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Introduction

INTRODUCTION

La science est en perpétuelle évolution, des techniques se sont développées et de
nombreux outils ont vu le jour depuis le début du XX siecle et permettent d’étudier les cellules. Le
microscope optique apparu en 1590, avec une résolution maximale de 0,2 um, nous offre une
vision des cellules ; le microscope électronique (le premier modéle date de 1931, la résolution
maximale est de 0,2 nm) nous entraine au coeur de celles-ci et nous donne une vision des
organites. L'électrophysiologie permet I'étude des phénomeénes électriques qui se produisent
dans les cellules. Pour mieux comprendre les mécanismes du vivant, pour observer de nouveaux
phénomeénes ou des phénoménes connus mais a une échelle différente, les scientifiques ont

toujours besoin de nouveaux outils.

L'imagerie par résonance magnétique (IRM, la premiére image est réalisée en 1973 [1])
est un outil de référence pour analyser le tissu mou. A son début, elle est utilisée de maniére
prédominante pour observer le systéme nerveux, elle présente I'avantage de ne pas endommager
la matiére et de pouvoir donner des images en trois dimensions. Elle permet aussi d’observer des

événements temporels comme le fonctionnement du cerveau.

Le sujet de ma these porte sur |'utilisation du manganéese en IRM dans le but d’observer
I'activité d’un neurone dans son réseau, tout en utilisant une résolution spatiale inédite dans le

cas d’une étude en IRM fonctionnelle.

Depuis quelques années I'emploi du manganése est énormément utilisé dans les
expériences sur les animaux car il permet de conserver une bonne résolution spatiale. Jusqu’a
maintenant personne n’a pu observer I'activité d’'un seul neurone seul ou dans son milieu sans
intervention chirurgicale. L’électrophysiologie en nécessite une, elle implique de planter une
aiguille dans le corps cellulaire, tandis que I'IRM est non invasive, il n’y pas besoin d’accéder aux

neurones pour les observer.

Le principal probleme en IRM est la résolution spatiale qui est limitée par sa sensibilité.

Pour contourner ce point j'ai utilisé conjointement des antennes microscopiques et des aplysies.

Si la microscopie par IRM permet d’acquérir des images de petits échantillons avec une
résolution bien supérieure a la normale (25 um contre 1 mm), elle reste insuffisante pour étudier
les neurones des mammiféres (leur taille est d’environ de 4 um). Afin d’étre en mesure d’observer
I'activité d’un neurone nous avons sélectionné le systeme nerveux des aplysies. Ces animaux
possedent des neurones de trés grande taille pouvant atteindre plusieurs centaines de

micrometres. De plus les aplysies ont un faible nombre de neurones ce qui simplifie la
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compréhension du fonctionnement du réseau. Vu le nombre d’études existantes sur le ganglion
buccal expliquant son fonctionnement, il nous a semblé que ce ganglion devenait un bon candidat

pour cette étude.

Pour étre en mesure d’observer un neurone d’aplysie, jai créé des antennes spécifiques
de la dimension du ganglion de I'aplysie permettant ainsi d’étre assez sensible pour atteindre la
résolution souhaitée. Une antenne plus complexe a été imaginée et testée pour pouvoir faire

deux acquisitions de deux systemes nerveux en méme temps.

Pour comprendre les mécanismes de controle, j'ai stimulé des animaux aprées injection de
manganese et observé 'activité des neurones par IRM. Il m’a été possible a partir des résultats
obtenus de comprendre les mécanismes mis en cause. L'étude a porté sur le comportement
alimentaire de I'aplysie lié au ganglion buccal. Ensuite, comme I'activité neuronale dépend entre

autre de I'action des neurotransmetteurs, j'ai observé cette action sur les neurones.

