais PPI et GAP :
le delta (A), le pourcentage d'inhibition (% inhibition) et la différence de % d’inhibition entre
GPIAS et PPI ([(% d'inhibition Gap) - (% d'inhibition PPI)]).

Pour chaque animal, les calculs ont été réalisés a partir de la valeur médiane (médiane + écart
médian absolu (MAD)) des 12 essais pour chaque parameétre de PPI ou GPIAS (Pas de PPI,
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PPI, Pas de Gap, Gap). De plus, pour chaque rat, le pourcentage d'inhibition de Gap (1-Gap /
No gap * 100) a été calculé et les valeurs obtenues ont ét¢ moyennées pour chaque groupe.

Ensuite pour chaque groupe, la valeur moyenne (moyenne + erreur standard a la moyenne
(SEM)) a été calculée pour chaque parameétre du PPI ou du GPIAS (Pas de PPI, PPI, Pas de
GAP, GAP).

2244 Criteres d’exclusion pour 1’analyse

Les exclusions d'animaux de l'analyse ont été effectuées sur la base de trois critéres prédéfinis

- Le temps de réponse a I’impulsion : de 265 a 320 ms
- Le pourcentage d'inhibition de 1'écart <10% au départ pour tous les groupes

- Le pourcentage d'inhibition de I'TPP <35% au départ pour tous les groupes

2.2.5 IRM in vivo

2.2.5.1 Réalisation des acquisitions

Les acquisitions IRM ont été réalisées sur un appareil 9.4 Tesla (Agilent Varian 9.4/160/ASR,
Santa Clara, Californie, USA) équipé d'un MAGNEX TS1276D, d’une bobine SHS cérébrale
400 MHz (BNIF, France), associée a un systéme d'acquisition d'imagerie (Agilent , Palo Alto,
Californie, Etats-Unis).

Figure 31: IRM 9.4 Tesla de la plateforme BNIF. Le champ magnétique de I'IRM 9.4T est environ 200 000 fois
supérieur au champ magnétique terrestre.
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PARAMETRES IRM DONNEES
Champ de vision (FOV : Field of View) 60 x 30 mm
Taille de la matrice 512 x 256 avec un zero filling
Orientation des coupes Axial
Epaisseur de coupe 1 mm
Espace entre les coupes 0 mm
Temps de Répétition (TR) 490 mm
Temps d’Echo (TE) 12,63 ms
Nombre de moyenne 8
Nombre de coupes 12
Nombre d’Echo (NE) 3
Temps d’acquisition 17 min

Tous les animaux ont re¢u une administration transtympanique de MnClz (0,2 mmol/kg) 6h
avant la derniére injection de salicylate de sodium (300mg/kg) ou de solution NaCl (0,9%),
mais 24h avant ’IRM. Lors des acquisitions IRM, les rats ont été anesthésiés (2% d'isoflurane,
litre/minute d’02), en utilisant un équipement d'anesthésie compatible avec la résonance
magnétique (amagnétique) et un systeéme de support animal (Minerve Siemens A.G., Erlangen,
Allemagne)/RS2D (Haguenau, France). La respiration et la température corporelle sont
monitorées en continu a I'aide du systeme de surveillance et de déclenchement pour petit animal
(modele 1025, SA Instruments, Inc., New York, Etats—Unis). La respiration est maintenue
autour de 40 respirations/minute en ajustant le niveau d'isoflurane et le débit d'oxygene. De
plus, chaque animal a ét¢ maintenu dans une position stable grace a l'utilisation d'un berceau
chauffant équipé d'une téte et d'un porte-dent. La téte de rat est positionnée au centre de I’aimant
IRM dans une antenne dédiée, fixée au berceau.

2252 Optimisation des parametres IRM: Temps de
Répétition

Avant de débuter nos expériences in vivo, un temps de répétition (TR) a été¢ déterminé dans le
but d’optimiser le contraste entre deux zones proches (zone auditive et zone non auditive). Des
acquisitions MEMS (la séquence MEMS est décrite partie A.1.7.2) ont été réalisées sur un rat
apres administration de MnCl; et salicylate de sodium (selon le protocole partie 2.2.2.3) avec
différents temps de répétition (TR) (400, 600 et 1000 ms).

Afin d’analyser les images IRM et déterminer le TR de notre séquence MEMS, une série
d’étapes a été nécessaire a I’aide des logiciels Image J et Matlab :

- Réalisation de Région d’intérét (ROI)

La premiere étape a consisté en la réalisation de régions d’intérét sur une coupe contenant le
noyau cochléaire ipsilatéral. Une région d’intérét de 1’anglais « Région of Interest » (ROI) est
défini comme étant un ensemble de voxel délimité (région) a partir d’une image d’origine
(figure 32B).
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A T’aide du logiciel Image J, des ROIs ont été réalisés sur trois images IRM représentant la
méme coupe avec différents TR. Ces ROIs ont été effectués sur une zone auditive : le noyau
cochléaire ipsilatéral, une zone non auditive proche du noyau cochléaire ipsilatéral et sur le
vestibule contenant une forte quantité de chlorure de manganése (MnCl,) (figure 32B). Ainsi,
la moyenne d’intensité du signal a été calculée pour chacun de ces ROIs.

- Ajustement de courbe.

A T’aide des données (moyennes) obtenues par la réalisation de ROIs, des ajustements de courbe
ont été effectués permettant de simuler la relaxation en pondération T1 dans les zones étudiées.
Cet ajustement exponentiel a été effectué en utilisant la méthode des moindres carrées. (figure
32A).

M(B)

A) | x10t Tl =394.6221 ms T1,,,,=894.1207ms g,

% + ¥ ROl zone ROI noyau cochléaire

25 | non auditive ipsilatéral
.

15

Intensité du signal

% — ; _ Rol veTstibuly
0.5 / : A

0 500 1000 1500 2000
TR

Figure 32: A) Courbes de simulation en pondération T1 pour le noyau cochléaire (M(A)) et une zone non auditive
(M(B)). En bleu, les points correspondent a I’intensité du signal RMN du MnCl: selon le TR, réalisés a partir du
ROI du vestibule. Cette structure auditive, contient géneralement la quantité la plus importante de MnCl> suite a
une injection transtympanique. B) Image IRM au format DICOM avec visualisation des ROIs réalisés.

- Détermination du contraste maximale

La seconde étape consiste a calculer la différence entre les courbes de la zone auditive et de la
zone non auditive en pondération T1 :

Y = M(4) — M(B) “4)

Ou M(A) représente la courbe de la zone auditive et M(B) représente la courbe de la zone non
auditive.
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Figure 33: Courbe représentant la différence de contraste entre la zone auditive et la zone non auditive

L’amplitude maximale de la courbe représente le contraste maximal entre la zone auditive et la
zone non auditive, et elle permet de déterminer un TR optimal de 490 ms.

2.2.6 M¢éthode d’analyse des données IRM

Une fois les expérimentations IRM in vivo réalisées avec une injection du chlorure de
manganese (MnClz) administrée en voie transtympanique, de grandes variations de diffusion
de MnCl; dans le cerveau ont été observées entre les rats. Bien que cette injection, réalisée par
microchirurgie, ait été soigneusement contrdlée pour délivrer la méme dose de MnClz pour tous
les rats, il peut y avoir des différences de diffusion du MnCl; lors de I'injection transtympanique,
due au positionnement de la pointe de I’aiguille. La différence de taille de la trompe d'Eustache
et de la fenétre ronde entre les animaux peut également donner lieu a des différences
d'absorption de MnCl, dans la cochlée (Jin et al. 2013).

Par conséquent, une méthode quantitative a été mise au point pour palier a ce probléme. De
plus une méthode d’exclusion individuelle des animaux a été élaborée dans un premier temps.
Cette méthode a pour but d’exclure les animaux comportant des quantités de MnCl, trop faible
pour étre exploitable.
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2.2.6.1 Méthode d’exclusion individuelle des animaux

L’ensemble des étapes permettant I’exclusion individuelle des animaux est schématisé ci-
dessous :

Sélection d’'une coupe contenant

4———/_;

Hippocampe Colliculus Inférieur Cervelet
v v v
ROI ROI ROI
v - ¥ v
IHsiﬁg?éi:rln?_'el Cortex Cérébral Cortex Cérébral Tronc cérébral Ce(g\(/a)let
P (HI) Controlatéral (CCC) || Ipsilatéral (CClI) [| (non auditif) (TCNA)
v v
Calcul R2 Calcul R2
Calcul R2 A (R2¢ci-R2c¢cc) Calcul R2 Calcul R2

. | | |

Exclusion si valeur individuelle de R2 < au seuil d’exclusion définit a partir de la série
d’échantillon de la relaxation naturelle dans H, TCNA, Cv et pour A (R2¢cci-R2ccc)

| | | |

Exclusion Individuelle définitive si animal exclus = 2 fois selon les seuils d’exclusions dans
les différentes zones auditives ( H, TCNA, Cv et A (R2cci-R2ccc)).

Figure 34: Description de la procédure d'exclusion des animaux en fonction de la concentration du MnCl> dans
le cerveau

Les taux de relaxation (R2) dans différentes zones non auditives, telles que 1’hippocampe
ipsilatéral (HI), le tronc cérébral non auditif (TCNA), le cervelet (Cv) et le cortex cérébral
(AR2ccrccc) ont été analysés pour une cohorte d’animaux et comparés pour chaque zone non
auditive a une base de données (6 animaux, qui n’ont pas re¢u de MnClz, ni de salicylate de
sodium), appelée taux de relaxation naturelle des tissus. La relaxation naturelle des tissus (R20)
est le taux de relaxation initiale des tissus, en absence d’agent de contraste et de produit
médicamenteux.

2.2.6.1.1 Sélection de coupes

Lors des acquisitions IRM, 12 coupes ont été réalisées contenant 1’ensemble des zones

auditives, ainsi que certaines structures non-auditives comme I’hippocampe et le cervelet
(figure 35).
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La premicre étape a été de sélectionner individuellement une coupe par zone non auditive, c’est-
a-dire de sélectionner une coupe contenant 1’hippocampe, la zone médiane des colliculus
inférieurs et le cervelet. Cette sélection de coupes a été réalisée a I’aide du logiciel Image J et
de I’atlas de Paxinos et Watson (2009).

2.2.6.1.2 Réalisation des ROIs

La seconde étape a consisté¢ a définir des ROIs sur les coupes IRM sélectionnées a 1’aide de
programmes développés sous I’environnement Matlab :
e sur la coupe contenant I’hippocampe : un ROI a été réalisé sur I’hippocampe du coté
ipsilatéral (figure 35_A)
e sur la coupe contenant les colliculus inférieurs : des ROIs sur le cortex cérébral du coté
ipsilatéral et controlatéral ont été réalisés ainsi que sur une zone du tronc cérébral non
auditif (figure 35_B)
e sur la coupe contenant le cervelet : un ROI a été effectué¢ sur I’ensemble du cervelet
(figure 35 _O).

>
=
-
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(0]
=
=

INaLIlsod

Ventral
Coupe sagittale d’un cerveau de rat

Cortex Cérébraux

Elppocampe
Ipsilatéral

Tronc Cérébral (non auditif)

Coupes axiales d’un cerveau de rat

Figure 35: Image cérébrale IRM (coupe axiale) pondérée TI réalisée avec imageur 9.4 T (400 MHz). Les
fleches pointent vers les régions d’intéréts (ROIs) suivantes sur des coupes distinctes : hippocampe (4), tronc
cerébral (non-auditif) et cortex cérébraux (B), cervelet (C)

Les contours de ces zones non auditives ont été définis a 'aide de l'atlas de Paxinos et Watson
(2009).
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2.2.6.1.3 Calcul du taux de relaxation T2 (R2)

Apres avoir sélectionné les limites des différents ROIs précédemment énoncés, le taux de
relaxation (R2) a été déterminé voxel a voxel a partir de 1’équation suivante.

echo 1

R2 = Z;E XIOg echo3 ©)

echo

1 . g o
représente le ratio d’intensité de
echo3

Ou TE (Temps d’Echo) = 0,01263s et le rapport log

signal entre deux échos voxel a voxel. L’équation de R2 a ét¢ obtenue a partir des solutions des
équations de Bloch (La démonstration mathématique est décrite partie A.2).

La cartographie R2 ainsi obtenue a été appliquée voxel a voxel sur les différents ROIs
précédemment énoncés. Cette cartographie est représentée par une « colormap » rouge, bleu,
vert (RBV), permettant d’observer les variations des valeurs R2 au sein de chaque ROI.

Figure 36: Cartographie R2 (palette de couleur rouge-vert-bleu (RVB)) superposée sur des images cérébrales
IRM pondérées en T1 sur I’hippocampe ipsilatéral (A), sur les cortex cérébraux et le tronc cérébral (non auditif)
(B) et sur le cervelet (C).

2.2.6.14 Exclusion des données selon un seuil

2.2.6.1.4.1 Distribution des valeurs

Une fois les moyennes calculées individuellement, celles-ci sont ensuite observées a I’aide d’un
graphique pour chaque zone analysée. Les rats injectés au salicylate de sodium (croix rouge)
sont séparés des rats véhicules (croix bleu). Et les valeurs du taux de relaxation (R2)
individuelles de I’ensemble de la cohorte (rats TSS, rats véhicules) sont comparées a une base
de données d’animaux n’ayant ni regu une injection de MnCla, ni une injection de salicylate de
sodium (n=6) (croix noir). Les valeurs représentent la relaxation naturelle des tissus analysés
(figure 37).
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Figure 37: Distribution des valeurs individuelles du taux de relaxation (R2) pour les
cohortes relaxation naturelle, véhicule et salicylate dans différentes zones non
auditives : A) hippocampe ipsilatéral, B) cervelet, C) tronc cérébral non auditif, D)
cortex cérébraux.

Elimination des données selon un seuil d’exclusion défini a un intervalle de confiance
a 95% et 99% de la serie d’échantillons du taux de relaxation naturelle (R2y).

2.2.6.1.4.2 Seuil d’exclusion

Pour chaque zone non-auditive étudiée (H, TCNA, Cv et AR2ccr-ccc), des seuils d’exclusions
ont été mis en place, basés sur les valeurs des taux de relaxation naturelle des tissus (R2¢). Nous
avons modélisé la répartition statistique du R2¢ par une loi normale. La distribution normale est

92



représentée graphiquement par une courbe en cloche ou une courbe de gauss (« gaussienne »).
Elle est caractérisée par sa moyenne (1) et son écart type (o) selon la loi normale :

S 1 (x — p)?
x) = exp — ———
P oV?2m P 2072

(6)

Le but de cette distribution gaussienne est de pouvoir déterminer quel rat a été correctement
inject¢é en MnCl. Ici, nous avons introduit la notion d’intervalle de confiance, qui permet
d’estimer la proportion de valeurs du R2o.
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Figure 38: Exemple de distribution du taux de relaxation naturelle (dans I’hippocampe, cervelet ou tronc

cerébral (non auditif)) suivant une loi normale avec une moyenne u et un écart type o. Intervalle de confiance
définit a 95% et 99%.

Ainsi, nous avons utilisé un mod¢le de loi normale centré réduit pour pouvoir calculer le seuil

maximal permettant un intervalle de confiance a 95% et a 99%.

L’équation de la loi normale n’ayant pas de solution sous la forme d’une fonction usuelle, les
intervalles de confiances ont été définis en nous basant sur la table normale centrée réduite
(« Tables Loi Normale »).

2.2.6.1.5 Exclusion des données selon un seuil de 95% et 99%

En fonction des différentes zones non auditives les valeurs de R2 de la cohorte qui sont
inférieures ou égales aux seuils d’exclusion de 95% et 99% sont éliminées.

Un récapitulatif de tous les animaux exclus selon les zones non auditives et des deux seuils

d’exclusion est présenté dans le tableau 2. Si I’animal a été exclu sur au moins 2 zones non
auditives, cet animal est alors définitivement exclu de la cohorte.
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A) Critére lnte;:alle Salicylate Vehicule

d’exclusion
confiance | noj | Nog |No3 | No4 |No5 | No6 | No7 [ Nos [ N°9 [ Ne10 | Ne1 | N2 [ N3 | Noa | Nos | No6 [ Ne7|Nes [ Neg
R2 dans X
Hippocampe
R2 dans x
Cervelet 95 %
R2 dans Tronc
cérébral (non X | X X[ XX |[X
auditif)
AR2cc X X X X X X X X X
TOTAL 1 1 2 2 1 1 1 1 1 3 1 1 1
B) Critére Intervalle Salicylate Vehicule
d’exclusion e
confiance | Nop [No2 | No3 | No4 [ No5 | No6 | No7 [ Nog [ No9 [ N°10 | Ne1 [ No2 | No3 [ Ned | No5 | No6 | No7 | Nog | N9
R2 dans
Hippocampe XX XX
R2 dans
Cervelet 99 9, XX
R2 dans Tronc
cérébral (non X X | XX X X[ XXX |X|X
auditif)
AR2cc X X X X | X X X X X X X X X
TOTAL 1] 11 [4a]4a]2 PHl 1 1 [l 1 [HEEEPRE

l:l Non Exclu Exclu par rapport a un critére d’exclusion |:I Définitivement exclu

Tableau 2: Récapitulatif des exclusions individuelles des animaux de la cohorte selon quatre criteres d exclusion.
Ces exclusions ont été répertoriées en fonction d’'un intervalle de confiance a 95% (A) et d’un intervalle de
confiance a 99% (B).

2.2.6.2 M¢éthode d’analyse quantitative

Cette méthode d’analyse quantitative se base sur trois techniques de traitement d’images,
développées sous I’environnement Matlab : le signal sur bruit (S/B) ; le ratio d’intensité du
signal (RIS) et la méthode AR2/R2. L’objectif étant de démontrer quantitativement la présence
d’acouphenes chez les rats traités au salicylate de sodium par rapport aux rats véhicules.

Le signal sur bruit (S/B) est défini comme la moyenne de I’intensité du signal RMN d’un ROI
du cerveau, (ici le colliculus inférieur ou le noyau cochléaire) divisée par la moyenne d’intensité
du bruit instrumental de I’image (figure 39).

Le ratio d’intensité du signal (RIS) est défini comme la moyenne du signal RMN d’un ROI du

cerveau (ici le colliculus inférieur ou le noyau cochléaire), divisée par I’intensité moyenne du
signal RMN dans le ROI du muscle temporal superficiel (figure 40).
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Figure 39: Image cérébrale IRM (coupe coronale) ponderée Tl réalisée avec imageur 9.4 T (400 MHz). Les
fléches pointent vers les régions d’intéréts suivantes (ROIs): Bruit de I’'image, cortex cérébral (zones non-
auditive), colliculus inférieur et noyaux cochléaire (zones auditives)
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Figure 40: Image cérébrale IRM (coupe coronale) ponderée Tl réalisée avec imageur 9.4 T (400 MHz). Les
fleches pointent vers les régions d’intéréts suivantes (ROIs): muscle temporal superficiel, cortex cérebral (zones
non-auditives), colliculus inférieur et noyaux cochléaire (zones auditives)

Enfin, la méthode AR2/R2 est basée sur I’augmentation du rapport de la différence de taux de
relaxation dans une zone d’intérét auditive (le colliculus inférieur ou le noyau cochléaire), et le

cortex cérébral (cortex visuel, cortex entorhinal, zones du subiculum et du cingulum) sur le
cortex cérébral (figure 41).
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Figure 41: Image cérébrale IRM (coupe coronale) ponderée Tl réalisée avec imageur 9.4 T (400 MHz). Les
fléches pointent vers les régions d’intéréts suivantes (ROIs). cortex cérébral (zone non-auditive), colliculus
inférieur et noyaux cochléaire (zones auditives)

L’ensemble des étapes permettant I’exclusion individuelle des animaux est schématisé ci-
dessous :

Sélection d’'une coupe concernant le Colliculus Inférieur (Cl) |

v

| Segmentation Manuelle |

v

-« — *N

Cortex Cérébral Colliculus Inférieur Noyaux Cochléaire Muscle Temporal
(CC) (cn (NC) Superficiel (MTS) |Bruit Instrumental |

v v VN
| Calcul R2 |\Cia|cul Rj/' Calcul R2

v
Calcul AR2/R2

AR2 R2Ci(or NC) - R2CC RIS S/B
Rcc = R X100

l v \4

| Résultats MOYENNE et SEM pour groupes Salicylate et Vehicule |

Figure 42: Représentation de la procédure de traitement d'images IRM pour les difféerents ROIs : CI (colliculus
inférieur), CC (cortex cerebral), NC (noyau cochléaire), MTS (muscle temporal superficiel) et bruit instrumental

de l'image. Trois méthodes d'analyse différentes sont affichées : le rapport signal/bruit (S/B), le rapport d'intensité
du signal (RIS) et la méthode (AR2/R2).
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2.2.6.2.1 Sélection des coupes

Dans un premier temps, la coupe contenant la partie médiane des colliculus inférieurs (CI),
ultérieurement sélectionnée lors de la méthode d’exclusion individuelle des animaux (cf.
2.2.6.1) est de nouveau utilisée. Cette coupe permet généralement de visualiser a la fois, les
colliculus inférieurs, le cortex cérébral ainsi que les noyaux cochléaires.