Ce document est composé de quatre chapitres. Le premier présente une description de la
physique de I'IRM et le procédé d’obtention des images. Il présentera les concepts utilisés par la
suite. Au chapitre 2 sera présenté tout le travail de conception, d’étude des antennes construites
pendant ces trois années de thése. Il sera présenté leurs différentes caractéristiques et leurs
limites. Le fonctionnement des agents de contraste sera expliqué dans le chapitre 3 ainsi que le
fonctionnement de I'IRM fonctionnelle. On commentera aussi le mécanisme cellulaire qui permet
au manganese de rentrer dans les cellules. Dans le dernier chapitre, il sera question de I'imagerie
fonctionnelle a I'échelle cellulaire appliquée sur deux études différentes. Tous les résultats
effectués sur les animaux seront présentés avec le protocole utilisé. Ce chapitre est divisé en deux

parties : les expériences in vivo et les expériences in vitro.
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Chapitre 1:
Principes de I’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)

En 1938, Isidor Isaac Rabi découvre la résonance magnétique, mais les premiéres
expériences ne se firent qu’en 1946 en paralléle par Felix Bloch (a I'université de Stanford) et
Edward Mills Purcell (a I'université de Harvard). lls recurent le prix Nobel en 1952 pour leur
travail. Ce qui fut le point de départ du développement de la Résonance Magnétique Nucléaire
(RMN). La RMN était essentiellement utilisée pour faire de la spectroscopie de petits échantillons.
Quelques recherches ont été effectuées sur des tissus d’étres vivants. En 1971, R Damadian
observa que les tissus tumoraux et sains ne possedent pas les mémes caractéristiques
magnétiques [2]. Il faudra attendre 1973 avec Paul Lauterbur qui en se basant sur le signal RMN
réalise pour la premiére fois une image [1]. En 1974, P. Mansfield fit pour la premiére fois I'image
d’un doigt (voir Figure 1) [3]. Lauterbur et Mansfield regurent le prix Nobel de médecine en 2003.
L'IRM est donc née. Le premier homme fut scanné le 3 juillet 1977 a New York par Raymond

Damadian. La premiére machine commerciale apparut en 1980.

Figure 1 : Une des premiéres images d’un doigt obtenu par IRM (0,35T) [3].

1.1. Principe de la RMN

Les explications et les formules sont obtenues (sauf exception) a partir de la description
classique d’'un systeme de spin, qui est suffisante pour comprendre les mécanismes de la

résonance magnétique.
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Le principe général de la RMN est basé en premier lieu sur un champ magnétique
puissant (de quelques Tesla comparé au 47 uT du champ terrestre) et homogéne qui crée une
aimantation des éléments étudiés par alignement des moments magnétiques des spins. En
deuxieme lieu, il est nécessaire de créer des champs magnétiques oscillants plus faibles appelés
radiofréquences qui viennent modifier |'alignement des spins. Ce phénoméne appelé

« précession » génere a son tour un signal mesurable.

1.1.1 DESCRIPTION

Un systeme RMN est constitué d’un aimant (permanent, d’une bobine supraconductrice
ou résistive) et d’une antenne dans laquelle on place les échantillons. Une représentation
simplifiée est présentée sur la Figure 2. Une onde radiofréquence est émise a une fréquence bien
précise qui permet de faire résonner le systeme (la fréquence de I'onde est fonction de I'intensité
du champ de l'aimant et du noyau étudié, pour le proton, on a par exemple 128 MHz pour un
aimant de 3 Tesla). A partir du signal recu, on peut réaliser des spectres fréquentiels de
I’échantillon. En revanche, on ne peut réaliser des spectres que sur les atomes ayant un spin non
nul, par exemple : I’hydrogéne, le carbone 13, le sodium 23... Une fois le spectre obtenu, une
analyse plus poussée permet de déduire : les liaisons chimiques, les molécules liées a I'élément

étudié, la concentration de chaque élément, etc.

Onde RF du Onde RF
spin extérieur

Figure 2: Illustration simplifiée d’une RMN. Une onde Radio Fréquence (RF) est émise
sur_l'atome d'hydrogéne soumis a un champ magnétique constant. Son spin se met alors a
résonner. Pour revenir a un état stable, il diffuse a son tour une onde RF.
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Passons a la physique qui décrit ce systéeme. Le moment magnétique d’un spin est défini

par:

ou I est le spin; h=2mh=66310"3*m2kgs~! est la constante de Planck et
yn correspond au rapport gyromagnétique du noyau. Par la suite, on constatera que le noyau

d’hydrogene (le proton), a pour caractéristique :

1 Yu
=— ot — = 42. 1-2
I 5 et o 42.58 MHz/T (1-2)

Le y le plus élevé est obtenu pour le proton.