Lorsque les noyaux cochléaires (NC) ne sont pas visibles sur la coupe contenant les CI, une
nouvelle coupe IRM est sélectionnée. Les NC ayant une épaisseur tres fine (2mm), ils sont donc
visibles sur trés peu de coupes IRM. Ainsi, afin de sélectionner la coupe contenant le plus de
volume des NC, I’opérateur est aidé d’images IRM 3D de la téte d’un rat visualisé grace au
logiciel Myrian.

2.2.6.2.2 Réalisation des ROlIs

Sur la coupe contenant le CI, des ROIs ont été réalisés (figures 39,40 et 41) :

e sur des zones auditives (le CI ipsilatéral et controlatéral et le NC ipsilatéral et
controlatéral)

e sur le muscle temporal superficiel (MTS) controlatéral et sur une zone supérieure de
I’image (en haut de I’image) correspondant au bruit instrumental de I’image

De plus, le CC a déja été analysé lors de la méthode d’exclusion individuelle des animaux
(figure 35 B).

Les zones d'intérét auditives ont été définis a l'aide de l'atlas du cerveau de rat de Paxinos et
Watson (2009).

2.2.6.2.3 Calcul du AR2, RIS et S/B

Apres avoir sélectionné les contours des différents ROIs, le taux de relaxation (R2) a été
appliqué voxel a voxel au niveau du CI et du NC des deux cotés :

echol

R2
echo3

()

= TE X log

Puis une cartographie R2 a été appliquée voxel a voxel et le AR2/R2 a été calculé pour ces
mémes zones auditives a partir de I’équation suivante :

AR2 _ R2¢ (ouNC) ™ R2¢
R2 R2¢c

€ x 100 ®)
Ensuite le RIS et S/B ont été calculés sur ces mémes zones auditives.
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La derniére étape a été de calculer la moyenne des données S/B, RIS et AR2/R2 pour I’ensemble
des rats traités au salicylate de sodium, ainsi que pour 1’ensemble des rats véhicules.

2.2.7 Analyses Statistiques

Les statistiques descriptives par groupe sont fournies sous forme de moyenne + SEM (moyenne
arithmétique + erreur standard de la moyenne) pour les mesures du test GPIAS et pour la
quantification du S/B, du RIS et du AR2/R2. La signification statistique a été¢ déterminée a I'aide
du test t de Student utilisant le logiciel Prism avec la valeur de signification suivante : * p <0,05,
** p <0,01 et *** p <0,001; n représente le nombre d'expériences indépendantes.

2.3 Résultats

2.3.1 GPIAS

Tous les animaux sélectionnés ont montré des résultats probants durant le test GPIAS.
Aucune différence significative d'inhibition du PPI n'a été observée pour le groupe traité au
salicylate de sodium (TSS) par rapport au groupe véhicule a JO et a J1. Ainsi, tous les animaux
entendaient bien et réagissaient correctement au test de «startle reflex ».
Une différence significative d'inhibition de détection GAP pour le BBN a été observée pour le
groupe TSS par rapport au groupe véhicule a J1 confirmant la présence d’acouphénes pour tous
les animaux testés en MEMRI.

2.3.2 Meéthode d’exclusion des animaux en MEMRI

Apres avoir réalisé le protocole d’exclusion individuelle des animaux, nous avons résumé nos
résultats sous la forme de deux tableaux, en fonction d’un intervalle (ou seuil) de confiance a
95% (tableau 2_A) et d’un seuil de confiance de 99% (tableau 2_B). Lorsqu’un rat a été exclu
sur au moins deux zones non auditives, celui-ci a été définitivement exclu de la cohorte. Pour
rappel, ce protocole a été élaboré dans le but d’éliminer les animaux comportant des quantités
de MnCl; trop faible pour étre exploitable.

Avec un intervalle de confiance a 95% (tableau 2.A), trois (3) animaux ont ét¢ exclus dont deux

(2) rats TSS et un (1) rat véhicule. La cohorte étant constituée de dix-neuf (19) rats apres la
3x100

réalisation des tests ABR et GPIAS, la proportion d’exclusion a été calculée a 15,8% (
15,8%).
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Avec un seuil de confiance de 99% (tableau 2.B), neuf (9) animaux ont été exclus dont quatre
(4) rats TSS et cinq (5) rats véhicules. Ainsi la proportion d’exclusion a été calculée a 47,4% (

9x100 47,4%).

19

2.3.3 M¢éthode d’analyse quantitative

Dans cette partie nous allons décrire les résultats obtenus par la méthode de quantification
développée lors de cette thése (Méthode AR2/R2), puis dans un second temps nous allons
comparer ces résultats avec les résultats obtenus par les méthodes S/B et RIS.

2331 AR2

Comme précédemment évoqué, I’injection de MnCl, réalisée par voie transtympanique, induit
une diffusion de 1’agent de contraste dans le cerveau de maniére hétérogene et variable selon

les animaux. Afin de comparer les animaux entre eux, une méthode de normalisation a été
développée : AR2/R2.

Par le tableau 3, nous pouvons observer les résultats obtenus pour différentes combinaisons de
AR2/R2 selon un intervalle de confiance a 95% et 99%. Plus précisément, ce tableau décrit les
moyennes obtenues par groupe (salicylate et véhicule) ainsi que les valeurs-p calculées. La
localisation et les abréviations des ROIs sont présentés sur la figure 43.

La valeur-p qui signifie valeur de probabilité, est une mesure statistique comprise entre 0 et 1.
Cette mesure permet de déterminer si un résultat observé dans notre étude préclinique peut étre
di a un hasard ou non. De plus, si ce test génére une valeur-p inférieure ou égale a 0,05 (p <
0,05) le résultat est considéré comme statistiquement significatif.

Figure 43: Localisation et abréviations des differents ROIs utilisés dans [’analyse AR2/R2. De gauche a droite
et de haut en bas : CCC : cortex cérébral controlatéral ; CCI : cortex cérébral ipsilatéral ; CIC : colliculus
inférieur controlatéral ; colliculus inférieur ipsilatéral ; NCC : noyau cochléaire controlatéral ; NCI : noyau
cochléaire ipsilatéral.
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Exclusion 2 un intervalle de Exclusion a un intervalle de
confiance a 95 % confiance a 99 %
Moyenne (%) Moyenne (%)
valeur-p IGocule Salicylate valeur-p I'yepicule Salicylate

(n=8) (n=8) (n=5) (n=6)
(CI Ipsilatéral - CC Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral 0,004 15,15 25,69 0,060 15,32 24,31
Coll’ic.ulus (CI Controlatéral - CC Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral 0,024 1,11 12,78 0,064 -1,21 12,79
Ill?g;;‘f“l‘ (CI Ipsilatéral - CC Controlatéral)/CC Controlatéral 0,142 26,91 42,66 0,231 24,89 44,06
(CI Controlatéral - CC Controlatéral)/ CC Controlatéral 0,955 23,23 23,48 0,842 25,75 24,54
(NC Ipsilatéral - CC Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral 0,033 21,81 53,59 0,193 22,50 49,97
Noyfm. (NC Controlatéral - CC Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral 0,019 -10,81 3,10 0,046 -13,24 1,32
Co:ll\}l(e:a)ure (NC Ipsilatéral - CC Controlatéral)/CC Controlatéral 0,069 33,71 70,75 0,113 31,69 78,83
(NC Controlatéral - CC Controlatéral)/CC Controlatéral 0,063 -1,51 14,47 0,104 -5,61 13,97

il e e 4 1

des combinaisons AR2/R2 statistiquement significatifs

|:| Résultat non statistiquement significatif
|:] Résultat statistiquement significatif

Tableau 3 : Resumé des résultats obtenus par une exclusion a des intervalles de confiance a 95% et 99% :
moyennes (%) des groupes véhicule et salicylate ainsi que les p-values obtenues pour les différentes
combinaisons de AR2/R2 appliquées sur les colliculus inférieurs (CI) et le noyaux cochléaires (NC). T-test:
p<0.05. Abréviation : CC : cortex cérebral.

e Selon un intervalle de confiance 4 95%

Les combinaisons de AR2/R2 obtenant une différence significative entre le groupe véhicule et
le groupe TSS proviennent des ROIs des zones auditives (colliculus inférieurs et noyaux
cochléaires) normalisés par le cortex cérébral (CC) ipsilatéral (valeur-p: (CI Ipsilatéral — CC
Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral = 0,004 ; (CI Controlatéral — CC Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral = 0,024 ;
(NC Ipsilatéral - CC Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral = 0,033 ; (NC Controlatéral - CC Ipsilatéral)/CC
Ipsilatéral = 0,019).

e Selon un intervalle de confiance a 99%

Une combinaison de AR2/R2 a obtenu une différence significative entre les deux groupes
provenant du noyau cochléaire ipsilatéral normalisé par le cortex cérébral ipsilatéral (valeur-p:
(NC Ipsilatéral - CC Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral = 0,046).

Au vu des résultats obtenus avec un intervalle de confiance a 99%, ce seuil semble trop restrictif
(exclusion de 47,4% de la cohorte et résultats significatifs sur une combinaison de AR2/R2).
Ainsi, la suite des résultats présentés a été obtenue avec un seuil de confiance a 95%.

Les figures 44 et 45 présentent les moyennes de AR2/R2 (%) et leur écart type pour les groupes

TSS et véhicule provenant des ROIs du colliculus inférieur controlatéral (CIC) et ipsilatéral
(CII) (figure 44) ; des ROIs du noyau cochléaire controlatéral (CNC) et ipsilatéral (CNI) (figure
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45) normalisés par le cortex cérébral ipsilatéral (CCI). Les résultats décrits sont ceux obtenus
avec et sans la méthode d’exclusion individuelle des animaux selon un intervalle de confiance
a 95%.

Sans Exclusion
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Figure 44: Résultats AR2/R2cc psilatéral 0btenus sans et avec une méthode d’exclusion individuelle (intervalle de
confiance a 95%) sur le colliculus inférieur controlatéral (CIC) et ipsilatéral (CII). T-test : *: p<0.05; **:
p<0.01; ***: p<0.001

Concernant les résultats obtenus sur le colliculus inférieur controlatéral (CIC), on observe une
différence significative entre les deux groupes, avec et sans la méthode d’exclusion (sans
exclusion : véhicule : 1,174£3,151 vs salicylate : 10,601+2,161; avec exclusion : véhicule :
1,110£3,572 vs salicylate : 12,7794+2,903). Cependant les valeurs-p avec et sans la méthode
d’exclusion sont proches (sans exclusion : 0,022 ; avec exclusion : 0,024).

Pour les résultats obtenus sur le colliculus inférieur ipsilatéral (CII), on observe également une
différence significative entre les deux groupes (sans exclusion : véhicule : 14,937+15,322 vs
salicylate : 22,180+£25,424 ; avec exclusion : véhicule: 15,148+17,207 vs salicylate :
25,686+25,536). A I’'inverse des résultats CIC, on observe une diminution de la valeur-p entre
les résultats obtenus avec et sans la méthode d’exclusion (sans exclusion : 0,0297 ; avec
exclusion : 0,0041). Les résultats de valeurs-p attestent d’une augmentation de la significativité
des résultats avec la méthode d’exclusion.
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Figure 45: Résultats AR2/R2cc psilatéral 0btenus sans et avec une méthode d’exclusion individuelle (intervalle de
confiance a 95%) sur le noyau cochléaire controlatéral (CNC) et noyau cochléaire ipsilatéral (CNI). T-test : *:
p<0.05; *¥*: p<0.01; ***: p<0.001

Concernant les résultats obtenus sur le noyau cochléaire controlatéral (NCC), on observe une
augmentation de la différence entre les deux groupes avec et sans la méthode d’exclusion (sans
exclusion : véhicule : -10,335+3,148 vs salicylate : 0,829+3,618 ; avec exclusion : véhicule : -
10,805+0,035 vs salicylate : 3,099+3,882). Ainsi, on observe une diminution de la valeur-p
entre les résultats obtenus avec et sans la méthode d’exclusion (sans exclusion : 0,058 ; avec
exclusion : 0,019). Ce qui induit des résultats significatifs obtenus suite a 1’application de la
méthode d’exclusion.

Pour les résultats obtenus sur le noyau cochléaire ipsilatéral on observe des résultats similaires
avec et sans la méthode d’exclusion (sans exclusion : véhicule : 22,942+2.954 vs salicylate :
51,086+ 8,673 ; avec exclusion : véhicule : 21,806+3,092 vs salicylate : 51,393+ 11,946). On
constate que les résultats obtenus sans et avec la méthode d’exclusion sont significatifs,
cependant une augmentation de la valeur-p a été constatée avec la méthode d’exclusion (sans
exclusion : 0.0092. ; avec exclusion : 0.0310).
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2.3.3.2 M¢éthode d’analyse standard : Rapport d’intensité du
signal (RIS) et Signal sur Bruit (S/B)

o Rapport d’intensité du signal (RIS)

Les figures 46 et 47 présentent les moyennes de RIS et leur écart type pour les groupes TSS et
véhicule provenant des ROIs du colliculus inférieur controlatéral (CIC) et ipsilatéral (CII)
(figure 46) ; des ROIs du noyau cochléaire controlatéral (CNC) et ipsilatéral (CNI) (figure 47).
Les résultats décrits sont ceux obtenus sans et avec la méthode d’exclusion individuelle des
animaux avec un intervalle de confiance a 95%.

Sans Exclusion

Colliculus Inférieur Colliculus Inférieur
Controlatéral Ipsilatéral
5 5
BMvehicule(n=9) Mvehicule(n=9)
4.5 BMsalicylate(n=10) | 4.5 Wsalicylate(n=10)
4 1 4
3.5 35

w
w

N

RIS (MEANSEM)
N

RIS (MEAN+SEM)
- N
(S wn
-
(= w

o
n
o
wn

0

Avec Exclusion (Intervalle de confiance a 95%)

0

Colliculus Inférieur Colliculus Inférieur
Controlatéral Ipsilatéral
5 5
Mvehicule(n=8) Wvehicule(n=8)
45+ Msalicylate(n=8) 1 4.5 Wsalicylate(n=8) 1

4

*

w
n

3.5

w
w

N
N

RIS (MEAN+SEM)
N
w

RIS (MEAN+SEM)
N
w

-
n
-
n

~— T

-

@
n

0
Figure 46: résultats RIS obtenus sans et avec une méthode d’exclusion individuelle (intervalle de confiance a
95%) sur le colliculus inférieur controlatéral (CIC) et ipsilatéral (CII). T-test : *: p<0.05; **: p<0.01; ***:
p<0.001

Les résultats RIS obtenus sur le colliculus inférieur controlatéral (CIC), montre une différence
non significative entre les deux groupes avec et sans la méthode d’exclusion (sans exclusion :
véhicule : 2,303+0,166 vs salicylate : 2,676+0,207 ; avec exclusion: véhicule :
2,346+0,182 vs salicylate : 2,890+0,189). Une diminution de la valeur-p a été observée sur les
résultats obtenus apres 1’application de la méthode d’exclusion, comparé aux résultats obtenus
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sans cette méthode. Cependant, cette diminution ne permet pas d’observer des résultats
significatifs (sans exclusion : 0,183 ; avec exclusion : 0,059).

Pour les résultats obtenus sur le colliculus inférieur ipsilatéral (CII), on observe également une
différence entre les deux groupes (sans exclusion : véhicule : 2,575+0,178 vs salicylate :
3,072+0,201 ; avec exclusion : véhicule: 2,637+0,189 vs salicylate :3,308+0,151). Une
diminution de la valeur-p a été montrée sur les résultats obtenus apres 1’application de la
méthode d’exclusion comparé aux résultats obtenus sans la méthode d’exclusion. A I’inverse
des résultats CIC, cette diminution de la valeur-p permet d’obtenir une différence de signal
significative entre les deux groupes avec la méthode d’exclusion (sans exclusion : 0,084 ; avec
exclusion: 0,013).
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Figure 47: résultats RIS obtenus sans et avec une méthode d’exclusion individuelle (intervalle de confiance a

95%) sur le noyau cochléaire controlatéral (CNC) et noyau cochléaire ipsilatéral (CNI). T-test : *: p<0.05; **:
p<0.01; ¥**: p<0.001
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Concernant les résultats obtenus sur le noyau cochléaire controlatéral (NCC) on observe
¢galement une différence entre les deux groupes (sans exclusion : véhicule : 2,047+0,065 vs
salicylate : 2,487+0,214 ; avec exclusion : véhicule : 2,054+0,073 vs salicylate : 2,71340,193).
On constate une diminution de la valeur-p entre les résultats obtenus sans la méthode
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d’exclusion et avec la méthode d’exclusion (sans exclusion : 0,078 ; avec exclusion : 0,0065),
ce qui permet d’obtenir une différence de signal significative pour le groupe traité.

Les résultats RIS obtenus sur le noyau cochléaire ipsilatéral (CNI) montre une augmentation
des résultats non significative pour le groupe salicylate comparé au groupe véhicule (sans
exclusion : véhicule : 2,636+0,075 vs salicylate : 2,504+0,101 ; avec exclusion: véhicule :
2,63440,085. vs salicylate : 2,509+0,130). De plus, avec la méthode d’exclusion la valeur-p
n’est pas nettement diminuée (sans exclusion : 0,3184 ; avec exclusion: 0,435).

o Rapport signal sur bruit (S/B)

Les figures 48 et 49 présentent les moyennes de S/B et leur écart type pour les groupes TSS et
véhicule provenant des ROIs du colliculus inférieur controlatéral (CIC) et ipsilatéral (CII)
(figure 48) ; des ROIs du noyau cochléaire controlatéral (CNC) et ipsilatéral (CNI) (figure 49).
Les résultats décrits sont ceux obtenus sans la méthode d’exclusion individuelle et avec la
méthode d’exclusion individuelle des animaux avec un intervalle de confiance a 95%.
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Figure 48: résultats S/B obtenus sans et avec une méthode d’exclusion individuelle (intervalle de confiance a
95%) sur le colliculus inférieur controlatéral (CIC) et ipsilatéral (CII). T-test : *: p<0.05; **: p<0.01; ***:
p<0.001

0

105



Les résultats S/B obtenus sur le colliculus inférieur controlatéral (CIC), montre une
augmentation de la différence des valeurs moyennes pour le groupe salicylate comparé au
groupe véhicule mais non significative (sans exclusion : véhicule : 23,159+2,179 vs salicylate :
26,672+1,624 ; avec exclusion: véhicule : 23,492+2 443, vs salicylate : 28,726+1,077). De
plus, avec la méthode d’exclusion la valeur-p a diminué sans permettre d’obtenir une différence
significative (sans exclusion : 0,207 ; avec exclusion : 0,070).

Pour les résultats obtenus sur le colliculus inférieur ipsilatéral (CII) on observe également une
différence de signal entre les deux groupes (sans exclusion : véhicule : 25,847+2,310 vs
salicylate : 30,714+1,638 ; avec exclusion: véhicule: 26,363+2,554 vs salicylate :
33,018+0,598). A I’'inverse des résultats CIC, on observe une diminution de la valeur-p entre

les résultats obtenus sans et avec la méthode d’exclusion (sans exclusion : 0,099 ; avec
exclusion : 0,024), ce qui permet d’obtenir une différence significative de signal pour le groupe
traité.
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Figure 49: résultats S/B obtenus sans et avec une méthode d’exclusion individuelle (intervalle de confiance a
95%) sur le noyau cochléaire controlatéral (CNC) et noyau cochléaire ipsilatéral (CNI). T-test : *: p<0.05; **:

p<0.01; ***: p<0.001

0

Concernant les résultats obtenus sur le noyau cochléaire controlatéral (NCC), on observe une
augmentation de la différence significative entre les deux groupes entre sans et avec la méthode
d’exclusion (sans exclusion : véhicule : 19,754+1,238 vs salicylate : 25,52342,046 ; avec
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exclusion: véhicule : 20,286+1,267 vs salicylate : 27,929+1,611 ). On observe une diminution
du valeur-p entre les résultats obtenus sans avec la méthode d’exclusion (sans exclusion : 0.031
; avec exclusion: 0.002), ce qui permet d’obtenir une augmentation de signal significative pour

le groupe TSS.

Les résultats obtenus sur le noyau cochléaire ipsilatéral (CNI) montrent un signal équivalent
entre les deux groupes, qui ne se modifie que trés peu avec la méthode d’exclusion (sans
exclusion : véhicule : 25,307+1,215 vs salicylate : 25,632+0,650 ; avec exclusion: véhicule :
25,894+1,207 vs salicylate : 25,826+0,824 ). Cependant avec la méthode d’exclusion la
valeur-p augmente mais ne permet pas d’obtenir des résultats significatifs (sans exclusion :
0,811 ; avec exclusion : 0,963).

2333 Récapitulatif des valeurs-p pour les 3 méthodes
d’analyse quantitatives sans et avec méthode d’exclusion
individuelle des animaux

Le tableau 4 présente un récapitulatif des valeurs-p obtenues entre le groupe TSS et le groupe
véhicule. Ces résultats ont été obtenus a partir des différents ROIs auditifs et selon les 3
méthodes d’analyse sans (A) et avec la méthode d’exclusion (B).