Sous un champ magnétique H d’une amplitude H, appliquée selon I'axe z, I'énergie

magnétique est :

E = —jiy.H = yyhH,l, (1-3)

. 1 . . .
Or pour un spin [ = i; (cas du proton), nous obtenons deux sous-niveaux d’énergie :

E,1/2 pour le spin +1/2 et E_; /, pour le spin -1/2. lls sont séparés de :

Ei1/2 —E_1/2 = hwg = huy = yyhH, (1-4)

La fréquence de Larmor correspond a la fréquence de rotation du spin sur un cone centré

sur le champ H,,. La rotation du spin est similaire a une toupie sur le sol comme illustre la Figure 3.
Le mouvement de rotation d’un spin est appelé mouvement de précession. La fréquence de ce

mouvement a pour valeur :

Wg = VNHO (1_5)

Figure 3 : Illustration du mouvement de précession du spin (en bleu) d’un atome (en

rouge) d’un angle o au tour du champ magnétique By avec une fréquence y.
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Les champs magnétiques utilisés en RMN et en IRM vont de 1,5 T a 23,5 T. On a donc une
plage fréquence de Larmor allant de 64 a 1000 MHz. Pour donner un ordre d’idée en France, ces

valeurs se situent dans la méme plage que les ondes radio et de téléphonie mobile.

D’aprés Boltzmann, lorsqu’un ensemble de spins est soumis a un champ magnétique, les
spins s’orientent sur I'axe du champ soit dans le sens paralléle soit dans le sens contraire
(antiparallele), la répartition de la population entre ces deux états : paralléle N, et antiparalléle

N_ sous un champ magnétique H,, est défini par :

N_ ( hwo) _ ( hyNHO) (1-6)
N, P ) TP T

Ou k =1,3810723 m2kg s2K~1! est la constante de Boltzmann et T la température en

Kelvin.

L'état le plus favorable est I'état paralléle, car c’est I'état avec I'énergie la plus basse. On
peut remarquer que la distribution des spins est dépendante de la valeur du champ magnétique.
Nous obtenons pour le proton, a une température ambiante pour un champ magnétique de 17 T,
une différence de population de 0,001 % entre I'état paralléle et antiparalléle en faveur de I'état

paralléle soit seulement 10 ppm des spins.

L’aimantation totale d’un ensemble de N spin | est :

232
y hel(I + 1)
= — 1_7
M=N KT Hy (1-7)

Cette formule est obtenue en calculant la somme de tous les moments magnétiques.

1.1.2 LES TEMPS DE RELAXATION

1.1.2.a) Origine de Ty

Prenons un systeme de N noyaux identiques placé dans un champ magnétique FO) sans

interaction avec I'extérieur. Un champ radio fréquence (RF) : ﬁl) est appliqué a t=0 pendant un

temps tres court. L'équation du mouvement décrivant ce systeme est :

M
E= YyMAH, (1-8)
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La projection sur les axes X yet Z de cette équation, nous donne deux équations :

dM, dM,, -
= — 1'9
o 0 P Y M, , AHq (1-9)

Les équations (1-9) sont incomplétes. Elles n’intégrent pas I'interaction des noyaux avec

le réseau. Le systeme tend a s’équilibrer vers M, = 0 et M, = M,

Suite a la perturbation, on suppose que le retour a I’équilibre de M, se fait a une vitesse

constante proportionnelle a : M, — M. Récrivons I’équation (1-9) selon Z :

dM,
dt

1
=T (M, — My) (1-10)

Cette équation est la projection sur 'axe Z des équations de Bloch. Les équations de Bloch

permettent de calculer I'aimantation totale en fonction du temps a I’échelle macroscopique.

On appelle T, le temps de relaxation longitudinale spins réseaux, il correspond au temps
de retour a I'équilibre thermodynamique. Les valeurs sont en général comprises entre une dizaine
de millisecondes et quelques secondes qui dépendent de la propriété de la chimique et physique
de I'environnement des spins et du champ magnétique statique. Les deux composante M, ,, et M,

ne sont pas soumis aux mémes interactions physiques.

1.1.2.b) Origine de T; et de Tz*

On considere un cas simple d’un échantillon placé dans un solénoide faisant office
d’antenne. Ce solénoide a N spires et une section S. La variation du champ M, (t) aprés une

impulsion de g est:
M,.(t) = cos (a)ot - E) (1-11)
2

La force électromotrice (fem) de la bobine correspond a :

do dM,
= —_-— = —N
¢T Tt Sat

T
= NSw, sin (wot — E) = —NSw, cos(wyt) (1-12)

Pour simplifier, I'onde radiofréquence (RF) émise par I'antenne a la méme fréquence que
le référentiel tournant. De ce fait, dans le référentiel tournant, I'aimantation adopte un

mouvement de précession de fréquence yh = w, — w,s ou h représente le champ local sur le

noyau. Le vecteur M(t) contient toute I'information de la force électromotrice car il est détecté
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en phase et en quadrature. Dans le plan perpendiculaire, ce vecteur représente directement le
signal noté de la maniere suivante :

M (8) = M (t) + i M, (¢) = M, (0)e ™ »* (1-13)

En pratique le signal obtenu est démodulé de la fréquence d’irradiation. On obtient alors :

M, (t) = M, (0)e (@p=@r))t = M_(0)e Nt (1-14)

Comme I'amplitude de I'aimantation transversale diminue avec le temps, il faut définir

une constante de temps T, appelée temps de relaxation spin-spin. On a alors :

t
M. () = M_,_(O)e_iyhte_T_Z (1-15)

Cette interaction entre spins a tendance a détruire la cohérence entre eux.

L’équation différentielle dont (1-15) est la solution est

e a—

dM _— —_—
=Y - Y Myy AHo — My (1-16)
2

dt

L’équation (1-16) est la projection sur X et y des équations de Bloch.

En considérant qu’il existe une proportion p(h)dh de spins qui n’est pas soumise a un

champ H mais a un champ H + h. (h est différent de celui utilisé précédemment.) On suppose
que le temps T, est le méme pour tous les spins. Et comme fjozo p(h)dh = 1, 'aimantation peut

donc s’écrire de cette manieére :

+00
M, (£) = My(£) + i My (t) = Moe™t/™ f p(h)e~ "t dn (1-17)

On définit alors le temps de corrélation T, par :

1

T, = m -[0 Im(M+(t))dt (1-18)

La durée typique du signal est caractérisée par T,. La largeur spectrale est représentée

par 1/T;. On peut distinguer la partie homogéne de la partie inhomogene. Cette inhomogénéité
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est due a la non homogénéité du champ H,, de I'application d’un gradient ou de I’échantillon.

Cette inhomogénéité est représentée par Aw :

1_1 + A (1-19)
—_— w -
T, T,
Attention, dans la pratique, le champs H, est homogéne seulement dans un volume
réduit au centre de I'aimant. La qualité des spectres et des images pour I'IRM est dépendant de

cette homogénéité. Le champ doit étre le plus homogéene possible.

La valeur de T, est inférieur a T, et T, est inférieur a T;. De plus T; augmente avec le

champ magnétique tandis que T, et T, diminuent.

1.2. Les gradients et le shim

1.2.1 LE SHIM

Pour obtenir une qualité d’acquisition optimale, il est nécessaire d’avoir un champ le plus
homogene possible au centre de I'aimant. Mais en pratique, la présence de nombreux éléments
(les antennes, I'échantillon, les circuits électroniques...) et les différentes interfaces entre les
milieux (comme entre I'eau et I'air) déforment les lignes du champ. L'intérét du shim est de
réduire ces différentes perturbations en améliorant 'homogénéité. Pour cela, le shim est
constitué de plusieurs bobines (en cuivre) réparties dans tout le tunnel de I'aimant. Mais la

recherche d’un optimal est complexe [4], elle consiste a résoudre I’équation suivante :

AB =0 (1-20)

La solution peut s’exprimer en coordonnées sphériques sous la forme de plusieurs
harmoniques. Les harmoniques d’ordre supérieur ou égal a un représentent les erreurs. Pour les
faire disparaitre, il est nécessaire d’ajouter un champ magnétique a I'aide de plusieurs bobines qui
annulera les harmoniques indésirables [5]. L’ajustement du courant de chaque bobine peut étre
réglé manuellement ou grace a des algorithmes. Le shim (I'ajustement de I'homogénéité du
champs) peut étre réalisé sur tout le volume de I'antenne, ou dans un volume restreint appelé
zone d’intérét [6]. Dans la majorité des cas, on préfére travailler sur une zone d’intérét restreint

plutot que sur tout le volume. L’'homogénéité du champ est ainsi meilleure.
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1.2.2 LES GRADIENTS

La plus grande distinction entre IRM et une RMN, est la présence de gradients sur la
premiere et pas sur la seconde. Cet élément permet de réaliser les découpes de I'espace en

voxels. Trois gradients sont présents, un pour chaque axe de I'espace.