A) valeur-p sans exclusion
Colliculus Colliculus Noyau Noyau
Inférieur Inférieur Cochléaire | Cochléaire
Controlatéral | Ipsilatéral | Controlatéral | Ipsilatéral
RIS 0,184 0,084 0,078 0,318
S/B 0,208 0,099 0,030 0,811
AR2/R2cc1 0,022 0,030 0,058 0.0092
B) valeur-p avec exclusion (95%)
Colliculus | Colliculus Noyau Noyau
Inférieur Inférieur | Cochléaire | Cochléaire
Controlatéral | Ipsilatéral | Controlatéral | Ipsilatéral
RIS 0,059 0,013 0,007 0,435
S/B 0,070 0,024 0,002 0,964
AR2/R2ccr 0,024 0,004 0,019 0,031

|:| Résultat non statistiquement significatif

|:| Résultat statistiquement significatif
Tableau 4 : Récapitulatif des valeurs-p obtenues selon 3 méthodes d’analyse (RIS, S/B, AR2/R2ccy) sans exclusion
(A) et avec exclusion (intervalle de confiance a 95%) (B) sur le colliculus inferieur controlatéral (CIC), le

colliculus inférieur ipsilatéral (CII), le noyau cochléaire controlatéral (NCC) et le noyau cochléaire ipsilatéral
(NCI). T-test: p<0.05
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Pour la méthode RIS, la méthode d’exclusion a permis d’obtenir des résultats significatifs pour
le colliculus inférieur ipsilatéral (CII) (0,013) et le noyau cochléaire controlatéral (NCC)
(0,007).

Pour la méthode S/B, sans la méthode d’exclusion des résultats significatifs ont été observés
sur le NCC (0,030), et avec la méthode d’exclusion, on observe des résultats significatifs
¢galement dans le CII (0,024). De plus la valeur-p dans le NCC a diminué avec la méthode
d’exclusion (0,002).

Pour la méthode AR2/R2, sans la méthode d’exclusion des résultats significatifs ont été
observés sur le colliculus inférieur controlatéral (CIC) (0,022), le CII (0,030) et le noyau
cochléaire ipsilatéral (NCI) (0,009), et avec la méthode d’exclusion, on observe des résultats
significatifs dans les 4 ROIs, avec une diminution de la valeur-p dans le CII (0,004) et le NCC
(0,019) et une augmentation dans le NCI (0,031).

En résumé, la méthode d’exclusion individuelle des animaux a permis une augmentation des
résultats significatifs pour les différentes zones auditives (ROIs) avec les trois méthodes
d’analyse.

Cependant, la méthode AR2/R2 a permis d’obtenir des résultats significatifs dans les 4 ROIs
avec la méthode d’exclusion, et des valeurs-p les plus petits pour le ROI CII, ou des résultats
significatifs ont été obtenus avec les trois méthodes d’analyses. Cependant pour le ROI NCC
des résultats significatifs ont été obtenus également pour les 3 méthodes d’analyse, le méthode
S/B s’est avérée obtenir la valeur-p le plus faible.

2.4 Discussion

A ce jour, il existe des controverses dans la littérature concernant la base pathologique des
acouphénes et la méthode analytique la plus adéquat permettant d’identifier la signature
neuronale des acouphénes. Afin d’accélérer le développement de nouvelles thérapies, il est
essentiel de mettre en place des méthodes d’analyse MEMRI plus robustes et standardisées.
Dans le cadre de ces travaux de thése, une technique innovante basée sur les propriétés de
résonance magnétique a été développée, reposant sur les taux de relaxation transverse (R2).

2.4.1 GPIAS vs MEMRI

Lors de nos expérimentations in vivo, nous avons démontré une concordance entre un
pourcentage d’inhibition négatif de détection GAP pour le BBN a J1 chez le groupe TSS et une
absorption de Mn?" significativement plus élevée dans le CI et le NC, a partir d’images
pondérées T1 avec un aimant a haut champ (9,4 Tesla), chez le groupe TSS comparé au groupe
véhicule. Cette complémentarité de résultats entre le test GPIAS et I'imagerie MEMRI a été
mise en évidence lors de précédentes études étudiant les acouphénes sur le petit animal (Holt
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et al. 2010; Jung et al. 2014; Ouyang et al. 2017). Nos résultats et la littérature suggeérent que la
MEMRI peut étre adéquat dans la détection d’une signature neuronale avec un modele
d’acouphene induit par salicylate de sodium. Au cours des dernieres années la GPIAS a été de
plus en plus utilisée, ce test comportemental ne nécessitant pas de phases d’entrainement de
I’animal, & I’inverse des tests comportementaux récompensant sur 1’apprentissage (Guitton et
al. 2003; Lobarinas et al. 2004; Heffner et Koay 2005). Cependant les méthodes GPIAS
utilisées pour analyser et collecter les données différent d’un laboratoire a I’autre, ce qui rend
difficile la comparaison des résultats et la reproductibilité¢ des données (Galazyuk et Hébert
2015).

2.4.2 M¢éthode d’analyse MEMRI
24.2.1 M¢éthode AR2/R2

La méthode AR2/R2, repose sur le taux de relaxation T2, également nommé R2. Le taux de
relaxation transversale (R2) a pour avantage de détecter I’accumulation d’ions paramagnétiques
Mn?* dans les neurones actifs principalement par le biais des canaux calciques voltages-
dépendants (Narita et al. 1990; Carlson et al. 1994; Silva et Bock 2007; Lu et al. 2007; Bedenk
et al. 2018). Dans notre étude, nous nous sommes focalisés sur ’analyse des neurones du
colliculus inférieur (CI) et du noyau cochléaire (NC) appartenant au systéme auditif.

Nous avons mis en évidence une différence significative de résultats entre le groupe TSS et le
groupe véhicule a un seuil de 95%, pour deux combinaisons de AR2/R2 appliquées sur le
colliculus inférieur et deux combinaisons AR2/R2 appliquées sur le noyau cochléaire (tableau
3). Ces résultats statistiquement significatifs démontrent une absorption plus élevée de Mn?*
dans les CI et les NC pour le groupe TSS par rapport au groupe véhicule. Jung et al. ont rapporté
qu’une transmission synaptique excitatrice accrue peut contribuer & une augmentation de
I’accumulation de I’ion Mn?* dans les structures auditives (Jung et al. 2014). De plus, d’aprés
la littérature il semblerait que les acouphénes soient caractérisés par une hyperactivité neuronale
dans les circuits auditifs centraux développés a la suite d’'une diminution de la production
neuronale cochléaire (Yang et al. 2011; Schaette et McAlpine 2011; Schaette et Kempter 2012;
Norefia 2015; Sedley et al. 2016; Marks et al. 2018). Ce qui laisse a penser qu’une augmentation
de I’absorption de Mn?* soit plus spécifique dans les neurones du systéme auditif chez un
animal avec des acouphénes induits par le salicylate par rapport & un animal véhicule. Un
mécanisme probable de cette accumulation de Mn?*, serait que le salicylate influence la
conductance pré- et post-synaptique de plusieurs canaux ioniques en modulant l'activité des
neurotransmetteurs (Lu et al. 2011; Jung et al. 2014).

Normalisation par le cortex cérébral

Lors d’une injection transtympanique (TT), le MnCl, commence a se diffuser du tympan a la
cochlée par I’intermédiaire de la fenétre ronde. Il pénétre ensuite dans les nerfs cochléaires par
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I’endolymphe et la périlymphe, puis se diffuse dans 1’ensemble des structures auditives (Salt et
Plontke 2005; Tang et al. 2017).

Cependant, a ’aide d’une cartographie R2, nous avons pu constater, une absorption de Mn**
¢levée dans plusieurs zones non auditives comme le cortex cérébral, I’hippocampe, et le
cervelet (figure 50). Cette observation confirme les résultats d une précédente étude démontrant
des hypersignaux localisés dans des tissus non auditifs tels que la cavité nasale, 'hypophyse, le
bulbe olfactif, le tractus olfactif, I'hippocampe et le colliculus supérieur chez certains rats, apres
injection de MnCl: réalisée en transtympanique (Tang et al. 2017). Ainsi, il a été proposé que
non seulement le MnClz pénétrait dans les voies auditives, mais également dans d'autres voies
neuronales par le biais des vaisseaux sanguins et des muqueuses des vaisseaux sanguins
(Franklin et al., 2008), pour se redistribuer dans le liquide céphalo-rachidien puis dans le plexus
choroide (Tang, 2017).

Figure 50: Cartographie R2 (palette de couleur rouge-vert-bleu (RVB)) superposée sur des images cérébrales
IRM pondeérées en T1 sur [’ensemble du cerveau. Coupe IRM sélectionnée au niveau des colliculus inférieurs.

Dans le cortex cérébral, une absorption de Mn?* plus accrue du coté ipsilatéral comparé au coté
controlatéral a été observée. Pour rappel, afin de s’affranchir d’une disparité de diffusion de
MnCl; interindividuelle dans le cerveau, spécifique a une injection TT, les résultats obtenus par
la méthode de AR2/R2 ont été normalisés par rapport au R2 du cortex cérébral ipsilatéral ou
controlatéral. Les résultats présentés dans le tableau 3 montrent des résultats statistiquement
significatifs obtenus uniquement avec une normalisation par le cortex cérébral ipsilatéral (CCI).
Il semblerait que le cortex cérébral controlatéral (CCC) ne contienne pas suffisamment de Mn?*
dans ses tissus. Ainsi, le CCI peut étre considéré comme une référence de la quantité moyenne
de Mn?* dans les tissus cérébraux non auditifs.

Résultats AR2/R2

Le tableau 3 représente la significativité statistique des résultats obtenus. Entre les quatre
combinaisons de AR2/R2 statiquement significatives, nous avons observé une valeur-p plus
faible pour la combinaison (CI Ipsilatéral — CC Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral, suivi de la
combinaison (NC Controlatéral — CC Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral, puis (CI Controlatéral — CC
Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral et enfin (NC Ipsilatéral — CC Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral. Chen et al. a
rapporté une hyperactivité bilatérale dans différentes zones auditives suite a une injection
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intrapéritonéale de salicylate de sodium (Chen et al. 2015). Par conséquent, nous partons de
I’hypothéese que cette variation de valeurs-p entre les différentes combinaisons peut étre due a
la diffusion de MnCl, lors d’une injection transtympanique, qui a pour caractéristique de se
propager selon un gradient de diffusion depuis le site d’injection. En effet, Tang et al., a
démontré que le noyau cochléaire présentait une absorption de Mn?" la plus élevée, suivi du
lemnisque latéral, du corps géniculé médial, du colliculus inférieur et du cortex auditif, suite a
une injection transtympanique (Tang et al. 2017). De plus, nous avons observé une absorption
de Mn?* de maniére bilatérale dans le CI et NC avec des valeurs moyennes de AR2/R2 plus
¢levées du coté ipsilatéral pour les deux groupes étudiés (tableau 3), comme rapporté
précédemment (Lee et al. 2007; Lee et al. 2012; Tang et al. 2017).

Nous avons également démontré des résultats statistiquement significatifs du co6té ipsilatéral,
mais également du c6té controlatéral dans le noyau cochléaire pour les deux groupes étudiés.
Ce qui suggere un transport de MnCl> du noyau cochléaire ipsilatéral au noyau controlatéral
cochléaire. Néanmoins, a notre connaissance aucune commissure neuronale entre les deux
noyaux n’est connue a ce jour. De plus faibles valeurs moyennes de AR2/R2 sont constatées du
coté controlatéral par rapport au coté ipsilatéral. Cependant une valeur-p plus faible est
constatée du coté controlatéral par rapport au coté ipsilatéral. Sur la figure 45, nous pouvons
constater dans le NC ipsilatéral (NCI) aprés exclusion, une variabilité des valeurs AR2/R2
nettement plus élevée (SEM : 11,946) pour le groupe TSS par rapport au groupe véhicule
(SEM :3,092). Le NCI est une zone extrémement proche du site d’injection. En prenant en
compte la variation de la quantité de Mn** pénétrant dans le nerf auditif selon chaque animal,
nous supposons que lorsque les neurones des NC ipsilatéraux sont hyperactivités en présence
d’acouphénes, le manganése va pénétrer dans les neurones du nerf auditif préférentiellement,
selon la quantité de MnCl,. Autrement dit, plus la quantité absorbée dans le nerf auditif est
grande et plus la valeur de AR2/R2 en présence d’acouphenes dans le NCI sera élevée.
Phénomene que I’on ne retrouve pas dans le NC controlatéral (NCC) qui peut étre di a 1’effet
de diffusion de Mn?* au sein du systéme auditif.

Dans le colliculus inférieur, des résultats significatifs ont également été trouvés du coté
ipsilatéral et controlatéral, avec des valeurs moyennes de AR2/R2 plus faible obtenues du coté
controlatéral. Nous pouvons supposer que le MnCl, a été transporté par des projections
neuronales auditives de niveau inférieur au CI de maniére bilatérale. En effet, il a été démontré
que le NC posse¢de des projections afférentes vers le complexe olivaire supérieur (COS) de
manicre bilatérale, mais également des projections neuronales directement vers le leminiscus
latéral (LL) et le CI controlatéral. Le COS et le LL possédent des projections afférentes vers le
ClI ipsilatéral et controlatéral (cf partie 1.2.5.2.3.1). De plus, des voies commissurales existent
entre les deux noyaux CI. Une valeur-p plus faible est constatée dans le ClI ipsilatéral par rapport
CI controlatéral. Comme évoqué précédemment, plusieurs études ont montré une absorption de
Mn?* dans les voies auditives plus élevée du coté ipsilatéral comparé au coté controlatéral. (Lee
et al. 2007; Lee et al. 2012; Tang et al. 2017).

D’aprés la figure 44, la différence de la valeur moyenne de AR2/R2 entre les deux groupes est
plus importante du co6té controlatéral comparé au co6té ipsilatéral. De plus, pour le groupe
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véhicule, la variabilité des résultats est nettement plus élevée du coté controlatéral. Ces résultats
nous permettent de supposer, qu’en absence d’hyperactivité neuronale, le manganese se
propage de maniére plus diffuse. Il se pourrait que ce phénomene varie en fonction de la
quantité de Mn?* présente dans les voies auditives, ce qui pourrait expliquer une valeur-p plus
¢levée du coté controlatéral.

En conclusion, il semblerait que les combinaisons (CI Ipsilatéral — CC Ipsilatéral)/CC
Ipsilatéral et (NC Controlatéral — CC Ipsilatéral)/CC Ipsilatéral soit les plus pertinentes dans la
détection des acouphénes, car le colliculus inférieur ipsilatéral et le noyau cochléaire
controlatéral semblent étre les zones auditives les moins impactées par les effets de diffusion
du manganése apres injection TT.

2422 Comparaison des méthodes de détection

De nombreuses études sur les acouphénes précliniques utilisant la MEMRI ont utilisé le
Rapport d’intensité du signal (RIS) et du Signal sur Bruit (S/B) comme méthodes d’analyse
(Holt et al. 2010 ; Lee et al. 2012 ; Jung et al. 2014 ; Grdschel et al. 2016 ; Muca et al. 2018).
Dans cette étude, nous avons également comparé les résultats obtenus grace a ces deux
méthodes MEMRI « standards » avec les résultats trouvés a 1’aide la nouvelle méthode
quantitative AR2/R2cct.

Nous avons obtenu des augmentations significatives d’absorption de 1’ion Mn?" dans chaque
méthode d'analyse. Apres application de la méthode d’exclusion de 95%, des résultats
statistiquement significatifs ont été obtenus dans le CI ipsilatéral (CII) et le NC controlatéral
(NCC) a l’aide des méthodes S/B et RIS (tableau 4), tandis que des résultats statistiquement
significatifs ont été obtenus dans les quatre zones auditives étudi¢es a 1’aide de la nouvelle
méthode AR2/R2c¢cr.

Nous avons également observé une variabilité plus faible et des valeurs statistiquement
significatives plus importantes avec la méthode d'analyse AR2/R2 dans le CII, ce qui n’est pas
le cas dans le NCC, ou les résultats statistiquement les plus significatifs ont ét¢ démontrés avec
la méthode S/B. Cependant, la diffusion interindividuelle de MnCl> propre a une injection TT
a été corrigée dans I'approche AR2/R2 avec la normalisation par le CCI, ce qui n’est pas le cas
avec les méthodes S/B et RIS. De plus, la méthode AR2/R2 repose sur les changements du taux
de relaxation transversale (R2), dont les valeurs sont proportionnelles a la concentration de
MnCl. Tandis que les méthodes S/B et RIS sont basées sur le contraste d’intensité de signal
provenant de la relaxation longitudinale T1.

De plus, les rares ¢tudes MEMRI réalisées sur un modele d’acouphenes induit par le salicylate
de sodium, ont démontré une absorption de Mn?" uniquement dans les noyaux cochléaires (NC).
Holt et al. (2010) a pu démontrer une augmentation de I’ intensité du signal dans la partie dorsale
du NC de maniére bilatérale a la suite d’une injection de chlorure de manganése (MnCl12) (66
mg/kg) intrapéritonéale (Holt et al. 2010). Quant a Jung et son équipe (2014), ils ont observé
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une augmentation de 1’intensité du signal dans la partie ventrale (NCV) et dorsale (NCD) de
manicre ipsilatérale a I’injection MnCl, réalisée en transtympanique.

En comparant les trois méthodes d’analyse MEMRI, utilisées dans cette étude et la littérature,
la méthode de AR2/R2ccr a démontré des résultats statistiquement significatifs dans deux
structures auditives essentielles dans le traitement sonore, le CI et le CN, aussi bien du co6té
ipsilatéral que controlatéral. En effet, cette méthode est basée sur une technique semi-
automatique diminuant les biais humains et réduisant les erreurs humaines potentielles. De plus,
le R2 est proportionnel a la concentration de MnCly, de sorte que la méthode AR2/R2 est plus
sensible a I’accumulation de Mn?* que les deux autres méthodes d’analyse.

2423 Méthode d’exclusion individuelle des animaux

Dans cette étude, une méthode d’exclusion individuelle des animaux a un seuil de 95% a été
développée et appliquée avant les méthodes d’analyse quantitatives. Cette méthode d’exclusion
nous a permis de démontrer une augmentation de la significativité statistique des résultats dans
le CI ipsilatéral (CII) et le NC controlatéral (NCC) pour chaque méthode d’analyse. Dans le CI
controlatéral (CIC), de plus faibles variabilités des résultats ont été obtenus avec les méthodes
S/B et RIS, sans pour autant obtenir des résultats statiquement significatifs. A I’inverse, une
augmentation de la variabilité des résultats a été trouvée dans le NC ipsilatéral (NCI) pour
chaque méthode d’analyse. Ces résultats concordent avec nos observations précédentes (cf
2.4.2.1 Résultats AR2/R2) suggérant que le CII et le NCC soient les deux zones auditives les
moins impactées par 1’effet de diffusion du manganése apres injection TT lors de nos
expérimentations.

Les critéres d’exclusion utilisés dans cette méthode sont basés sur les taux de relaxation (R2)
moyens dans différentes zones non auditives (I’hippocampe ipsilatéral, le tronc cérébral non
auditif, le cervelet et le cortex cérébral (AR2ccr.ccc)). Dans la littérature, il a été montré en
absence de stimulation sonore ou d’acouphénes, une forte augmentation de l'intensité du signal
aprés l'administration de MnCl» dans certaines zones non auditives telles que I'hippocampe et
le cervelet (Yu et al. 2005; Tang et al. 2017). Cependant, il a également ét¢ démontré
I’implication de I’hippocampe dans I’apparition des acouphénes (Cheng et al. 2016; Tae et al.
2018). Ce qui peut supposer un potentiel biais dans les résultats de R2 obtenus avec
I’hippocampe pour le groupe TSS.

2424 Limitations méthodologiques

Tout d’abord, bien qu’une normalisation par le cortex cérébral ipsilatéral (CCI) ai été mise en
place pour palier au probleme de variation de diffusion du MnCl> par injection
transtympanique, des effets de diffusion de 1’agent de contraste sont supposés impactés les
résultats obtenus notamment dans le NC ipsilatéral (NCI). Deuxiémement, les ROIs sont définis
de manic¢re manuelle. Bien que 1’emplacement des ROIs aient été sélectionnés a 1’aide d'un
atlas de cerveau de rat, cela peut créer des problémes dit opérateur-dépendant. C’est-a-dire que
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la délimitation des ROIs peut différer légerement d’une personne a 1’autre. Troisiémement,
comme précédemment évoqué, le MnCl, se diffuse au travers du systéme nerveux grace
notamment aux récepteurs de l'acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA). Or certains
médicaments prometteurs dans le traitement des acouphénes sont des antagonistes NMDA.
Ainsi, ’analyse de I’efficacité de ces médicaments avec la MEMRI pourrait étre biaisée. En
effet, une diminution de I’activité neuronale observée en MEMRI pourrait étre liée au blocage
du passage du manganeése dans les voies neuronales et non pas a I’efficacité du médicament sur
la diminution des acouphénes.
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CHAPITRE 3 : Développement d’une méthode
quantitative de détection de I’ion sodium sur un
mod¢le animal d’acouphénes par >*Na IRM

3.1 Introduction

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) basée sur le noyau d’hydrogeéne est largement
utilisée dans le domaine de la recherche et en clinique. Mais d’autres noyaux naturellement
abondants dans le corps humain tels que le sodium (>*Na), peuvent également étre imagés et
donner des informations fonctionnelles sur I’organisme (Gao et al. 2017). Les premicres
investigations des tissus biologiques par I'IRM du sodium ont commencé au début des années
1980, d’abord lors d’expérimentions in vivo sur ’animal, puis rapidement lors d’études
cérébrales chez ’'Homme. Dés la fin des années 1980, I’>*Na IRM a été utilisée dans la détection
de certaines tumeurs et de tissus ischémiques. Depuis les années 1990, de grandes avancées
technologiques ont été apportées dans le domaine de 1’imagerie comme I’intensité, la stabilité
et la vitesse de commutation des champs magnétiques sur les scanners, 1’amélioration des
équipements ¢électroniques et des bobines de Radiofréquence (RF) qui ont permis le
développement de nouvelles séquences IRM plus rapides. Ces séquences rapides ont permis
d’acquérir des images de la concentration en sodium en quelques minutes avec une résolution
de I’ordre du milliméetre (Madelin et al. 2014).

3.1.1 L’ion sodium dans les tissus biologiques

Le sodium est le deuxieme atome le plus étudié en IRM apres I’atome d’hydrogéne. 11 est un
¢lectrolyte essentiel au bon fonctionnement du corps humain, c’est-a-dire qu’il permet le
passage d’un courant €lectrique lorsque celui-ci se déplace au travers de la membrane cellulaire.
Ainsi, il est impliqué dans la physiologie cellulaire par le maintien du potentiel membranaire
(différence de potentiel €lectrique entre le milieu intracellulaire et extracellulaire) et participe
ainsi a l'activité cardiaque, a la transmission des influx nerveux et aux contractions musculaires
(Madelin et al. 2014; Gao et al. 2017). De plus, il aide a maintenir I’homéostasie grace a
I’osmorégulation (maintien de la pression osmotique constante dans les fluides d'un organisme
grace a la régulation des concentrations en eau et en sel) et a la régulation du pH (Madelin et
al. 2014).
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3.1.1.1 Flux de I’1on sodium dans le milieu cellulaire

3.1.1.1.1 Compartiment intracellulaire et compartiment extracellulaire

A D’échelle membranaire, deux compartiments peuvent étre distingués : le compartiment
intracellulaire et le compartiment extracellulaire. Le compartiment ou milieu intracellulaire, se
compose de I’ensemble des éléments qui constitue une cellule et représente environ 80% du
volume tissulaire. Le compartiment extracellulaire quant a lui représente tout ce qui est a
I’extérieur d’une cellule, il se compose essentiellement d’eau, de protéines et de
polysaccharides (Frantz et al. 2010). I1 comprend 20% du volume tissulaire. Ces deux
compartiments sont séparés par une membrane cellulaire (figure 51).

D’importants échanges ioniques se déroulent entre les deux compartiments, ou une grande
différence de concentration est observée : avec une concentration de 1’ion potassium (K*)
¢levée a l'intérieur de la cellule (~140 mM) et faible a I'extérieur (~5 mM), tandis que la
concentration en sodium (Na®) est faible a l'intérieur de la cellule (~15 mM) et élevée a
l'extérieur (140 mM) (Madelin et al. 2014; Gao et al. 2017; Pivovarov et al. 2018) (figure 51).

Ces échanges ioniques peuvent se faire par I’intermédiaire de plusieurs mécanismes, comme
par exemple (Murphy et Eisner 2009; Madelin et al. 2014) :

e Les canaux Na* voltage dépendants

e Lapompe sodium — potassium (Na'/K*-ATPase).

e Les échangeurs Na*/H", Na*/Ca* et Na*/Mg*

e Les co-transporteurs Na*/CO3 et Na*/K*/2CI

[Na+] = 140 mM

M K*ion [K+] =5 mM
@ Na*ion

%2 Milieu
extracellulaire

DOO00O 000000 u““u ‘
@

Milieu
ATP ATP intracellulaire

+Pi -' (cytoplasme)

Pompe sodium/potassium [Na+] = 15 mM
(Na*/K*-ATPase)

| Canaux voltage-dépendant |

[K+] = 140 mM

Figure 51: Schéma des compartiments intracellulaire et extracellulaire, ainsi que des canaux voltage-
dépendants du sodium, du potassium et la pompe sodium/potassium (Na'/K*-ATPase) (adapté de Pivovarov et
al. 2019).
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3.1.1.1.2 Principe du potentiel d’action

Un potentiel d’action est une séquence rapide de variations de tension a travers une membrane.
La tension membranaire est générée par des échanges d’ions entre les compartiments
intracellulaires et extracellulaires des neurones. Ces flux d’ions sont rendus possibles grace a
des canaux sensibles aux variations du potentiel électrique : des canaux voltage dépendants
s’ouvrent et se ferment selon le potentiel de membrane. Il s’agit des canaux sodiques et
potassiques voltage dépendants (Grider et al. 2020).

Les potentiels d’actions se décomposent en quatre phases (figure 52) :

Le potentiel de repos : les canaux voltage-dépendants sont fermés

La phase de dépolarisation : C’est un événement du tout ou rien qui est initi¢ par
l'ouverture de canaux ioniques sodium dans la membrane plasmique.

La phase de repolarisation : Elle est médiée par l'ouverture des canaux ioniques
potassiques et la fermeture des canaux ioniques sodiques.

Durant I’hyperpolarisation : les canaux sodiques sont fermés et les canaux potassiques
sont toujours ouverts.

Pour rétablir 1'équilibre approprié¢ des ions, la pompe Na'/K*-ATPase induit le mouvement des
ions sodium dans le compartiment extracellulaire et des ions potassium dans le compartiment
intracellulaire.
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Figure 52: Schématisation des différentes étapes d’un potentiel d’action. La ligne en pointillé représente la

tension de seuil. (adapté de Grider et al. 2020).

3.1.1.2 Comportement cellulaire en présence d’acouphénes

suite a une administration de salicylate de sodium

Dans le domaine de ’audition, il s’avére que les canaux voltage dépendants, semblent jouer un
role essentiel dans le mécanisme de I’influx nerveux auditif. En effet, plusieurs études ont
démontré qu’en présence de salicylate de sodium (SS), les canaux sodiques voltage dépendants
¢taient bloqués dans le colliculus inférieur et le cortex auditif (Liu et al. 2007; Namikawa et al.
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2017). Ce qui implique une diminution du courant induit Na®, et ainsi une plus faible
concentration de sodium dans le milieu intracellulaire.

Cependant cette hypothése semble contradictoire a de nombreux essais thérapeutiques
rapportant une diminution des acouphénes chez I’Homme de manieére temporaire par
administration intraveineuse de bloqueurs de canaux sodiques voltage dépendants comme la
lidocaine (Israel et al. 1982; Duckert et Rees 1983; Reyes et al. 2002; Kallio et al. 2008; Huang
et al. 2018). La lidocaine est un anesthésique local et un antiarythmique, qui interrompe
I’initiation et la propagation des potentiels d’actions en bloquant les canaux sodiques voltage
dépendants (Nav) (Hille 1977; Trellakis et al. 2007; Bourdin 2014). Il a ét¢ démontré que les
acoupheénes chroniques et la douleur présentaient des similitudes dans 1’implication possible
des canaux NaV et leur suppression par la lidocaine (Cahana et al. 2004; Trellakis et al. 2007).
Les essais thérapeutiques réalisés avec ce médicament ont montré une disparité de résultats
concernant le pourcentage de réduction des acouphénes chez les patients selon les études, allant
de 25% a 80%. Cette différence de résultats peut s’expliquer par 1’affinité sélective que peuvent
avoir certains isoformes des NaV dans le systéme auditif avec la lidocaine (NaV1.1 a NaV1.9).
De manicre générale, I’affinité de la lidocaine est forte lorsque le canal Nav est ouvert ou
inactivé, et est faible lorsque le canal est au repos (Song et al. 2011; Bourdin 2014). De plus, le
blocage des canaux par la lidocaine est plus rapide et efficace lorsque les canaux sont activés
de fagon répétée. Par conséquent, en situation d”hyperpolarisation pendant de longues périodes,
il a été¢ observé une faible affinit¢ des canaux Nav pour la lidocaine, alors que lors de
dépolarisation répétitive, un blocage de haute affinité a été montré. C’est un phénomeéne connu
sous le nom d’usage-dépendant (Trellakis et al. 2007; Calvin et al. 2011; Bourdin 2014).

L’activité neuronale est également due a des changements de I’excitabilité intrinseéque des
neurones. En d’autres termes, ’activité neuronale est dépendante de la conductance ionique
(facilité ou non des ions a traverser un canal ionique), qui elle-méme est controlée par le niveau
d’expression de génes qui encodent les isoformes des canaux ioniques (Norefia et Farley 2013).
Dans le cas des canaux Nav, neuf isoformes composent ces canaux nommés de Nav1.1 a Nav1.9
(Bourdin 2014). En particulier, ’isoforme Nav1.6 prédominant dans les axones et dans les
nceuds de Ranvier matures semble jouer un role primordial dans de nombreuses maladies
dégénératives, mais également en présence d’acouphénes. En effet, il a été démontré que
I’expression et la distribution de Nav1.6 ont une relation étroite avec les maladies neurologiques
caractérisées par une hyperexcitabilité neuronale (Meisler et al. 2016; Qin et al. 2017). Une
¢tude récente a démontré une forte corrélation entre 1’expression de NaV1.6 dans les neurones
inhibiteurs et excitateurs des noyaux cochléaires et les acouphénes (Yin et al. 2020). Les
résultats de cette étude suggerent que l'expression et la distribution aberrante de Navl.6
pourraient participer a un changement de 1'équilibre inhibition/excitation des neurones et
contribuer par la suite a I'hyperactivité liée aux acoupheénes dans les noyaux cochléaires.
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3.1.2 Propriétes RMN du noyau sodium

Bien que le noyau du sodium soit le deuxieéme noyau le plus étudi¢ en IRM aprées le noyau
d’hydrogene, la sensibilit¢ RMN entre les deux noyaux est trés différente. En effet, la
sensibilit¢t RMN du sodium est nettement inférieure a celle de I’hydrogéne. Ainsi I’IRM du
sodium possede un signal sur bruit (S/B) intrinséquement bas, qui peut aller jusqu’a 20000 fois
inférieur au S/B du proton, et se traduire par une faible résolution spatiale et un temps
d’acquisition long (Madelin et al. 2014; I[anniello et al. 2019).

En mécanique quantique, le noyau sodium est trait¢é comme un spin 3/2, ce qui a pour
conséquence de générer quatre états (niveaux) d’énergie : 3/2, 1/2, -1/2 et -3/2, alors que le
noyau d’hydrogeéne n’en posséde que deux (1/2, -1/2) (figure 53).
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Figure 53: Effet Zeeman dans un systeme spin 3/2. A gauche : En absence de champ magnétique externe, les
niveaux d’énergie sont degenerés. Au milieu : L application d’'un champ magnétique externe conduit (en absence
d’interaction quadripolaire) a une division équidistante des niveaux d’énergie. A droite : Une interaction
quadripolaire supplémentaire conduit a un déplacement des niveaux internes vers une énergie inférieure tandis
que les niveaux externes sont déplacés vers le haut. Le résultat final est une modification des transitions extérieures
(adapté de Gottawald et al. 2016).

Ainsi dans un régime semi-solide tel que les tissus biologiques, cette configuration provoque
un comportement de relaxation bi-exponentiel de la relaxation transversale (T2), avec la
capacité¢ de détecter 60% de l'intensité totale pour la composante courte et 40% pour la
composante T2 longue (Berendsen et Edzes 1973; Qian et al. 2015). Afin de détecter les deux
composantes T2, des techniques d'imagerie avec des temps d'écho ultracourts (UTE) inférieurs
a 0,5 ms sont nécessaires (Madelin et al. 2014).

3.1.3 Application biomédicale de 'IRM du sodium (**Na
IRM)

Nous allons présenter un apergu des expérimentations in vivo déja réalisées de 1’>*Na IRM sur
diverses pathologies cérébrales. Dans cette partie, nous nous focaliserons sur les méthodes de
détection de la concentration de sodium utilisées, les séquences, et le type d’échange sodique
impliqué pour chaque pathologie.
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De nombreuses études ont été effectuées sur le cerveau depuis les années quatre-vingt, dans un
premier temps pour montrer la faisabilité de I'1RM quantitative du sodium cérébral, puis pour
¢évaluer sa possible utilisation dans 1’évaluation de maladies telles que les tumeurs, les accidents
vasculaires cérébraux, la sclérose en plaques (SEP), la maladie d'Alzheimer (MA) ou la maladie
de Huntington (HD). L’objectif de ’>Na IRM est de détecter les variations d'intégrité et de
viabilité cellulaires par des changements de la concentration intracellulaire de sodium et/ou du
volume extracellulaire dus a ces pathologies (Hilal et al. 1985; Boada et al. 2005; Ouwerkerk
2011; Madelin et al. 2014).

3.1.3.1 Mesure de la concentration de sodium dans les tissus
biologiques

Pour évaluer le dysfonctionnement de tissus biologiques, la majorité des études *Na IRM
mesurent la concentration tissulaire de sodium (CTS) et la fraction volumique cellulaire (FVC)
(Madelin et al. 2014). Les concentrations tissulaires totales de sodium (CTS) sont définies
comme ¢étant la moyenne pondérée en volume des compartiments de sodium intracellulaire
(normal : 10-15 mmol/l) et extracellulaire (normal : 140-150 mmol/l) (Huhn et al. 2019), décrit
par I’équation suivante :

CTS = FVC % [Nal;,, + (1 = FVC) X [Nal,, 9)

Ou [Nalin est la concentration sodique dans le compartiment intracellulaire et [Na]ex est la
concentration sodique dans le compartiment extracellulaire.

Le CTS reflete 'homéostasie des ions sodium. Si une cellule perd sa capacité a maintenir un
gradient d'ions sodium a travers sa membrane cellulaire, elle cesse d'étre viable (Thulborn et al.
2009).

Pour permettre la différenciation des compartiments intracellulaire et extracellulaire, deux
types de séquence IRM sont généralement utilisés : Les séquences d’inversion-récupération
(IR) et les séquences d’impulsion par filtrage triple quantique (FTQ).

Une séquence IR est une séquence d’écho de spin (SE) précédée d’une impulsion d’inversion
de 180°. Cependant ce type de séquence permet le calcul des concentrations intracellulaires et
extracellulaires de maniére indirecte. De plus, les temps de relaxation dans les structures
pathologiques sont inconnus et des temps de relaxation modifiés peuvent affecter la
quantification (Huhn et al. 2019).

Une séquence FTQ est basée sur la relaxation T2 et permet de séparer différents signaux des
ions sodium du fait de leur mobilité restreinte et variable entre les deux compartiments
(Matthies et al. 2010; Fleysher et al. 2013; Worthoff et al. 2019). Cependant, ces types de
séquence IR et FTQ sont sensibles aux artefacts dus a une inhomogénéité du champ, un faible
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S/B ou des temps d'acquisition longs. De plus, le calcul des concentrations sodiques
intracellulaires et extracellulaires est indirect tout comme les séquences IR (Gast et al. 2018).

Dans notre étude exploratoire par IRM du sodium, nous nous sommes restreints a utiliser des
séquences rapides en écho de gradients afin d’estimer la CTS des zones auditives d'un mod¢le
d'acoupheénes chez le rat.

3.1.3.2 Expérimentations in vivo

Les expérimentations cérébrales basées sur I’>*Na IRM sont en majorité des études cliniques
focalisées sur les accidents vasculaires cérébraux (AVC), certaines tumeurs, et des maladies
neurodégénératives telles que la sclérose en plaques (SEP), la maladie d’Alzheimer et la
maladie de Huntington.

3.1.3.2.1 Accident vasculaire cérébral (AVC)

L’accident vasculaire cérébral correspond a une obstruction ou une rupture d’un vaisseau
sanguin dans le cerveau. On distingue deux types d’AVC : I’AVC hémorragique qui représente
20% des cas et I’AVC ischémique qui correspond a 80% des cas.

Lors d’AVC aigus, plusieurs études ont démontré une CTS tres élevée dans les zones affectées
(valeur CTS dans une structure cérébrale affectée jusqu’a 50% au-dessus de la valeur CTS dans
une zone cérébrale homologue de I’hémisphére controlatéral), qui serait due a un
dysfonctionnement prolongé de la pompe Na +/K + ATPase. De plus, il semblerait qu’au cours
d’une ischémie, le déplacement des ions sodium dans le compartiment intracellulaire
accompagné d'un efflux d'ions potassium déclencherait des processus en cascade conduisant
éventuellement a 'apoptose (Yu 2003; Tsang et al. 2011; Madelin et al. 2014; Huhn et al. 2019).

3.1.3.2.2 Tumeurs

Les tumeurs cérébrales primaires telles que les gliomes sont des tumeurs qui prennent naissance
dans le parenchyme cérébral et se décomposent en trois catégories : les astrocytomes, les
épendymomes et les oligodendrogliomes. Ces tumeurs peuvent étre classées selon une échelle
de malignité appelée grade. Dans ces tissus, une division cellulaire non régulée conduisant a
une prolifération cellulaire exagérée, semble étre initiée par des modifications de la cinétique
d'échange Na'/H", induisant des modifications de pH dans les compartiments intracellulaire et
extracellulaire. Ce mécanisme peut également étre associé a une activité réduite de la pompe
Na'/K*-ATPase impliquant une augmentation de la concentration intracellulaire de sodium
(Madelin et al. 2014).

Une premiére étude basée sur 1’*Na IRM a été menée par Ouwerkerk et coll. sur des patients

atteints de gliomes en 2003. Les auteurs ont identifié¢ des différences significatives de CTS au
niveau des tissus tumoraux et des tissus environnants par rapport aux tissus controlatéraux des
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tissus tumoraux, dans la matic¢re grise, dans la mati¢re blanche et dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR). Ces travaux montrent que I'RM sodique peut étre utilisée pour quantifier la
CTS chez les patients atteints de tumeurs cérébrales et démontrent une concentration de sodium
accrue de 50 a 60% dans les tumeurs par rapport a celle des régions cérébrales normales
(Ouwerkerk et al. 2003).

Une autre étude a démontré une augmentation de CTS chez 15 patients atteints de gliomes de
différents grades. L’utilisation de I'imagerie IR dans cette étude a permis une différenciation
supplémentaire de ces Iésions en supprimant le signal du LCR et des cedémes. De plus, tous les
glioblastomes (grade I'V) ont démontré des intensités de signal IR sodique plus élevées que les
tumeurs de grade I a III. Cette étude montre qu'une combinaison d'IRM sodique avec et sans
pondération de relaxation T1 par IR peut révéler d'importantes caractéristiques physiologiques
des tissus et aider a caractériser et a classer les tumeurs (Nagel et al. 2011).

3.1.3.2.3 Maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives sont des pathologies chroniques progressives qui touchent le
systeme nerveux central. Ce sont des maladies incurables et invalidantes qui entrainent la
dégénérescence progressive et la mort des neurones. Ici, nous allons nous attarder sur les
recherches cliniques de I’IRM du sodium concernant la sclérose en plaques, la maladie de
Huntington et la maladie d'Alzheimer.

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie neurologique inflammatoire qui se caractérise par
une focale et une diffusion dans les mati¢res blanche et grise. Ce mécanisme est caus¢ par une
démyélinisation des axones et par des 1ésions et pertes neuro-axonales. Les canaux sodiques
semblent jouer un réle dans cette dégénérescence neuronale en entrainant une action inverse
des échangeurs Na/Ca?*, provoquant une surcharge en calcium dans le compartiment
intracellulaire des axonales et donc induisant une dégénérescence axonale (Madelin et al. 2014).

En 2010, Inglese et ses collegues démontraient pour la premicre fois une augmentation de CTS
d’environ 31% des tissus 1ésés par rapport a des tissus non-lésés de la matiere blanche chez des
patients atteints de sclérose en plaques (Inglese et al. 2010). Ces résultats sont en accord avec
d’autres études effectuées quelques années plus tard (Zaaraoui et al. 2012; Paling et al. 2013;
Maarouf et al. 2014; Eisele et al. 2019). La concentration moyenne sodique dans les tissus-1ésés
¢tait de 35,3 mM, nettement supérieure aux valeurs des tissus non-lésés dans la matiére blanche,
qui étaient aux alentours de 26 mM.

Une autre étude a comparé des patients atteints de SEP précoce (< 5 ans), des patients atteints
de SEP avancés (>5 ans) et des patients sains (Zaaraoui et al. 2012). Les auteurs ont analysé la
CTS dans trois compartiments différents : dans les tissus 1ésés, dans la maticre grise et dans
les tissus non-1¢sés de la matiére blanche. La CTS a été augmentée a l'intérieur des tissus 1€sés
démyélinisés dans le groupe SEP précoce de 14,5% et dans le groupe SEP avancé de 22% par
rapport aux tissus de la matiére blanche chez les patients sains. Uniquement chez les patients
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atteints de SEP avancée, une augmentation de la CTS d’environ 11% a été observée dans la
matiere blanche non-lésée, ainsi qu’une augmentation de 14% dans la matiere grise. De plus,
une augmentation de CTS au sein du tronc cérébral, du cervelet et du cortex temporal a été
décelée chez les patients atteints de SEP précoces, alors que chez les patients avancés des
augmentations sur ’ensemble du cerveau ont été observées. D’aprés les auteurs 1’>*Na IRM
peut étre d’une grande aide dans la surveillance de nouvelles 1ésions tissulaires.