On caractérise les gradients par leur intensité exprimée en tesla par metre et leur dérivée
temporelle maximum exprimant leur habileté a changer rapidement de valeur. En régle générale
leurs intensités maximales sont de quelques centaines a plusieurs milliers de milli teslas par
metre. Le champ magnétique produit est beaucoup plus faible que le champ de I'aimant de I'IRM.
Des courants de Foucault créés par les variations du champ, pendant les acquisitions, peuvent
étre néfastes au signal. De plus, les forces de Lorentz apparaissent, elles sont a I'origine du bruit
caractéristique des IRM. Pour moins géner les patients, des efforts sont réalisés sur les systéemes
cliniques pour diminuer le bruit. Les forces de Lorentz ont aussi pour conséquence de faire vibrer

le systeme et I'échantillon.

La présence des gradients revient a ajouter un champ magnétique, la fréquence de

Larmor change donc localement, la formule devient :

w(t,x,y,z) = yN||F0> + 5(1:, XY, z)|| (1-21)

On a 5, le champ magnétique créé par les gradients au point (x,y, z) représentant les

- —_—

coordonnées du spin étudié. Seule la composante de G parallele a Hy influencera la fréquence de
Larmor, et les composantes normales n’auront d’incidence que sur la direction de champ
magnétique pergue par les spins. Ceci s’explique parce que G est trés petit devant H,. On peut

alors écrire :

Hy + G(t,x,y,2) = (Ho + g(0.7(x,y,2)) Z (1-22)

g représente le vecteur gradient (en T/m). On considérera que g(t) est constant selon x,
y et z. Dans la pratique, les gradients ne sont pas parfaitement linéaires. Le vecteur # correspond

aux coordonnées du spin étudié.

Les équations (1-10) et (1-16) sont en réalité les projections de I'équation de Bloch.

Analysons ces équations lors de la présence d’'un champ magnétique supplémentaire 5(t)

représentant le champ créé par le gradient :
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rdl\sit) =y (M) A (g + G(0)). % — ngt)
dM o .,
{ dit) = yN(M(t) A (Hy + G(t))j} _ ;(t) -
g 2
MO _ (W) A [+ E0)).7 — 2~ Mo
dt )

Z

Le vecteur M(t) représente I'aimantation des spins. On considere T; et T, tres grands et

G (t) petit devant Hy pour simplifier les équations. La solution est de la forme suivante :

t

(

M, = M, exp <i YN (HO + f g(M).7(x,y,2) dT> t>
0

¢
M, = M, exp (i YN <H0 + f g(T).7(x,y,2) dT> t)
0
kMZ = cst

(1-24)

Considérons maintenant un élément de volume dV de coordonnées (x,y, z), avec une
densité de spin p(x,y, z). Le signal obtenu par cette portion est proportionnel a son aimantation.
On a:

S« p(x,y,z) dV M(t) (1-25)
Ce qui donne :
t—)
dS « p(x,y,z) dV exp <i YN (HO + f g(M).7(x,y,2) dT> t> (1-26)
0

t

dS < p(x,y,z) dV exp(i wg t) exp <i VN (J. ﬁ.?(x, Y, Z) dT) t) (1-27)
0

Le signal du volume est ainsi :

t—)
S(t) = fﬂ p(x,v,z) exp(iwg t) exp (i YN (_[ g(T).7(x,y,2) dT) t) dxdydz  (1-28)
0

t
S(t) = fff p(7) exp(i wy t) exp (i YN <f ﬁ.? dT) t) dr (1-29)
0
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1.3. Acquisition de I'image

1.3.1 L’ESPACE DES K

Au contraire des autres techniques d’imagerie (optique, radiologie...), en IRM,
I'acquisition ne se fait pas dans I'espace réel (celui du laboratoire) mais dans 'espace fréquentiel :

I'espace k.