Une étude préliminaire a montré que les patients atteints de la maladie de Huntington (n=13)
présentaient également une augmentation du CTS d’environ 10% dans le cerveau entier par
rapport aux témoins sains (n=13). Le noyau caud¢ présentait la CTS la plus élevée qui était en
corrélation avec l'atrophie de la maticre grise (Reetz et al. 2012). Une autre étude préliminaire
sur la maladie d'Alzheimer (n = 5) a démontré une augmentation de 7,5% de la CTS cérébrale.
Les auteurs ont également montré une corrélation inverse entre cette augmentation de la CTS
et le volume de I’hippocampe (Mellon et al. 2009). Cependant, pour ces deux études
préliminaires aucune explication satisfaisante de ces augmentations de CTS n'a pu étre proposée
en raison des données limitées, de la faible résolution et du manque de différenciation entre la
teneur en sodium intracellulaire et extracellulaire.

3.1.4 Conclusion

Malgré une faible résolution spatiale, et des temps d’acquisition longs, I’**Na IRM permet
d’obtenir des informations physiologiques complémentaires a I’'H IRM, en atteste les
nombreuses €études pilotes prometteuses qui ont déja été réalisées (Madelin et al. 2014). De
plus, une potentielle implication de 1’ion sodium dans le développement des acouphénes est
décrite dans la littérature. Ainsi, a notre connaissance, notre étude est la premicre a tenter
d’analyser les changements de concentration de sodium dans le cerveau en présence
d’acouphenes.

3.2 Matériels et Méthodes

L’objectif de cette étude est de développer un protocole expérimental permettant de mettre en
¢vidence la présence d’acoupheénes par la technique d’IRM du sodium sur un modele
d’acouphenes induit par le salicylate de sodium. Cette technique a pour avantage d’étre une
méthode d’imagerie transposable chez ’Homme contrairement a la méthode MEMRI (Chapitre
2). Dans un premier temps, nous avons mis en place un protocole de validation in vitro de notre
antenne sodium. Puis nous avons réalisé¢ des expérimentations in vivo chez le rat sur un modele
d’acouphénes induit par salicylate de sodium.

3.2.1 Validation de I’antenne sodium In vitro

Une antenne dédiée au noyau de sodium a été développée pour I’utilisation d’un canal
d’émission/réception spécifique a 106 MHz (9,4T Agilent) (les caractéristiques de cette antenne
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sont décrites dans la partie A.3.5 de I’annexe), afin de réaliser les études de quantification. Cette
quantification a eu pour but de déterminer les parametres IRM optimaux pour une séquence
rapide en écho de gradient (GEMS) a I’aide d’échantillons (fantdmes) de concentration en
sodium distinctes.

3.2.1.1 Elaboration d’échantillon sodium (fantémes)

Des fantomes (flacons en plastique d’un volume 1 ml) comprenant différentes concentrations
de NaCl 0,9% et 1% d’agar-agar ont été réalisés. L’agar-agar a été choisie comme substance
gélifiante afin d’imiter les tissus biologiques. De plus, les concentrations choisies
correspondent a un panel de concentration en sodium que I’on retrouve dans les tissus cérébraux
(20, 50, 100, 154 mM) (Madelin et al. 2014) (figure 54).

Figure 54: fantomes utilisés lors de la quantification in vitro de l'antenne dédiée au noyau sodium

3.2.1.2 Optimisation des parametres IRM avec une séquence
GEMS

L’optimisation des parameétres IRM a été effectuée avec une séquence GEMS (le principe de
cette séquence est décrit partie A.1.7.3) et permet d’obtenir des informations sur le noyau
sodium. Cet ion a pour caractéristique d’avoir une relaxation transverse trés rapide. En effet,
une composante T2 court (entre 0,5 et Sms) contribue généralement a 60% du signal total
(Madelin et al. 2014; Riemer et al. 2014; Qian et al. 2015; Milani et al. 2019). Afin de détecter
cette composante T2, il est indispensable d’utiliser une séquence avec un temps d’écho (TE)
adapté (inférieur a Sms), ce qui est rendu possible avec une séquence GEMS.

Une quantification du signal »*Na IRM a été réalisée sur la base de notre séquence 2*Na IRM a
I’aide de différents fantdmes et comparé a leur concentration respective. La méthode de
quantification utilisée est décrite par la figure 55. Elle a permis de déterminer les parametres
optimaux (TR, TE, angle de bascule, épaisseur de coupe, etc.) pour une s€équence GEMS (voir
tableau 5).
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Figure 55: Méthode de quantification du sodium : A) Sélection des ROIs sur le bruit de fond (5) (servant de
référence pour une concentration de sodium de 0 mM) et sur les fantomes de 20(1), 50(2), 100(3), 154 mM(4). B)
L’intensité moyenne du signal est calculée pour chaque ROI Puis une normalisation par [’intensité moyenne du
bruit de fond est effectuce sur les différents fantomes, et tracée en fonction de leurs concentrations connues de
sodium. Lorsqu’une relation linéaire est obtenue entre les deux variables du graphique, la quantification du
sodium est optimale, ainsi que les paramétres IRM utilisés lors de I’acquisition de l'image (4).

0

[Na*] en Mn
Moyenne d’intensité du signal RMN

PARAMETRES IRM DONNEES
Champ de vision (FOV: Field of View) 70 x 35 mm
Taille de la matrice 128 x 64 avec un zero filling
Orientation des coupes Axial
Epaisseur de coupe 5 mm
Espace entre les coupes 0 mm
Temps de Répétition (TR) 6,89 ms
Temps d’Echo (TE) 3,46 ms
Angle de bascule 90°
Nombre de moyenne 2048
Nombre de coupes 1
Nombre d’Echo (NE) 1
Temps d’acquisition 15 min

Tableau 5: Paramétres IRM optimaux pour une séquence GEMS adapté a un imageur RMN 9,4T

3.2.2 Expérimentations in vivo realisées chez le rat sur
modele  d’acouphenes  induit  par  solution
médicamenteuse (salicylate de sodium)

Une fois les paramétres IRM optimaux déterminés, des expérimentations in vivo sur le rat ont
été réalisées.

3221 Animaux

6 rats males, de souches Long Evans (250 £ 25g) et agés de 8 semaines ont été utilisés (Janvier
Labs). Avant de commencer I'étude, les rats ont été acclimatés pendant 7 jours, maintenus a 22
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+ 6 ° C et soumis a un cycle standard lumiére / obscurité dans I’animalerie du CECEMA (Centre
d’Elevage et de Conditionnement Expérimental des Modéles Animaux, Université de
Montpellier, France).

3222 Protocole Expérimental

Deux séries d’acquisition Proton/Sodium ont été réalisées sur chaque rat. La premiére série
d’acquisition a servi de référence, c’est-a-dire que les rats n’avaient pas d’acouphénes. A la fin
de cette premicre série d’images, une injection de salicylate (300 mg/kg) a été réalisée. Puis
deux heures apres I’injection médicamenteuse une deuxiéme série d’acquisition a été effectuée
(figure 56). Un délai de deux heures a été choisi entre I’injection médicamenteuse et cette
deuxiéme série d’acquisition, en accord avec de nombreuses études démontrant 1’apparition
d’un pic de I’effet des acouphénes deux heures apres I’injection d’une dose de salicylate de
sodium (Guitton et al. 2003; Yang et al. 2007; Stolzberg et al. 2011; Sheppard et al. 2014).

Acquisition IRM Proton / Sodium Acquisition IRM Proton / Sodium
(Référence) (Présence d’acouphénes)

INJECTION
INTRAPERITONEALE (IP)
Salicylate de Sodium (300 mg/kg)

He2

Figure 56: Schéma du protocole expérimental in vivo utilisé

3223 Administration médicamenteuse (préparation du
salicylate de sodium)

Une solution de salicylate de sodium de 300 mg/kg dans de 1’eau PPI a été préparée (C7HsNaOs,
Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). Ainsi, la masse de la poudre de salicylate de sodium a
été calculée en fonction du poids de chaque animal (300 mg de salicylate de sodium équivaut a
1 kg de masse corporelle). Puis, cette poudre a été dissoute dans une solution de NaCl (0,9%)
(1,7ml pour 1 kg de masse corporelle).

Les rats véhicules ont regu une solution de NaCl (0,9%) (1,7ml pour 1 kg de masse corporelle).

La dose de salicylate de sodium de 300 mg/kg a été choisie selon des résultats préliminaires
réalisés au sein du laboratoire CILcare et en accord avec la littérature (Turner et Parrish 2008).
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3224 Réalisation des acquisitions

Les acquisitions IRM du noyau d’hydrogéne et les acquisitions du noyau de sodium ont été
réalisées a I’aide de deux antennes RMN distinctes. Toutes les images ont été acquises en coupe
axiale sur un appareil 9.4 Tesla (Agilent Varian 9.4/ 160 / ASR, Santa Clara, Californie, USA)
équipé d'un MAGNEX TS1276D, associé a un systéme d'acquisition d'imagerie (Agilent , Palo
Alto, Californie, Etats—Unis).

L’antenne dédiée au noyau d’hydrogene est une bobine de type cage d’oiseau « birdcage » en
quadrature 400 MHz. Les acquisitions '"H IRM ont été obtenues a 1’aide d’un protocole de
séquence multi coupe écho de spin pondérée T1 (MEMS, Multiple Echo Multi Slices) en
utilisant les paramétres suivants :

PARAMETRES IRM DONNEES
Champ de vision (FOV : Field of View) 70 x 35 mm

Taille de la matrice

512 x 256 avec un zero filling

Orientation des coupes

Axial

Epaisseur de coupe 1 mm
Espace entre les coupes 0 mm
Temps de Répétition (TR) 500 mm
Temps d’Echo (TE) 12,63 ms
Nombre de moyenne 8
Nombre de coupes 12
Nombre d’Echo (NE) 3

Temps d’acquisition 17 min

Tableau 6: Paramétres IRM pour une séquence MEMS adapté a un imageur RMN 9,4T

L’antenne dédiée au noyau du sodium est une bobine de type saddle coil cérébrale 105MHz
(BNIF, France). Les acquisitions sodium ont été obtenues a 1’aide d’un protocole de séquence
multi coupe écho de gradient pondérée T2 (GEMS, Gradient Echo Multi Slices) dont les
parametres sont décrits dans le tableau 5.

Lors de la préparation de chaque animal, un berceau chauffant équipé d'une téte et d'un porte-
dent a été utilisé permettant de maintenir 1’animal dans une position stable. La téte de rat a été
positionnée au centre de I'aimant IRM dans une antenne dédiée fixée au berceau. Une fois la
série d’acquisition proton réalisée (12 coupes axiales), I’animal est maintenu a I’intérieur de
I’aimant, et I’expérimentateur procede a un changement d’antenne, permettant d’acquérir la
coupe sodium. A 1’aide des images proton, le positionnement de la coupe sodium selon la
direction z est déterminé au niveau du systéme auditif (des noyaux cochléaires aux colliculus
inférieurs). Des tubes en plastique remplis de NaCl (0,9%) ont été placés sous le ventre et sur
la téte de I’animal, afin de pouvoir réaliser par la suite un recalage d’image.
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12 coupes MEMS (1mm) s'\"\o(\
Figure 57: Positionnement de l'image **Na IRM au niveau du systéme auditif par rapport aux images 'H IRM

Au cours des acquisitions IRM, les rats ont été anesthésiés (2% d'isoflurane, litre/minute d’02),
en utilisant un équipement d'anesthésie compatible avec la résonance magnétique
(amagnétique) et un systéme de support animal (Minerve Siemens A.G., Erlangen,
Allemagne)/RS2D (Haguenau, France). La respiration et la température corporelle sont
monitorées en continu a l'aide du systeme de surveillance et de déclenchement pour petits
animaux (modele 1025, SA Instruments, Inc., New York, Etats—Unis). La respiration est
maintenue autour de 40 respirations/minute en ajustant le niveau d'isoflurane et le débit
d'oxygene.

3.2.3 Mise en place d’une methode d’analyse des données
IRM

3.2.3.1 Méthode de recalage des images 'H/**Na

Comme précédemment évoqué, nous avons fait le choix d’utiliser deux antennes distinctes ('H
et 2’Na). En effet, une antenne double accord '"H/*?*Na est complexe a développer. De plus, le
couplage de deux bobines affecte la fréquence de résonance et dégrade le signal sur bruit,
pouvant limiter la transmission RF (Wiggins et al. 2016). Néanmoins, la manipulation de deux
antennes distinctes lors des expérimentations peut créer des décalages entre une image MEMS
('H IRM) et une image GEMS (**Na IRM) pour un méme rat. Par conséquent, un recalage
d’image a été effectué entre une image >*Na IRM et une image 'H IRM pour chaque rat, et pour
chaque type d’expérimentation (Baseline, aprés injection SS).

Les principales étapes de la méthode de recalage que nous proposons sont présentées a 1’aide
de la figure 59 et décrites ci-dessous :
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1) Redimensionnement des images 2*Na IRM et 'H IRM

Les images 2Na IRM et 'H IRM sont redimensionnées a une taille matricielle de 520x1024.

2) Lissage de I’image GEMS

L’analyse des images basse résolution obtenue par »Na IRM est effectuée aprés un
redimensionnement aux images '"H IRM et un lissage a 1’aide d’une érosion et d’un filtrage
gaussien.

3) Recalage de I’image »*Na IRM en fonction de I’image 'H IRM & partir des
coordonnées des tubes de sodium

Les tubes de sodium observés sur les images 2*Na IRM et 'H IRM nous ont permis de réaliser
le recalage d’images, par le biais d’une transformation rigide : une translation et rotation de
I’image.

Une translation peut étre interprétée comme ’ajout d’un vecteur constant pour chaque point
d’une image ou d’une figure, c’est-a-dire qu’il s’agit d’un déplacement d’un point ou d’un
ensemble de points d’une position d’origine vers une nouveau positionnement.

T

|

Figure 58: llustration d’une translation d’image

o Détection automatique des tubes de sodium sur les deux images

Dans un premier temps, les contours des tubes de sodium ont été détectés automatiquement sur
les deux images a I’aide d’une transformation de Hough. Une transformation de Hough est une
technique de reconnaissance de formes, qui permet de détecter des objets bien précis dans une
image. Dans notre cas, lorsque cette transformation détecte un cercle, celui-ci est caractérisé
par un point de coordonnées (X,y) correspondant au centre du cercle et par son rayon ().

o Trie des coordonnées du centre des tubes de sodium
Pour chaque image, les coordonnées du centre des cercles sont triées dans I’ordre croissant
selon les coordonnées x. Ainsi, les coordonnées du tube de sodium avec la plus petite valeur x

pour I'image 'H IRM (x2,y2) et pour I’image »Na IRM (x1,y1) sont sélectionnées et
correspondent au méme tube de sodium.
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e Calcul du vecteur de translation entre une image 'H IRM et une image *>Na
IRM

La différence entre les coordonnées (x1,y1) et (x2,y2) représente le vecteur de translation (f3) et
est calculée a 1’aide des équitations suivantes :

Px = X2 — X1
(10)
,By =Y2—"0N

4) Application du vecteur de translation sur I’image ?*Na IRM
Une rotation de I’image *Na IRM peut étre ajoutée si nécessaire.

Enfin, une cartographie RVB (Rouge, Vert, Bleu) des tubes de sodium de I’image »*Na IRM a
été appliquée sur I’image 'H IRM afin de vérifier le recalage d’image.
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Acquisition des images 'H IRM et 23Na IRM

|

Redimensionnement des images

|

Lissage de 'image 23Na IRM

l

Translation de I'image 23Na IRM en fonction de I'image 'H IRM
a partir des coordonnées des tubes de sodium

Détection automatique des tubes Détection automatique des tubes
de sodium sur image MEMS de sodium sur image GEMS

v

Recalage d'images: application d’'une colormap RVB des
tubes de sodium de I'image 23Na IRM sur I'image 'H IRM

Figure 59: Principales étapes de la méthode de recalage d’images **Na IRM et ' H IRM
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3232 M¢éthode d’analyse des données sodium

3.2.3.2.1 Réalisation des ROIs

Dans un premier temps, des ROIs ont été définis sur une coupe 'H IRM contenant les colliculus
inférieurs a I’aide d’un programme développé sous I’environnement Matlab. Ces différents
ROIs ont été réalisés sur I’ensemble des contours du cerveau, sur les colliculus inférieurs droite
et gauche, le cortex cérébral droit et gauche (figure 60).

Cortex Cérébral Cortex Cérébral
Drmt

o

Colliculus Colliculus
Inférieur Inférieur
Droit Gauche

Figure 60: Image cérébrale IRM (coupe coronale), sequence MEMS pondéree Tl réalisée avec imageur 9.4 T
(400 MHz). Les fleches pointent vers les régions d’intérét suivantes (ROIs): cortex cérébraux droit et gauche,
les colliculus inférieurs droite et gauche.

Par la suite, chaque ROI a ét¢ appliqué sur I’image GEMS.

32322 Visualisation d’histogrammes

Une fois les ROIs appliqués sur 'image 2*Na IRM, la distribution de I’intensité du signal
sodique dans chaque ROI a été analysée a 1’aide d’histogrammes (figure 61).

Distribution de I'intensité du signal concernant
Iensemble des contours du cerveau

120

100

80

60 -

Nombre de voxels

20

0 1000 2000 3000 4000 5000
Valeurs des valeurs (U.A)

Figure 61: Exemple d’histogramme
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3.2.3.23 Normalisation de la distribution de I’intensité du signal des
ROIs par un tube de sodium

Pour une méme structure anatomique, les contours d’un ROI sur une image 'H IRM
« baseline » avant injection de SS et une image 'H IRM aprés injection de SS peuvent étre
différents. Ainsi, afin de s’affranchir de cette contrainte, pour chaque histogramme I’intégrale
sous la courbe a été calculée et normalisée par la surface du ROI (moyenne des valeurs de I’axe
des ordonnées, X(y)).

C fod
P((0; 0] = %

(11)
La distribution des valeurs de chaque histogramme a été normalisée par la valeur moyenne d’un
tube de sodium (précédemment évoqué pour le recalage d’image) et multipliée par 154,
correspondant a la concentration moyenne de sodium (mM) des tubes. La distribution des
valeurs pour un méme ROI entre I’image »*Na IRM « baseline » et I’image *Na IRM aprés
injection de SS sont visualisées sur un méme graphique.

Distribution de la concentration de sodium sur 'ensemble
des contours du cerveau en baseline et 2h aprés une
injection de salicylate de sodium

# Baseline
+ 2h aprés une injection de SS
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Figure 62: Exemple de graphique

o

La derniére étape consiste a calculer un pourcentage d’augmentation ou de diminution entre les
deux images *Na IRM pour chaque ROL.

Afin d’obtenir un indicateur, nous suggérons de suivre le pourcentage moyen d’augmentation
ou de diminution de la quantité de Na dans chaque ROL.
Xs— X

MS = —— x 100 (12)
XB

Ou xp est la valeur moyenne de la distribution de la concentration en sodium avant injection de
SS « Baseline » et x est la valeur moyenne de la distribution de la concentration en sodium 2h
apres injection de SS.
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3.3 Résultats et Discussion

Dans cette ¢tude, nous nous sommes intéressés a I’impact du salicylate de sodium provoquant
des acouphénes et pouvant se traduire par la modification de la répartition du flux d’ions
sodique au sein des tissus biologiques. Nous avons étudié différentes régions d’intérét incluant
I’ensemble des contours du cerveau sur la coupe 'H IRM sélectionnée, les colliculus inférieurs,
ainsi que les cortex cérébraux.

Dans les tissus biologiques, le noyau *Na montre une décroissance bi-exponentielle de la
relaxation transversale (T2) avec une composante courte et une composante longue. D’apres
Ridley et al. (2018), une aimantation estimée a partir de la fraction du signal associée a la
composante T2* longue peut étre une bonne approximation de la concentration en sodium du
milieu extracellulaire, et la composante T2* courte une bonne approximation de la
concentration sodique du milieu intracellulaire (Ridley et al. 2018). D’apres la littérature, ces
T2* sont estimés entre 0,5 et 5 ms pour la composante courte et de 15 & 30 ms pour la
composante longue.

En partant de ces hypothéses et du TE de 3,46 ms utilisé lors de nos acquisitions 2*Na IRM,
nous avons déterminé la pondération T2* de I’intensité du signal totale correspondant au milieu
intracellulaire (Na inta) et au milieu extracellulaire (Na exira) @ 1’aide de I'expression suivante du
retour a I’équilibre de 1’aimantation :

15
Mxy(t) = MOe Ty

3,46

Mjicgtra — M(i)ntra e 3 = M(i)ntra x 0,32 (13)

3,46
Mggtra — ngtrae 20 — ngtra X 0,84

Nos estimations montrent que I’intensité du signal détectée lors de nos expérimentations 2*Na
IRM correspond a environ 32% du sodium contenu dans le milieu intracellulaire et a 84% du
sodium contenu dans le milieu extracellulaire. Ainsi, nous pouvons supposer que le signal
détecté lors de notre séquence en écho de gradient 2*Na IRM est majoritairement représentatif
de la quantité de I’ion sodium dans le milieu extracellulaire.

En effet d’un point de vue physiologique, la concentration sodique totale (CTS) refléte la
moyenne pondérée en volume des compartiments intracellulaire ([Na]uwms = 10-15 mmol/l) et
extracellulaire ([Na].ma = 140-150 mmol/l). La différence de concentration de Na entre les deux
compartiments est de I’ordre d’un facteur 10. Dans les tissus biologiques normaux, la CTS est
déterminée au environ de 42 mM (Christensen et al. 1996; Huhn et al. 2019), ou le milieu
intracellulaire représente environ 80% du volume tissulaire contre 20% pour le milieu
extracellulaire (Madelin et al. 2014; Huhn et al. 2019). (figure 63_A). Lors du développement
de pathologies cérébrales, une augmentation du volume fractionnel dans le milieu
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extracellulaire peut apparaitre causée par des modifications de 1’état métabolique des tissus et
de I’intégrité des membranes cellulaires (Ridley et al. 2018). La CTS est alors augmentée par
rapport a la CTS dans les tissus normaux tout en conservant les concentrations sodiques propres
aux deux compartiments (figure 63 B).

A) Tissus Normaux B) Tissus Pathologiques

Milieu intracellulaire ! Milieu extracelulaire Milieu intracellulaire | Milieu extracelulaire

Concentrationen| 1yt 10.15mM | [Na] = 140-150 mM Concentrationen| 1yt 10-15mM | [Na] = 140-150 mM
sodium sodium
Eaction FV=0.8 FV=0.2 Fraction FV=0.6 FV=04
volumique volumique
T2 intra < T2 extra T2 intra < T2 extra

Concentration
sodique totale

Concentration

sodique-totale CST=0.8x15mM + 0.2 x 150 mM

CST=0.6x15mM + 0.4 x 150 mM

Figure 63: Modeles schématiques des compartiments intracellulaire et extracellulaire A) dans les tissus normaux
et B) dans les tissus pathologiques (Thulborn et al. 1999).

Afin d’analyser le comportement du flux d’ions sodique dans le milieu extracellulaire avant et
aprés une injection de salicylate de sodium, nous avons estimé un pourcentage
d’augmentation/de diminution par le Marqueur Sodique (MS). Le MS a été calculé sur les
différents ROIs délimités de maniere individuelle sur chaque rat. Le tableau 7 A présente un
récapitulatif des signes positifs ou négatifs de MS dans les ROIs, obtenus sur 5 rats. Le tableau
7 B présente quant a lui les valeurs des MS sur les mémes ROIs et pour les mémes rats que
pour le tableau 7_A.

A)
ROI (Region of Interest) Animag
N°1 N°2 N°3 N°4 N°5
Colliculus Inférieur droit + + - + +
Colliculus Inférieur
gauche * : i * -
Cortex cérébral droit + + + + +
Cortex cérébral gauche + Z = + +
Cerveau en entier + + = + +
B)
ROI (Region of Interest) AnimEU
N°1 N°2 N°3 N°4 N°5
colliculus Inférieur droit | 32,8 14,3 -6,6 1,8 64,8
colliculus Inférieur gauche| 38,3 -8,6 -18 66,5 | -29,7
cortex cérébral droit 10,4 73,4 | 40,2 53,1 19,8
cortex cérébral gauche 24,7 | -20,8 | -12,4 9.1 321
cerveau en entier 130 | 17,5 | 4,7 10,8 8,8

Tableau 7: Récapitulatif des données PBM. A) signes positifs et négatifs B) valeurs numériques
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Dans un premier temps, dans le colliculus inférieur (CI), nous avons constaté une augmentation
(MS +) pour I’ensemble des rats étudiés excepté pour le rat N°3 dans le CI droit. A I’inverse
dans le CI gauche, un ratio de 3/5 rats présente un pourcentage de diminution (PBM -). De plus,
de fortes différences de MS (AMS) entre les deux CI peuvent étre observées pour le rat N°4
(AMS = 64,7) et pour le rat N°5 (AMS = 94,5).

Par conséquent, les résultats mettent en évidence une potentielle augmentation du volume de
I’espace extracellulaire dans le CI droit, et une variabilité de résultats entre les deux CI (droit
et gauche), excepté pour le rat N°1. Aussi, nous émettons 1’hypothése que le phénomene de
neuro-inflammation pourrait provoquer une augmentation de ’espace extracellulaire dans les
tissus pathologiques en présence d’acouphenes. En effet, depuis quelques années la
communauté scientifique s’intéresse a la neuro-inflammation. Celle-ci s’avere importante dans
le maintien de I’homéostasie du systeme nerveux central contre les agressions externes et
internes (infections, blessures), mais elle peut devenir néfaste lorsqu’elle devient chronique,
notamment lors de troubles neurologiques. En effet, la neuro-inflammation chronique a été
démontrée comme étant une composante pathologique majeure des maladies cérébrales telles
que l'autisme, la schizophrénie, la maladie d’ Alzheimer, la maladie de Parkinson, la sclérose en
plaques et les AVC (McCoy et Tansey 2008; Kemanetzoglou et Andreadou 2017; Alawieyah
Syed Mortadza et al. 2018; Karpenko et al. 2018). Plusieurs articles ont également démontré
des corrélations entre des réponses neuro-inflammatoires dans les voies auditives et la présence
d’acouphenes induit par traumatique acoustique (Fuentes-Santamaria et al. 2014; 2017; Wang
et al. 2019). La neuro-inflammation est un phénoméne qui se manifeste principalement dans le
milieu extracellulaire par un enchainement d’événements en cascade (libération d'adénosine
permettant 1’activation de cellules de la microglie, qui vont a leur tour favoriser la libération de
cytokines pro-inflammatoires) (Latini et Pedata 2001; Wang et al. 2019). De plus, dans une
récente étude 2*Na IRM étudiant la sclérose en plaques chez ’'Homme, il a été montré une
diminution de la fraction volumique dans le parenchyme cérébral chez des patients malades.
Les auteurs suggérent que cette diminution pourrait refléter I’expansion de 1’espace
extracellulaire dans les tissus pathologiques (Petracca et al. 2016).

Par ailleurs, nos résultats peuvent supposer un potentiel effet du salicylate de sodium qui ne
serait pas dii a la présence d’acouphénes. En effet, dans le cortex cérébral (CC), nous avons
observé un pourcentage d’augmentation (MS +) pour 1’ensemble des rats étudiés dans le CC
droit, et pour un ratio de 3/5 rats dans le CC gauche. De méme que dans le CI, de fortes
variations de MS ont été constatées entre les cotés droit et gauche du CC. Cette augmentation
de MS dans une zone non-auditive telle que le cortex cérébral peut s’expliquer par le fait, que
le salicylate de sodium provoque de nombreux effets secondaires tels que des acouphénes, une
hypersensibilité et certains troubles du systéme nerveux central (SNC) entre autres (Temple
1978; Gong et al. 2008). En outre, certains auteurs suggerent que le salicylate affecte la fonction
neuronale indépendamment du systéme auditif, par interaction avec des canaux/récepteurs
membranaires spécifiques, tels que les canaux sodiques et les canaux potassiques (Yanxing Liu
et Li 2004a; 2004b).
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Enfin, sur le cerveau en entier I’ensemble des rats étudiés excepté pour le rat N°3, le MS a
révélé un pourcentage d’augmentation allant de 8,8 a 17,5%. De plus, nous avons observé une
augmentation de MS légerement supérieure dans les CI par rapport au cerveau en entier. Ceci
pourrait étre liée, comme évoqué précédemment, a 1’effet du salicylate de sodium qui peut
affecter ’ensemble du fonctionnement du systeme nerveux central (Yanxing Liu et Li 2004a;
Yanxing Liu et al. 2005; Gong et al. 2008).

Sur une coupe IRM « épaisse » réalisée en 2*Na IRM, I’image reconstruite tient compte de tous
les tissus contenus dans cette coupe. Plus une coupe a une épaisseur €levée et plus des effets de
volume partiel peuvent apparaitre. Dans notre étude, les acquisitions >*Na IRM ont une
épaisseur de coupe élevée de Smm contre 1 mm pour les acquisitions '"H IRM. Ainsi, pour une
acquisition 2*Na IRM, I’intensité de signal obtenue a partir des différents ROIs (cerveau en
entier, CC droit et gauche, CI droit et gauche) peut correspondre a différents tissus en fonction
de I’épaisseur des structures anatomiques. Ce phénomeéne pourrait expliquer la variation de
résultats MS obtenue entre le c6té droit et gauche dans le CC et le CI. En effet, entre le coté
droit et gauche du CC et du CI, les tissus intégrés peuvent étre de nature différente. A I’avenir
des améliorations techniques pourraient étre faites au niveau des acquisitions 2*Na IRM, grace
a la conception d’antennes et 1’utilisation de séquences IRM « ultra » rapides (Ridley et al.
2018) afin de tenter de mieux détecter la composante courte de la décroissante du noyau de
sodium.

En résumé, nos premiers résultats semblent démontrer une possible augmentation de volume
de I’espace extracellulaire en présence d’acouphénes induit par injection de salicylate de
sodium. Néanmoins, il semblerait que cette augmentation soit également visible dans une
moindre mesure dans des zones non-auditives, due a un effet global du salicylate de sodium
dans le cerveau. Lors de futures expérimentations *Na IRM, il serait intéressant d’utiliser un
modele animal induisant des acouphénes par traumatisme acoustique, permettant de comparer
les résultats avec nos résultats préliminaires.
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Conclusion Générale

A ce jour, il n’existe pas de solution thérapeutique permettant de traiter les acouphénes en raison
d'une méconnaissance de ses mécanismes physiopathologiques et du manque de modéles
fiables permettant de développer de nouvelles solutions médicamenteuses en recherche
préclinique. Néanmoins, depuis quelques années les possibilités apportées par la résonance
magnétique sont de plus en plus exploitées avec I’utilisation d’une variété de techniques IRM
(Imagerie par Résonance Magnétique). Un grand nombre de ces techniques utilisent des agents
de contraste tels que le chlorure de manganése (MEMRI) ou le sodium (NaMRI). En effet, ces
deux agents de contraste permettent 1’obtention d’informations quantitatives sur le
fonctionnement cellulaire dans le cerveau.

Au cours de cette theése, nous avons pu développer une méthode d’analyse robuste, appelée
AR2/R2 révélant une hyperactivité caractéristique de la présence d’acouphénes dans des
structures auditives importantes telles que les colliculus inférieurs et les noyaux cochléaires sur
le petit animal, a I’aide de la méthode dite « Manganese Enhancement Magnetic Resonance
Imaging » (MEMRI). Néanmoins, cette méthode IRM présente quelques inconvénients.
Premiérement, la technique MEMRI ne peut pas étre transposable chez I’Homme, du fait de la
neurotoxicité de son agent de contraste (MnCl>). Deuxiémement, les récepteurs de 'acide N-
méthyl-D-aspartique (NMDA) ont ét¢ démontrés comme une voie d’entrée du manganese
(Mn?*"). Or certains médicaments prometteurs dans le traitement des acouphénes sont des
antagonistes NMDA. Ainsi, I’analyse de I’efficacit¢ de ces médicaments avec la MEMRI
pourrait étre biaisée. C’est pourquoi, dans un second temps, nous avons propos¢ de développer
une méthode d’analyse basée sur I'IRM sodique sur un modé¢le animal induisant des
acouphénes. L’IRM du sodium présente I’avantage d’étre réguliérement utilisée dans la
détection de certaines pathologies neurodégénératives, tumeurs et AVC chez ’'Homme. Nos
résultats préliminaires ont montré une potentielle augmentation du volume de I’espace
extracellulaire dans les colliculus inférieurs chez le rat, en présence d’acouphénes. Néanmoins,
cette augmentation du volume extracellulaire ne semble pas complétement spécifique au
systéme auditif en présence de salicylate de sodium.

Les perspectives de ce travail sont multiples. Au cours de cette thése, nous avons travaillé sur
un mode¢le animal induisant des acouphénes par injection de salicylate de sodium. A 1’avenir,
il serait intéressant de réaliser de nouvelles expérimentations précliniques sur un modele animal
induisant des acouphénes par traumatisme acoustique, aussi bien avec la méthode MEMRI que
la méthode IRM sodique. Ces nouvelles expérimentations permettraient de comparer les
résultats déja obtenus avec un modéle d’induction des acouphénes connu pour se rapprocher de
la réalité clinique. De plus, il serait important dans le cadre de futures études d’effectuer des
améliorations au niveau de 1’instrumentation IRM afin d’augmenter le rapport signal sur bruit
(S/B) et de diminuer I’effet de volume partiel observé sur les acquisitions 2*°Na IRM.
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Le développement d’une méthode de quantification robuste (AR2/R2) et I’application de 1’>*Na
IRM dans la détection des acouphénes ouvre de nouvelles perspectives dans le domaine de la
recherche sur les acouphenes.
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ANNEXE

A.1 L’Imagerie par résonance magnétique

A.1.1 Le proton et le magnétisme

Les protons sont les ¢léments de base de la résonance magnétique. Ces particules de charges
positives situées dans le noyau de I’atome, forment avec les neutrons ce que 1’on appelle les
nucléons. Ces ¢léments atomiques sont composés de sous-particules, les quarks. Chaque
nucléon est constitué de trois quarks liés entre eux par « I’interaction forte ». On distingue deux
types de quarks :

e Les quarks up (symbole = u) dont la charge électrique représente +2/3 de celle d’un
¢lectron ;

e Les quarks down (symbole = d) dont la charge électrique est de -1/3 de celle de
I’¢électron.

Par conséquent, les protons sont constitués de deux quarks up et d’un quark down ce qui conduit
a une charge ¢électrique de +1. Quant aux neutrons ils se composent d’un quark up et de deux
quarks down: leur charge ¢électrique est alors nulle. (figure 64). Cette répartition des quarks
détermine le moment magnétique global du nucléon.

Atome
(noyau, életrons)

Noyau gge
(protons, neutrons) 000
Nucléons < (u)
(quarks) 0 0 d)ld
Proton Neutron
(Charge +) (Charge 0)

Figure 64:Représentation schématique des éléements d'un atome

Dans une vision classique, chaque particule est animée d’un mouvement de précession, elle
induit une rotation individuelle autour d’un axe passant par son propre centre. Ce phénomene
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est également nommé « spin », qui est la traduction anglaise de tourner sur soi-méme. Pour
rappel, toute charge en mouvement induit autour d’elle un champ magnétique appelé moment
magnétique et symbolis¢ par un vecteur d‘aimantation p. Bien qu’électriquement neutre, les
neutrons possedent également un moment magnétique. La distribution de charge des quarks en
rotation va induire un moment magnétique que l’on peut représenter comme un dipdle
magnétique (assimilé a un petit aimant avec un pdle positif et négatif) animé d’un mouvement
de rotation (figure 65).

S

Figure 65: Représentation du spin et du moment magnétique du proton

Selon le modéle dit « en couche », au sein du noyau de I’atome, les nucléons (comme les
¢lectrons) vont se répartir sur différentes couches d’énergie. Sur ces couches, sous I’influence
d’un champ magnétique intense (Bo), les neutrons et les protons s’apparient (c’est-a-dire qu’il
y a des protons alignés dans le sens du champ magnétique (parallele) et d’autres alignés dans
le sens inverse au By (antiparallele) sur deux niveaux d’énergie différents) et leurs moments
magnétiques s’annulent deux par deux. De ce fait, seuls les atomes a nombre impair de nucléons
(ayant un nucléon « isolé » dit non apparié sur une couche externe) possédent un moment
magnétique « total » qu’on qualifie d’intrinséque ou élémentaire (figure 66). A noter, que la
proportion de spins paralleles est supérieure a celle des spins antiparalléles selon la statistique
de Boltzmann. Ainsi, le moment magnétique intrinseéque (M) se retrouve dans le méme sens
que Bo.

Bo
IVVVVVVVVVVVVVV

Ty
Protons en excés
¥ -

" M

Figure 66: Populations de deux niveaux d'énergie d'une assemblée de spins nucléaire 1/2 avec un exces de
population dans ['état de basse énergie ( > ).
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A.1.2 Interaction noyau-champ magnétique

L’imagerie par résonance magnétique donne la possibilité pour certains noyaux atomiques
d’interagir avec un champ magnétique. Les champs magnétiques utilisés en IRM sont tres
¢levés de I’ordre de quelques teslas pour la clinique (1,5T ou 3T) et jusqu’a 11T en recherche.
En comparaison le champ magnétique terrestre est de I’ordre de 50 uT.

Les principaux noyaux d’intérét biologique possédant des propriétés magnétiques sont les
noyaux d’hydrogéne ('H), I’isotope du carbone ('*C), du fluor ('°F), du phosphore (*'P) (spin
1/2) et du sodium (**Na) (spin 3/2) (tableau 8). L’atome principalement étudié est I’atome
d’hydrogene formé d’un seul proton, car il est massivement présent dans le corps. En effet, bien
que les atomes d’hydrogenes ne représentent que 10% de la masse corporelle, ils participent a
86% de la composition chimique de I’organisme répartie majoritairement dans les molécules
d’eau et de graisse. Ainsi il posséde un rapport gyromagnétique (rapport entre le moment
magnétique et le moment cinétique d’une particule) qui lui est propre et un moment magnétique
intrinséque tres élevé, donnant lieu a un phénomene de résonance trés net.

Fréquence de transition

(107 T 5+1) dans un c;;m:;)) de 9,4T

Rapport gyromagnétique (y)

1/2 26,752 400,0
1/2 6,728 100,6
1/2 25,162 376,5
1/2 10,841 162,1
3/2 7,080 105,92

Tableau 8: Caractéristiques de quelques noyaux usuels

A 1’état naturel et sous I’influence d’un champ magnétique Bo, le spin nucléaire donne naissance
a un moment magnétique intrinseéque (i) dont I’amplitude est proportionnelle a la valeur du
spin. Ce moment magnétique (i) animé d'un mouvement de précession autour de 1'axe de Bo, a
sa fréquence angulaire de précession (wo) proportionnelle a I’intensité du champ magnétique
(Bo) et au rapport gyromagnétique (y) spécifique du noyau, correspond a la relation de Larmor

(vo).

Y B
v = 2_n° (14)

Cependant, dans cette configuration I’aimantation de By est si importante par rapport a
I’aimantation macroscopique (M), qu’il est impossible de I’étudier. Pour ce faire, I’aimantation
macroscopique M doit étre déviée de I’axe Bo, afin d’apporter une composante transversale

Myy. Seule cette composante transversale rend 1’étude de 1’aimantation M théoriquement
possible. Cette bascule d’aimantation nécessite un apport d’énergie externe.
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A.1.3 Principe de la Résonance Magnétique Nucléaire
(RMN)

Le principe de la mesure de résonance magnétique nucléaire est de mettre le moment
magnétique M en mouvement de précession autour d'un champ Bo puis de perturber ce
mouvement a l'aide d'un deuxieme champ magnétique B appliqué pendant un court instant.
Cela a pour effet de dévier la trajectoire de M.

Le phénomeéne de résonance magnétique peut étre aborder selon deux approches : une approche
vectorielle et une approche quantique :

A.1.3.1 L approche vectorielle

La bascule de I’aimantation (M) est rendue possible par 1’application d’un champ magnétique
Bi dans une direction perpendiculaire a Bo. Ce champ magnétique est produit a 1’aide d’une
onde électromagnétique (onde radiofréquence) générée le plus souvent par 'application d'un
courant sinusoidal provenant d’une antenne RMN dont la fréquence est égale a la fréquence de
précession des moments p autour de Bo que 'on appelle la fréquence de résonance (vo).

Y Bo
= =—— (MH 15
VrRr = Vo by (MHz) (15)
Les moments magnétiques subissent alors l'action de la résultante Bo + B qui a pour effet de
basculer M autour de I'axe de B;. Cette bascule de M ne s’effectue pas de manicre linéaire mais

s’accompagne d’un mouvement de précession de M (autour de Bo) a la fréquence de résonance

VRF.

Figure 67: Trajectoire de l'aimantation en présence d'un champ B; tournant a la fréquence de Larmor

De plus, la naissance de I’aimantation My, est liée a la mise en phase progressive des
aimantations microscopiques (1) pendant I’émission de 1’onde RF. En effet, avant 1’émission
de l’impulsion RF, M ne présente pas de composante transversale car les vecteurs
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d’aimantations microscopiques (1) précessent en étant déphasés. Or lorsque 1’on applique une
onde RF ces aimantations microscopiques tendent a se mettre en phase, il y a naissance d’une
aimantation transversale Myy.

Une fois que ’aimantation M a basculé dans le plan perpendiculaire a Bo, le champ B est
interrompu, I’aimantation transversale est alors maximale. Le systéme est alors hors-équilibre
et l'aimantation M tend a retrouver sa position initiale en présence de Bo seul (aimantation
longitudinale). On observe un retour a 1'équilibre qui s'accompagne d'une émission d'onde
¢lectromagnétique que 1'on peut détecter : c'est le signal de RMN.