A partir de I'équation du signal obtenu précédemment, lors de la présence d’un gradient,

on peut définir k avec :

YN

k() =

t
g(T).7dT (1-30)
0

On a comme correspondance entre les deux espaces :

1
5= (1-31)
2 kmax
FOV = i (1-32)
Ak

Les variables § et Ak sont respectivement la résolution spatiale et fréquentielle, tandis
que FOV correspond au « Field Of View », c'est-a-dire a la dimension de I'espace de vue dans
I’espace réel. Sur chaque axe de I'espace, ces variables ont des valeurs différentes selon les
parameétres de I'image acquise. Par exemple, la résolution spatiale et fréquentielle selon I'axe x

peut étre différente de celle de I'axe y.

La transformée de Fourier permet de passer de I'espace des k a I'espace des réels. La
résolution des images est dépendante du nombre de points acquis. Cependant, I'accélération
d’encodage ou/et le « zéro filling » influence ce nombre. Ills permettent d’augmenter

artificiellement la résolution de I'image ou facilitent la reconstruction de I'image.
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Figure 4 : A : Illustration du remplissage de ’espace des k. B : Schéma illustrant la

réalisation a 1’aide des gradients du déplacement effectué sur 1’illustration A avec une impulsion

d’excitation d’angle a. Tx correspond a la transmission et Rx a I’activation de la réception.

L’amplitude et la durée des gradients sont a 1’échelle et les couleurs correspondent a chaque

déplacement dans A.

L'espace des k peut étre parcouru de maniére linéaire, circulaire ou aléatoire. Sur la
Figure 4, le remplissage est linéaire. La Figure 4 B permet de comprendre comment est réalisé le

déplacement a I'aide des gradients.

1.3.2 ACQUISITION

Une séquence d’acquisition est une succession d’impulsions d’excitation, de gradients et
de réceptions. Les gradients servent comme on a vu précédemment a parcourir I'espace des k en
2D ou 3D, mais ils permettent aussi de sélectionner la coupe lorsque I'on est en 2D en appliquant

un gradient non nul lors de I'excitation.

L'avantage des images 2D (multi coupe) est leur faible temps d’acquisition. Il est alors
possible d’atteindre une résolution convenable et la distance séparant les coupes est libre.
L’acquisition 3D permet d’obtenir plus de signal et aussi une meilleure résolution spatiale caril n’y

a pas de gradient de sélection de coupe.

Il existe plusieurs types d’impulsions d’excitation. Le but premier est d’exciter les spins
seulement sur une tranche le plus précisément possible (la tranche la plus fine et de ne pas
exciter les spins voisins). Le profil optimal est un profil rectangulaire dans I'espace fréquentiel. La

sélection des spins se fait sur leur fréquence a I'aide des gradients (voir Figure 5).
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Les deux excitations les plus connues sont : I'impulsion rectangulaire et le sinus cardinal.
Le premier est surtout utilisé pour des excitations large bande, ainsi les impulsions sont tres
courtes. Dans I'espace fréquentiel on obtient un sinus cardinal. L’excitation n’est pas proprement
sur une tranche précise, ce qui serait possible si I'impulsion était suffisamment longue. Tandis que
le sinus cardinal devient par la transformée de fourrier une fonction carrée. Dans tous les cas,

lorsque I'on augmente la puissance de I'impulsion, I'angle d’excitation augmente.

Pulse d’excitation Bande passante

sinus cardinal

Figure 5 : Schéma d’une sélection sélective réalisée par une impulsion d’excitation en

. . . . Band t - e .
sinus cardinal. Un gradient G, est présent. On a Ax = W. TF signifie : Transformée de
X

Fourier.

L'expression du signal RF émis a I'antenne s’écrit sous cette forme :

Srf emis(t) = P A(t, Aw) glwot (1-33)

avec wg représentant la fréquence de Larmor du spin étudié ; et A(t, Aw) représentant la

fonction définissant la forme de I'impulsion.