A.1.3.2 L approche quantique

L’apport d’énergie par ’onde RF peut s’expliquer d’un point de vue quantique. Tout d’abord,
il semble important d’établir les bases de cette vision quantique en donnant une explication
énergétique aux positions paralleles et antiparalleles décrit précédemment. Les positions sont
différentes dans le sens ou elles correspondent a des niveaux d’énergie différents :

- La position paralléle correspond a un niveau de basse énergie

- La position antiparallele correspond a un niveau de haute énergie

AEnergle

»

Figure 68: Deux états d'énergie d'un spin 1/2 et la différence d'énergie de ces deux états (AE)

Entre la position parall¢le et antiparallele, il existe un écart d’énergie AE. En effet, Bohr a
démontré que la différence entre deux niveaux d’énergie est égale a la fréquence de résonance
(fréquence de Lamor) multiplié par la constante de Planck (h).

AE =y.h. B, (16)

De plus, plus le champ By utilisé est intense et plus cette différence d’énergie entre les deux
niveaux augmente. On augmente alors le signal regu. L apport d’énergie aux protons ne peut se
faire que si ’onde RF transporte une énergie égale a AE et permet ainsi le passage des protons
entre deux états d’énergie. L’écart d’énergie AE dépend du noyau consideré, et ne varie qu’avec
le champ magnétique Bo.
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Figure 69: La difféerence d’énergie (AE) augmente lorsque le champ magnétique augmente.
Une partie de I'énergie de ’onde RF émisse par 1’antenne RMN est dissipée sous forme de
chaleur dans le milieu extérieur mais une faible partie va générer une nouvelle onde RF de
méme fréquence que ’onde initiale. C’est cette onde qui va étre recueillie par la partie
réceptrice de ’antenne apres la fin de I’émission de I’onde RF originale. Ce signal recueilli va
décroitre rapidement en fonction du temps, il est généralement représenté par une sinusoide

amortie que 1’on appelle FID « free induction decay » ou « décroissance de I’induction libre »
en frangais. (cf A.1.5).

A.1.4 Temps de relaxation T1 et T2

Le phénomeéne de résonance magnétique apparait lors de 1’arrét de I’onde RF. Ainsi se produit
un retour de 1’aimantation macroscopique M a son état d’équilibre initial nommé relaxation. Ce
retour a I’équilibre est caractérisé par 1’apparition simultanée de deux phénomenes :

= Larelaxation longitudinale

= Larelaxation transverse.

A.1.4.1 La relaxation longitudinale ou relaxation spin-
réseau

D'un point de vue vectoriel, I’arrét de I’onde RF décrit le retour de I’aimantation M a son état
antérieur avant 1’excitation par I’impulsion RF. Le phénomeéne est gouverné par les équations
de Bloch. Ainsi, en admettant que la vitesse de retour vers 1’état d’équilibre est proportionnelle
a D’écart entre la valeur de M, et sa valeur a I’équilibre thermique (Mo), I’équation du
mouvement de M, devient (figure 70) :

sz _ (Mz - MO)

_ 17
dt T, (17)
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Figure 70: Phénomene de relaxation M a deux composantes : ['une sur ’axe Z et I’autre sur ['axe XY.

La relation décrivant cette repousse en fonction du temps (t) d’allure exponentielle est définie
selon 1’équation suivante :

M,(©) = Mo = [My— M (@]e ™o (18)

Et quand M.(0) = 0: M,(t) = My (1 —eT1)

D’un point de vue quantique la repousse de cette composante longitudinale correspond au retour
des protons au niveau de plus basse énergie. Ce retour des spins s’accompagne d’une libération
d’énergie sous forme thermique qui est transmise au milieu moléculaire environnant. On parle
alors de relaxation spin-réseau qui est caractérisée par le temps de relaxation Tj.

Par définition, T; est I’intervalle de temps correspondant a la récupération de 63% de
I’aimantation longitudinale initiale (figure 71).

M,

LOOYo) - +mrerememsmmcmmssmminimmsnenasmene s sssiar M,

63%

0%

Figure 71: Evaluation de la composante longitudinale M- aprés arrét de I'impulsion RF en fonction du temps

Cette constante est propre :
- A chaque tissu du corps

Chaque environnement moléculaire a une relaxation spin-réseau propre qui dépend du calibre
des molécules du milieu (I’échange d’énergie sera plus élevé dans un milieu composé de
grosses molécules).

- A Dlintensité du champ magnétique By

147



D’un point de vue quantique, plus 1’écart d’énergie (AE) sera important, plus la dispersion
d’énergie dans le réseau sera grande, augmentant le temps de relaxation T1. (Ex:de 1a 3 T, les
valeurs de T pour le méme tissu seront augmentées).

A.1.4.2 La relaxation transversale ou relaxation spin-spin

Simultanément a la réapparition de I’aimantation longitudinale, une diminution progressive de
I’aimantation transversale est observée. Celle-ci est due au déphasage progressif des protons,
différent selon le tissu étudié. Ce phénomene de déphasage est dii & des interactions
¢lectromagnétiques des protons entre eux. Ainsi, cette relaxation se nomme ¢également
relaxation spin-spin. Ces déphasages reflétent les inhomogénéités de champ propre a chaque
tissu (a leur nature physico-chimique). Cette décroissance de 1’aimantation Mxy est décrite en
fonction du temps par une courbe exponentielle décroissante et définit par I’équation suivante :

t
My, () = Mge (19)

Cette décroissante exponentielle est caractérisée (entre autres) par le temps de relaxation T». Ce
parametre T> est ’intervalle de temps correspondant a la perte de 63% de la magnétisation
transversale initiale depuis la cessation de RF (figure 72). Contrairement au T1, les valeurs T
sont moins dépendantes de 1’intensité Bp mais sont modifiées en fonction de la nature physico-
chimique du milieu étudié.

M_
X}

My

37%

0%

T, t
Figure 72: Evaluation de la composante transversale My, aprés arrét de I'impulsion RF en fonction du temps.

En résumé, les relaxations longitudinale et transversale apparaissent simultanément aprés
I’émission d’une onde électromagnétique RF. Les temps de repousse T sont nettement
supérieurs aux temps de décroissance T> (environ 10 fois supérieur). De plus, les valeurs des
relaxations T; sont liées au champ magnétique By, & I'inverse des relaxations T> qui ne
dépendent pas de Bo.

A.1.4.3 Temps caractéristique T>*

Comme indiqué précédemment, I’aimantation transversale ou spin-spin et par conséquent le
signal RMN, décroit avec la constante de temps T». Cette décroissance du signal est due a
I’inhomogénéité extrinseques (liées BO) qui induit une accélération de la vitesse de
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décroissance de I’aimantation transversale. Ce phénomene peut €tre décrit par une constante de
temps T2* :

t
My () = Moe T (20)
1 1 1
T T—2+ T (1)

Ou T>"™" caractérise cette perte de cohérence due aux variations spatiales du champ.

Pour pallier & ce phénoméne, Hahn et al, a développé en 1950 une séquence nommé Echo de
spin (ES) (Hahn 1950). Le principe de cette séquence est de placer une impulsion RF de 90°
(1t/2), puis une nouvelle impulsion a 180° (). Cette impulsion supplémentaire va permettre
d’inverser les populations de spin sur les deux niveaux d’énergie mais également de s’affranchir
des inhomogénéités extrinséques en imposant aux spins un rephasage afin de retrouver un
«vrai » T2.

A.1.5 Signal RMN

Pour rappel, la mesure RMN consiste a mesurer la différence d’énergie entre les différents états
d’énergie du systéme de spin sous forme de signal. Les informations contenues dans
I’aimantation Myy sont obtenues par le biais du phénomene d’induction (production de courant
induit par un aimant) sous forme de courant électrique a I’aide d’une antenne réceptrice. On
obtient alors un courant électrique alternatif décroissant sous forme de sinusoide amortie, que
I’on nomme signal FID « free induction decay » en frangais signal de précession libre.
Cette sinusoide amortie est caractérisée par trois parametres :

- sa fréquence, qui correspond a la fréquence de résonance

- son amplitude de départ, qui dépend du nombre de protons dans 1’échantillon, de
I’intensité de I’onde RF, de I’intensité du champ magnétique et de 1’environnement
physicochimique des protons (I’amplitude correspond a I’intensité du courant induite par I’onde
RF dans la bobine réceptrice)

- Pexponentielle décroissante de sa courbe de décroissance libre

Courbe FID

Signal

v \/\\/ e

Figure 73: Schéma d'une sinusoide amortie de maniere exponentielle decroissante et sa courbe FID
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Son allure pour un proton isolé est relativement simple : il s'agit d'une sinusoide amortie
exponentiellement (figure 73). Mais un signal FID devient plus complexe selon le nombre de
noyaux mis en jeu : on obtient alors une somme de sinusoides amorties de caractéristiques
différentes.

Enfin, pour pouvoir exploiter la mesure et obtenir une image il faut faire appel a différents
gradients de champ magnétique pour pouvoir localiser le signal et remplir 1’espace K par le
biais d’une opération mathématique de traitement du signal : la transformée de Fourier.

A.1.6 De I’écho a I’image : Codage Spatial

Dans le signal recueilli par une antenne sous la forme d’un courant électrique, celui-ci
transporte les informations de I’ensemble d’un volume soumis aux impulsions RF, mais ne
contient pas d’information spatiale permettant 1’obtention d’une image. Par conséquent il est
nécessaire de réaliser un codage spatial. Son principe repose sur la variation de champ
magnétique dans l'espace, afin obtenir des différences mesurables de fréquence et de phase.

Une machine d’IRM se compose, outre 1’aimant principal (créant 1’intensité du champ Bo), de
trois paires de bobines produisant des gradients de champ magnétique. Un gradient de champ
est un champ magnétique, variable dans 1’espace qui va s’ajouter de manicre progressive et
linéaire au champ magnétique By et dont I’unité s'exprime en T/m (tesla/métre) (figure 74). Ces
gradients permettent de faire varier le champ magnétique dans les trois directions x, y et z de
l'espace. Par exemple, lorsque 1’on applique un gradient de champ magnétique dans la direction
X, il en résulte un champ magnétique B,(x) qui varie de maniere uniforme dans cette méme
direction. Le champ magnétique total et la fréquence de résonance qui en découle sont décrits
par les équations suivantes :

B = By + B,(x) ©&  B= By+x.G,
(22)
W= W)+ wy & w=y(By+B,(x)) © w=v.By+vy.x.G,

Ou Gx est la valeur de ce gradient.
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A) B) C)
B =Bo B = x.Gx B = Bo + X.Gx
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Figure 74: Effet d’'un gradient de champ magnétique : A) Les protons sont soumis a un champ magnétique Bo. Les
protons ont tous la méme vitesse de rotation wo = yBo. B) Par [’action d’un gradient de champ magnétique (Gx),
la frequence des protons dépend de leur position selon x : ax = yxGx. C) Illustration de [’effet conjointe de B0 et
Gx, ou la fréquence de rotation des spins augmente selon x (w = yBo + yxGy).

Les différents gradients qui permettent le repérage spatial ont des propretés identiques, mais ils
sont appliqués a des temps différents et selon des directions distinctes. La présence du gradient
dans 1’une des trois directions (x, y ou z) entraine une variation du champ magnétique dans la
direction de l'espace correspondante et donc de la vitesse de rotation des spins (fréquence de
résonance). L'extraction de la variation de fréquence de rotation (par transformée de Fourier)
va permettre d'accéder a la localisation spatiale du signal. La réalisation d'une image IRM est
permise par 1’application de ces trois gradients de maniere successive : gradient de sélection de
coupe, puis gradient de fréquence et gradient de phase.

A.1.6.1 Le gradient de sélection de coupe (Gsc) : Excitation
sélective

La premicre étape du codage spatial consiste a sélectionner le plan de coupe. Pour cela, le
gradient de sélection de coupe (Gsc) est appliqué simultanément a I'impulsion 7/2 dans une
direction perpendiculaire au plan de coupe (direction z). Ce gradient (Gsc) va alors se superposer
au champ magnétique Bo et permet aux protons de présenter un gradient de précession
proportionnel au gradient de sélection de coupe (Gsc). En effet, I’application du Gsc provoque
une variation de la fréquence de résonance selon z, décrit par 1’équation suivante :

W, =V.Gg. Z (23)

La coupe a acquérir est sélectionnée selon sa fréquence de résonance. La fréquence de
l'impulsion /2 qui est appliquée devient alors sélective du plan de coupe choisi : seuls les
protons de cette coupe qui sont a la fréquence de Larmor vont alors basculer a 90° et contribuer
a l'apparition d'un signal RMN. La fréquence de résonance des coupes voisines étant inférieure,
les protons ne sont pas excités (figure 75). L'ensemble des coupes va étre séquentiellement
excité en faisant varier la fréquence de I'onde RF.
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Figure 75: Sélection d’un plan de coupe : Application d’un gradient de sélection de coupe (Gsc) selon 'axe z
(cranio-caudal). La fréquence angulaire croit de -ws a +ws par coupe (P1 a P7) perpendiculaire a la direction
du gradient en passant par an qui correspond a la fréquence de Bo. Si wr = an, seuls les protons de P4 sont a la
condition de résonance et vont basculer de /2 et donc contribuer a la formation du signal RMN. B) Sélection
d’un autre plan de coupe : En modifiant la fréquence w, de 'impulsion pour qu’elle corresponde, par exemple a
-a» , on peut sélectionner un plan de coupe voisin (ici P2). C) Pour réaliser des coupes axiales, sagittales ou
frontales, le gradient de sélection de coupe (Gsc) devra étre orienté respectivement des pieds a la téte, de droite a
gauche et d’avant en arriere.

De plus, il est impossible de générer une onde RF complétement pure, c’est-a-dire contenant
une seule fréquence (w). Ainsi, une onde /2 contient un ensemble de fréquence proche de la
fréquence de résonance que 1’on nomme bande de fréquence. La largeur de cette bande (Aw)
de fréquences influe sur I'épaisseur de coupe (e) : plus elle est fine et plus il est possible d'obtenir
une coupe étroite (figure 76).

B() +z Gz G-
Aw l
B 0L »Position Z
Z0 Az

Figure 76: Sélection de la coupe lors de l'application du pulse de sélection en présence du gradient G:dont
[’épaisseur de coupe (e) dépend de la largeur fréquentielle de [’excitation (Aw).
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De plus, I’épaisseur de coupe (¢) dépend également de I’intensité du gradient (Gsc?), dont la

relation est décrite par I’équation suivante :
Aw

e=—5
YGgc (24)

Les protons déja stimulés par le gradient Gsc vont étre a nouveau stimulés par d’autres gradients
de champ magnétique afin de coder leur position selon les directions horizontale et verticale.

A.1.6.2 Localisation dans le plan de coupe

Apres avoir sélectionné un plan de coupe, on peut recueillir un signal au temps TE qui
correspond a la décroissance du signal. Ce signal se compose d’une moyenne de tous les
signaux de la coupe mais il est impossible de déterminer d’ou il provient.

En effet, a l'intérieur d’une coupe, chaque voxel est localis¢ en fonction de son abscisse
(colonne) et de son ordonnée (ligne). Ainsi deux gradients orthogonaux sont utilisés afin de
caractériser la matrice (tableau contenant n x p valeurs ou n est le nombre de lignes et p le
nombre de colonnes) qui représente l'image du plan de coupe : le gradient de codage des
fréquences Gy, permet de coder les colonnes et le gradient de codage des phases, G, permet de
coder les lignes.

A.1.6.3 Le gradient de phase (Gy)

La localisation des lignes de la matrice s'effectue grace a I'application du gradient de phase (G)
pendant le recueil du signal RMN, selon la direction y. Contrairement aux gradients Gret Gy,
aucun autre événement ne se produit simultanément a l'application de G,. Pour rappel, les
protons excités par une impulsion I1/2 vont précesser en phase, ils vont donc étre alignés. Si on
introduit un gradient linéaire (Gy) dans la direction y, les spins vont précesser a des fréquences
différentes. Apres l'arrét de G,, les protons vont reprendre leur fréquence initiale (wg), ce qui
va provoquer un déphasage des protons les uns par rapport aux autres dans la direction y, qui
dépend de la position des protons par rapport au gradient. En effet, plus les protons se trouvent
loin sur l'axe Y et plus le déphasage augmente (figure 77). Le déphasage va donc dépendre de
la durée d'application du gradient de phase, de son intensité G, et de la position y.
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Figure 77: Le proton G; est moins déphasé que le proton G: puisque la variation de phase AG est plus faible
que la variation AGz. Le proton G1 a une amplitude de signal plus grande, on a donc une information sur sa
position.

A.1.6.4 Le gradient de fréquence (Gy)

La derniere étape pour construire une image IRM se fait par ’application du gradient de
fréquence (Gr) dans la derniere direction, dans notre exemple suivant la direction x. Les spins
tournent alors a des fréquences différentes, plus les spins se trouvent loin sur l'axe x et plus ils
tournent vite. Ce phénomene est décrit par I’équation suivante :

Wy =VY.Gp.x (25)

Il y a donc une variation de la fréquence le long de cette dimension x. Dans les faits, la bobine
de gradient va mesurer un signal (par colonne) constitu¢ de 1’ensemble des informations
contenue dans cette direction X, cependant le signal est composé d’un ensemble de signal
possédant des fréquences différentes (train d’onde). En appliquant une transformée de Fourier
sur ce train d’onde, on peut décomposer ce paquet d’onde de ce signal qui a deux
caractéristiques : son amplitude et sa fréquence.

En résumé, un plan de coupe est en premier sélectionné grace a une excitation sélective (RF et
Gse) (figure 75). Puis dans ce plan de coupe, un codage de la phase (G,) et un codage de la
fréquence (Gy) sont effectués (figure 78 A B). En faisant varier le gradient Gy et Gr entre
chaque impulsion, chaque point enregistré est ainsi reconnu par sa phase et sa fréquence (figure
78). Grace aux signaux enregistrés, une matrice est alors remplie ligne par ligne, ce 1’on
appelle : le plan de Fourier (figure 78 C).
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Figure 78: Illustration des effets du gradient de phase A) et du gradient de fréquence B) sur le signal (S) pour
chaque point du plan de fourier.

Le signal enregistré est ensuite placé dans I’espace K, il suffit donc d’appliquer une transformée
de Fourier inverse a deux dimensions sur I’espace K afin de retrouver les amplitudes
correspondant a chaque fréquence (Ai). En réalité, pour retrouver les coordonnées (x, y) des
amplitudes A4;, deux transformées de Fourier sont nécessaires ; I'une dans la direction de 1'axe
des fréquences du plan de Fourier et l'autre dans la direction de I'axe des phases. Ces deux
transformées de Fourier peuvent se faire en une seule opération : une transformée de Fourier
inverse a deux dimensions.

A.1.7 Sequences IRM

A.1.7.1 Temps de répétition (TR) et Temps d’Echo (TE)

Une séquence IRM se caractérise par deux principaux parametres (figure 79) :
- Letemps d’écho (TE) correspond a la durée entre 1’application d’une impulsion
m/2 et la moitié du temps de lecture.
- Le temps de répétition (TR), représente la durée entre deux impulsions /2.

P P
/2 nl2
—>! : — :
STER : TE2 ;
) TE - A TE -
< — >

Figure 79: La sequence d’écho de spin est définie par deux paramétres de séquence : le temps de répétition (TR)
qui sépare deux impulsions a 90° successives, et le temps d’echo (TE) qui sépare [’excitation de la mesure de
[’écho.
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Le TE et le TR sont deux parameétres réglables par 1’opérateur qui vont servir a « moduler » la
quantité d’informations T et T> composant le signal FID.

En effet, les temps de relaxation T1 des tissus sont de 1’ordre de grandeur des TR (TR court <
500ms ; TR long > 1500 ms), a I’inverse des temps de relaxation T2 qui sont nettement plus
court (TR court <30 ms ; TR long > 90 ms). Par conséquent, lorsque I’on fait varier la valeur
de TR, la variation de signal qui en résulte est dépendante du temps de relaxation T1 du tissu,
TR et T1 sont donc liés.

Pour bien comprend, nous observons I’influence du TR sur les repousses T1 de deux tissus
distincts (figure 80) :

e Pour un TR long, les deux tissus ont le temps de retrouver leur aimantation initiale, les
deux tissus possedent donc la méme valeur d’aimantation longitudinale. Ainsi, lors
d’une nouvelle bascule de I’aimantation, il n’y aura pas de contraste entre les deux tissus
distincts.

Un contraste en IRM se défini comme étant une différence d’intensité de signal entre deux
zones voisines permettant de distinguer des tissus de compositions distinctes.

Une expérience réalisée a un TR long n’est donc pas influencée par le parametre T1, ont dit
qu’il permet de dépondérer le signal en T1.

e Pourun TR court, les deux courbes de repousses T1 n’ont pas le temps de retrouver leur
aimantation initiale, on constate alors une différence d’aimantation Mz entre les deux
tissus, correspondant au contraste.

Un TR court permet donc de pondérer une image en T1.

/ — __— Faible contraste T1
A contraste T1

Signal

Temps
(ms)

TR TR
long court

Figure 80: Influence du TR sur les écarts de contraste T1

Tout comme le TR, le temps d’écho (TE) influence le signal regu. L’intensité des signaux
diminue rapidement et la relaxation ne sera pas identique pour deux tissus qui ont des propriétés
T2 différentes (figure 81) :
e Sile TE est court, les différences d’aimantation transverses entre deux tissus n’ont pas
le temps d’apparaitre. Ainsi, I’écho analysé sera dépourvu de contraste T2, on dit qu’un
TE court permet de dépondérer le signal en T2.
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o Sile TE est long, les différences de T2 des tissus peuvent s’exprimer, laissant apparait
sur I’image un contraste entre deux tissus. Ainsi, un TE long permet de pondérer le
signal en T2.

e Néanmoins, si le TE est trop long, I’aimantation transversale atteint un niveau si faible
qu’il n’y a quasiment plus de signal analysable. Par conséquent, 1’utilisation de TE
supérieur au T2 des tissus n’apporte pas de signal et donc pas d’information.

Faible contraste T2

Signal

\ Fort contraste T1

N

Temps
(ms)

TR
court

Figure 81: Influence du TE sur les écarts de contraste T2

A.1.7.2 Séquence « Multi Echo Multi Slices » (MEMS)

Cette séquence « Multi Echo Multi Slices » est une variante de la séquence écho de spin. Elle
se compose de plusieurs impulsions RF de 180° entre deux impulsions a 90°. Cet enchainement
est répété a chaque intervalle de temps TR (figure 79). Les impulsions a 180° permettent de
s’affranchir du déphasage dii aux inhomogénéités de champ BO afin d’obtenir un T2 « vrai »
comme expliquer précédemment. Cette séquence a la particularité acquérir une série d’échos
multiples apres une seule impulsion 90°. Chaque écho est acquis aprés une impulsion de 180°.
Les données sont ensuite triées de telles sorte que toutes les lignes de codage de phase acquises
a un certain temps d'écho soient utilisées pour produire une image. De plus, la séquence est
répétée en incrémentant le gradient du codage de phase jusqu'a ce que l'image soit remplie.
Ainsi le temps d'acquisition des images sera défini par :

Tacqg = Nex X Ny X TR (26)

Ou TR est le temps de répétition, pendant lequel on acquiert une ligne du plan de Fourier, Ny
est le nombre de lignes du plan de Fourier (nombre de ligne de la matrice de ’image), chaque
ligne correspondant a une valeur différente du gradient de phase, et Nex est le nombre de fois
que se voit répéter I’ensemble des mesures pour I’acquisition du plan de Fourier. Cependant, la
durée d’acquisition de cette séquence est son principal inconvénient. En effet, un temps
d'acquisition total est de 1'ordre des minutes jusqu’a quelques heures pour les images a haute
résolution.
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A.1.7.3 Séquence « Gradient Echo Multi Slices » (GEMS)

La séquence GEMS est une technique d'acquisition multi-coupes 2D a écho de gradient.
Une séquence en écho de gradient différe d’une séquence en écho de spin par :

o Un angle de bascule inférieur a 90° ().

Un angle de bascule a qui diminue la quantité d’aimantation transversale Mxy. Ainsi le retour
a 1’aimantation longitudinale est plus rapide permettant de diminuer le TR entre chaque
impulsion (figure 82). Grace a ces modifications, les TR et les TE employés peuvent étre
réduits de facon importante. Par conséquent, les séquences d’écho de gradient et GEMS ont
un TR relativement rapide (moins de 10 secondes par image) et un temps d'écho court (environ
3 a 5 ms). Par ailleurs, le gain de temps obtenu par ce type de séquence, a permis a I’imagerie
3D de voir le jour.

74 YA
A) B)
‘{
N
)( =>—>x
Y Y

Figure 82: Schéma d'une bascule d'aimantation A) pour une séquence d'écho de gradient et B) pour une
séquence d’écho de spin.

e Une absence s’impulsion RF de 180°

Comme évoqué précédemment, a la suite d’une impulsion RF, le signal FID décroit selon une
courbe T2*. En absence d’impulsion 180° de rephasage, il n’est pas possible d’obtenir un
«vrai » T2. Cette séquence est donc plus sensible aux artéfacts de susceptibilité magnétique
que la séquences en écho de spin. Ainsi pour obtenir un écho (de gradient), un gradient de
lecture bipolaire est appliqué dans la direction du codage en fréquence permettant d’obtenir un
cycle de rephasage / déphasage sous la courbe T2* (figure 83). Le gradient bipolaire permet a
la fois de recueillir le signal et de le coder en fréquence.
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Figure 83: Creation d'un écho sous la courbe de décroissance T2* par la mise en place d'un gradient bipolaire :
écho de gradient.

A.2 Résolution des solutions des équations de Bloch

La cartographie R2 basée sur I’équation R2 ou 1/T2, a été obtenue par la démonstration
mathématique suivante :

-TE

Mxy(tl) = Mxy(o) el
—-3TE

Mxy(tS) = Mxy(o) e 2

-TE
Mxy(tl) _ Mxy(tl)e T2
M,y (t3) ~3TE

Mxy(tS) e Tz

27)

{Mxy (tl) _ %
Mxy (t3)

{1 M,,(t;) 2TE
n =
Mxy (t3) TZ

i =In Mxy (tl)
TZ Mxy (t3)
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A.3 Les antennes radiofréquences

A.3.1 Définition

Une antenne (ou bobine) radiofréquence (RF) permet généralement a la fois de créer des
impulsions radiofréquence (RF) et de détecter le signal RMN. Les bobines RF utilisées lors
d’expérimentations de RMN sont congues pour générer un champ magnétique homogene
transversal (B1) bref (de I’ordre de quelques millisecondes) et intense (> 10uT) permettant
d’exciter et de basculer les spins d’un échantillon. De plus, les bobines inductives sont
représentées par des circuits RLC, ou des ¢léments de réglage y sont ajoutés afin d’atteindre la
fréquence de Larmor et d’adapter I’impédance a 50 Q. Néanmoins, cela ne suffit pas a mener a
bien toutes sortes d’expérimentations RMN. Une bobine RF doit également étre adaptée a
I’¢échantillon en termes de dimensions et €tre efficace. Les deux grandes caractéristiques jouant
sur I’efficacité d’une bobine étant le signal sur bruit (S/B) et son homogénéité (Coillot et al.
2016).

A.3.2 Principe d’émission/réception d’une antenne

Une bobine RF peut étre utilisée comme émetteur pour créer un champ B ou comme récepteur
pour détecter le signal RMN ou dans les deux modes. Lorsqu’une antenne fonctionne avec les
deux modes, cette dualité de fonctionnement est rendue possible par le Théoreme de réciprocité
(van der Klink 2001). Ce théoréme a démontré qu’une antenne pouvait a la fois réceptionner et
émettre un signal RMN par I’existence d’une force électromotrice :

e En émission, le courant circulant dans I’antenne crée une force €lectromotrice, ce qui
va créer un champ radiofréquence transverse B;.

e En réception, les spins lors de leur retour a I’équilibre vont émettre un champ
radiofréquence qui va induire dans I’antenne une force électromotrice.

A.3.3 Configuration des bobines RF

Divers types de bobines RF existe a ce jour, cependant elles peuvent étre classées en deux
catégories : les bobines de surface (Ginefti et al. 2005; Ruytenberg et al. 2020) (figure 84 B)
et les bobines volumiques (Mispelter et al. 2006; Coillot et al. 2016) (figure 84 A).

Les bobines RF volumiques, sont des antennes cylindriques qui permettent de générer des
champs magnétiques homogenes (B1) et des images RMN uniformes de I’ensemble d’un
échantillon (Pang et al. 2014). Les différents types d’antennes volumiques le plus souvent
utilisées sont la bobine solénoide, la « birdcage » ou bobine de cage a oiseaux en francais, la «
saddle coil » ou bobine de selle (figure 84 A).
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A) Solenoid Birdcage Saddle

B)

Figure 84: A) lllustration des bobines RF volumiques les plus utilisées en IRM. B) lllustration d'une bobine de
surface. Le champ magnétique B est représenté pour chaque bobine RF.

Le choix entre ces bobines RF volumiques se traduira par un compromis entre homogénéité,
sensibilité et adéquation a 1'échantillon (forme et position de B par rapport a Bo). Le tableau 9
décrit ces différentes bobines ainsi que leurs principaux avantages et inconvénients (Doty et al.
2007; Alonso et al. 2013).

o Configuration de la bobine ne permet pas de
générer un champ B1 perpendiculaire a Bo, a
moins de la placer perpendiculairement a Bo.

e Moitié de la puissance transmise est
gaspillée.

e Sensibilité élevée

e S/Nélevé

Solénoide| e Bonne homogénéité du
champ B

e Champ B; généré
perpendiculaire a BO.
e S/N élevée

Birdcage e Bonne transmission de

puissance

e Facile a réaliser

e Résolution spectrale
élevée

e Bonne homogénéité du

Saddle champ By " Moitié de la puissance transmise est gaspillé
coil e Champ B; généré

perpendiculaire a BO.

o Faible inductance et
résistance

Tableau 9 : Liste des avantages et des inconvenants des bobines volumiques les plus utilisées en IRM.
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Les bobines de surface sont des bobines RF avec une conception trés simple. Grossiérement il
s’agit d’une boucle de fil circulaire ou rectangulaire, placée sur I’échantillon, permettant une
sensibilité magnétique ¢élevée. Ce type de bobine est généralement utilisée pour réceptionner
uniquement le signal RMN. En effet, lorsqu’une bobine de surface est utilisée en mode
émission/réception, une bascule inhomogene des spins peut apparaitre. De plus, ces antennes
ont un champ de vue restreint, limité a la surface de 1’échantillon. Leur utilisation permet de
réduire le volume de spins excité d’un échantillon et donc de diminuer le bruit instrumental lors
d’une acquisition. Ce type de bobine RF permet d’obtenir un S/B trés élevé a la surface d’un
échantillon. Cependant, la sensibilité magnétique varie en fonction de la distance par rapport a
I’antenne. Par conséquent, plus le tissu d’un échantillon est ¢loigné de la bobine, moins il est
sensible.

Dans notre étude, nous avons fait le choix de concevoir une bobine RF de type saddle. Ce type
d’antenne est largement utilisé en grande partie pour sa simplicité de fabrication et de réglage
comparé aux autres types de bobine (Salmon et al. 2006; Parsa et Mohammadzadeh 2019). Elle
est constituée de quatre conducteurs (tiges) en fil de cuivre disposés a la surface du cylindre
orient¢ dans la direction z. De plus, les bobines « saddle coil » sont caractérisées par plusieurs
grandeurs géométriques : son diametre D, sa longueur L, son angle d'ouverture o = 120°, et le
diameétre du conducteur d (Salmon et al. 2006).

A.3.4 Modge¢le ¢lectrocinétique : circuit RLC

Une bobine volumique RMN est un dipole électrique qui peut étre modélisé par :

*  Une tension induite ou force électromagnétique (e) qui résulte des variations du champ
magnétique suivant le retour a I’équilibre des spins.

*  Une résistance (R) qui rend compte de la résistance de la bobine (perte par effet Joule) et
de I’échantillon étudié (pertes magnétiques).

*  Une inductance (L) qui permet le stockage de 1’énergie magnétique

»  Une capacitance (C) représente la résonance électrique du circuit.

Circuit électrique d’une bobine Circuit tuning/matcing
R L Cm
— aYa'A\ |

i R: Résistance
Vsortie: L : Inductance
i C: Condensateur
i Ce: Condensateur tinning
i Cm: Condensateur matching
! Vsortie : Tension de sortie de [’antenne

®
©
||
I
2)
I
[
)

Figure 85: Représentation d’un circuit RLC avec son circuit tuning/matching (adapté de Coillot et al. 2016)

A.3.4.1 Le tuning : Accord en fréquence
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La fréquence de résonance d’une bobine RF doit coincider avec la fréquence de Larmor des
noyaux a imager : hydrogéne ('H), I’isotope du carbone (#C), du fluor (“F), du sodium (*Na)).
Pour cela, la bobine est généralement accordée a la fréquence de Larmor a I’aide d’un
condensateur réglable (Ct) en parall¢le de la bobine.

A.3.4.2 Le matching : Adaptation d’impédance

Lors d’une acquisition IRM, la bobine est reliée a un cable BNC (ligne de transmission). Pour
assurer un transfert d’énergie maximal entre la source d’alimentation et la bobine RF, il est
primordial que la bobine soit adaptée a 50 Q. Pour cela, un condensateur (Cm) en série est
ajouté au circuit de la bobine permettant de maximiser la puissance émise et de limiter la
puissance réfléchie qui pourrait endommager 1’étage d’entrée des amplificateurs RF.

A.3.4.3 Segmentation de I’antenne

Lors du développement d’une antenne, des condensateurs de segmentation (non variables) sont
placés de fagon réguliére le long du fil de cuivre qui compose la bobine RF. Ces condensateurs
ont pour role :

e De participer au réglage de la fréquence de résonance souhaitée.

¢ De maintenir le circuit RLC dans les approximations des régimes quasi stationnaires
(ARQS), c’est-a-dire de maintenir la méme intensité du courant en tout point d’une
branche du circuit RLC.

Les condensateurs de segmentation en étant placés a une distance de A/8 les uns des autres
permettent de négliger les effets de propagation des ondes présents a haute fréquence.

A.3.5 Fabrication d’une antenne « saddle coil »

Lors de notre étude portant sur 1’>*Na IRM, nous avons mis au point, une antenne de type saddle
coil. Les différentes étapes de fabrication de notre antenne, ainsi que les caractéristiques
choisies sont décrites dans cette partie.

A.3.5.1 Détermination de la fréquence de résonance en
fonction du noyau a imager et de I’imageur IRM

Avant toute chose, nous avons di déterminer la fréquence de résonance du noyau **Na
spécifique a un imageur RMN de 9,4T. Ainsi, il faut se rapporter a I’équation de Larmor :

wo = —YBy (28)
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La fréquence de précession (fréquence de Larmor) est décrite par 1’équation suivante :

—¥By
_ 29
fo= - 29)
Sachant que le rapport gyromagnétique du noyau de sodium est de 7,080x107 T-!'s!, la
fréquence de résonance du noyau sodium sous I’influence d’un champ magnétique de 9,4T est
de 105,921 MHz.

A.3.5.2 Calcul de I’inductance propre

La premiére étape consiste & connaitre 1’inductance propre (Lp) du fil de cuivre composant la
bobine. Le fil de cuivre est tout d’abord fixé sur le support de I’antenne saddle coil imprimé par
I’imprimante 3D (figure 86).

Figure 86: Dessin 3D de I’antenne saddle coil

Dans un second temps, nous avons placé un condensateur en paralléle de capacité connue. La
capacité du condensateur doit étre élevée permettant ainsi de négliger la capacité propre du fils
de cuivre, de I’ordre de quelques picofarads. Pour notre antenne, une capacité de 130 pf a été
utilisée.

Puis, a I’aide d’un analyseur de réseau (Méthode de Knight), I’inductance propre est décrite par
I’équation suivante :

1

b =G c

(30)

La fréquence de résonance de notre circuit est de 105,921 MHz et sa capacité de 130 pF ainsi,
I’inductance propre de notre circuit est de 1,737x10® H soit 0,1737 nH.

A.3.5.3 Segmentation de I’antenne

Puis la capacité totale du circuit (Ctot) a été calculée a I’aide de 1’équation suivante :

1

Cot = rfyex 1L 31)
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La fréquence de résonance de notre circuit est de 105,921 MHz et son inductance est de
1,739x10® H, ainsi la capacité totale du circuit (Ctot) de notre circuit est de 1,298x10°'° F soit
129,8 pF.

Les condensateurs de segmentation sont placés tous les A/10 = 28 cm. La longueur du fil de
cuivre utilisée pour I’antenne saddle coil est d’environ 51 cm. On en déduit qu’il est nécessaire
d’utiliser 2 brins de longueurs équivalentes et de placer deux condensateurs sur le circuit. Puis

en faisant varier les condensateurs de tuning/maching, si le pic de résonance (fréquence de
Larmor) est trouvé, alors la capacité déduite est adéquate.

A.3.5.4 Test in vitro dans I’appareil IRM

Une fois toutes ces étapes réalisées, la fréquence de résonance a été testée sur 1’imageur 9,4T.
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Résumeé

Les acouphénes sont caractérisés comme ¢étant des sons '"parasites" (crépitement,
bourdonnement, sifflement) provoqués en absence de stimuli externes. Ce trouble est présent
dans plus de 10% (12 a 30%) de la population adulte dans le monde. La prévalence des
acouphénes montre une courbe de croissance inquiétante. Les nouveaux modes de vie des pays
développés et émergents (exposition au bruit, urbanisation, etc.) accélérent cette tendance et en
font un probléme de santé publique majeur. La détermination de marqueurs physiologiques des
acouphénes chez 'homme et chez l'animal reste un défi pour la communauté scientifique.
L’objectif principal pour les chercheurs étudiant les acouphénes est de pouvoir fournir une
mesure objective afin de quantifier les caractéristiques acoustiques/perceptives des acouphénes.
Au cours des dernieres années, les possibilités apportées par la résonance magnétique sont de
plus en plus exploitées avec 1’utilisation d’une variété de techniques IRM (Imagerie par
Résonance Magnétique). De plus, des améliorations techniques et méthodologiques innovantes
chez I’animal ont été fournies, notamment par I'utilisation de nouveaux agents de contraste a
base de chlorure de manganése (MEMRI) ou de sodium (>*NaMRI).

Dans cette étude, nous avons développé une méthode d’analyse quantitative innovante basée
sur le taux de relaxation transverse (R2). Le but de cette méthode est de détecter précisément
l'accumulation d'ions paramagnétiques Mn?" accumulés dans les neurones actifs principalement
au travers des canaux calciques voltage-dépendants. La mesure directe du signal RMN dans des
régions spécifiques du cerveau permet de déterminer le pourcentage de changement de R2 entre
les zones auditives d'intérét par rapport aux régions non auditives. Nous avons démontré une
absorption de Mn?" nettement plus élevée dans le colliculus inférieur et le noyau cochléaire du
coté ipsilatéral et controlatéral chez le groupe de rat traité au salicylate de sodium. Nous avons
ensuite comparé la méthode AR2/R2 aux méthodes d’analyse MEMRI « standards », a savoir
le rapport signal sur bruit (SNR) et le rapport d'intensité du signal (SIR). La méthode de AR2/R2
est la seule technique a avoir révélé des résultats statistiquement significatifs dans les colliculus
inférieurs et les noyaux cochléaires de maniere bilatérale.

Puis, dans un second temps, nous avons développé une méthode d’analyse basée sur 1’ion
sodium (*Na IRM) sur un modéle animal induisant des acouphénes. Le sodium joue un role
important dans le métabolisme et occupe donc une place importante dans les applications
cliniques (tumeurs, accidents vasculaires cérébraux, et certaines maladies neurodégénératives).
Les résultats préliminaires obtenus ont montré une potentielle augmentation du volume de
I’espace extracellulaire dans les colliculus inférieurs chez le rat, en présence d’acouphénes.
Néanmoins, cette augmentation ne semble pas spécifique au systéme auditif en présence de
salicylate de sodium.
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Abstract

Tinnitus is an auditory phantom sensation (crackling, humming, whistling) experienced in
absence of an external stimulus. This disorder is present in more than 10% (12-30%) of the
adult population worldwide. The prevalence of tinnitus shows a worrying growth curve. The
new lifestyles of developed and emerging countries (exposure to noise, urbanization, etc.)
accelerate this trend and turn it a major public health problem. Over the recent years magnetic
resonance possibilities has been more and more explored with various MRI (Magnetic
Resonance Imaging) technics utilization. MRI methods can use contrast agents as manganese
chloride (MEMRI) or sodium (**Na MRI). These two contrast agents enable to obtain
quantitative data concerning neuronal functioning.

First, we developed an innovative quantitative method based on the transverse relaxation rates
(R2). The aim of this tool is to detect precisely the accumulation of paramagnetic ion Mn?*
accumulated in active neurons through voltage-gated calcium channels. The direct measure of
the NMR signal in specific regions of the brain allows to determine the percentage change of
R2 between auditory areas of interest versus nonauditory regions. We observed higher Mn?*
uptake in the inferior colliculus and the cochlear nucleus on the ipsilateral and contralateral side
with salicylate induced tinnitus group. Then, we compared the AR2/R2 quantification with some
other standard MEMRI analysis methods, namely the signal-to-noise ratio (SNR) and the signal
intensity ratio (SIR). The AR2/R2 method is the only technique showing statistically significant
results in inferior colliculus and cochlear nuclei bilaterally.

Second, we developed a new MRI method based on sodium ion (23Na MRI). Sodium plays an
essential role in metabolism and has an important place in clinical applications (tumors, stroke,
multiples sclerosis and muscular disease). Preliminary results revealed a potential increase in
the volume of extracellular space in the inferior colliculus in tinnitus animal model. However,
this increase does not appear to be specific to the auditory system in presence of sodium
salicylate.
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