Cette fonction est dépendante de la bande passante voulue, (la largeur de la coupe dans
I'espace des k). La puissance P du signal dépendra de I'angle souhaité. On remarque que I'onde
émise peut se décomposer en deux parties : I'impulsion A(t, Aw)et I'onde porteuse (P e‘®ot) 3

une fréquence wg. Par exemple pour un sinus cardinal, on a :

A(t, Aw) = sinc (AT(U t) (1-34)

En IRM, la réception pourrait se faire directement apres I'impulsion d’excitation, mais il
est préférable de procéder a I'acquisition avec un écho. Deux raisons expliquent ce choix, la
premiere est que le maximum du signal sans écho est instantanément apres I'impulsion, or,

I’électronique a besoin de temps pour pouvoir éviter I'onde transmise qui saturera le récepteur,
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et aussi aux gradients de parcourir I'espace des k. La deuxieme raison est que lors d’'un écho de

spin, on obtient le signal non coupé et sans effet T

A 90° 180° 90°
TE/2 TE/2
— —f—
t
| [ I N
Gread t
....... _é
Gpel t
....... ———
Gpez t
_ TV S
t

B a
T
....... ——
T
t
....... ——
Gread t
....... _ﬁ
Gpel t
....... ———
Gez % t
T 5
Rx LA X

Figure 6: Schéma illustrant différents éléments constituant un écho de spin (A) et un

écho de gradient (B) selon le temps. T correspond au temps d’écho, Tx a la transmission, et Rx a

la_reception. Tandis que Geaq. Gpe: €t Gyep sont les différents gradients du systéme. Geuq

correspond au gradient « read », et Gpe au gradient « phase ». Chaque gradient encode une

direction de 1’espace. On peut intervertir les différentes directions. Ces diagrammes sont la

r 3 . o, . 1
représentation d’une acquisition en 3D".

Deux techniques sont la base de la majorité des séquences utilisées en IRM, et

permettent d’avoir un écho :

- L'écho de spin est la méthode la plus simple. La Figure 6A schématise une

représentation temporelle des différents éléments constituant

I’écho.

Pour

comprendre faisons un paralléle avec une course. A I'impulsion 90°, le stop départ est

donné, mais d a I'inhomogénéité du champ magnétique, tous les spins (coureurs) ne

vont pas a la méme vitesse. A Tz°/2, on leur demande de faire demi-tour (ce qui

correspond a Iimpulsion 180°). A T, tous les coureurs arriveront en méme temps sur

la ligne de départ. Mais tous les spins n"auront pas effectué la méme distance. Ce qui

nous importe est qu’a ce moment-la, tous les spins se refocalisent et le signal est

maximal. Le temps de répétition est défini par le temps séparant les deux impulsions

de 90° (voir la Figure 6A). A chaque encode de ligne dans le K-space, la paire

d’excitation 90 et 180° est répétée.

- L’écho de gradient est dii au déphasage créé apres I'impulsion d’angle a (a < 90°)

avec le gradient Gie,q¢. A mi-temps, le gradient s’inverse. Au final, a Tg, I'intégrale du

! Toutes les acquisitions réalisées au cours de cette these seront en 3D. Il a été nécessaire d’avoir
une résolution spatiale isotropique. Tout le volume acquis est utilisé pour I'analyse quelque soit
I'orientation de I'image. De plus une acquisition 2D multi coupe n’aurait pas permis d’atteindre la résolution
souhaitée. Les coupes de sélection ont une largeur supérieure au 25 um voulue.

2 Tk, signifie Temps d’Echo

31



Chapitre 1:
Principes de I’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)

gradient est nulle. Les spins ont alors tous la méme phase. On a ainsi la refocalisation
des spins. La figure 2B représente le schéma temporel de cet écho. Le temps de

répétition correspond au temps entre deux impulsions d’angle a.

1.4. Quelles séquences pour avoir

I'image voulue ?

Cette partie expligue comment en agissant sur les parameétres d’une séquence (Tg, T et
I'angle d’excitation), I'image obtenue permet d’avoir une image pondérée T;, T,, ou d’obtenir la

densité de spin.

Le chapitre 3.3.2 décrira en détail les séquences utilisées lors des différentes acquisitions

effectuées durant cette these.

La formule, ci-dessous, du signal de I’écho de spin exprime I'influence des parametres Tg

et Tg sur le contraste de I'image.

_Te _Tr
S(TR, TE) X Po€ T2 <1 —e TN > (1'35)

Pour un écho de gradient, seuls les parametres conseillés seront exprimés.

1.4.1 IMAGE DE LA DENSITE DES SPINS

Pour obtenir une image montrant la densité des spins il faut :

— dans le cas d’'un écho de spin: un Ty court devant T,et un Ty long devant T;.
L’équation du signal devient dans ce cas-la: S(Tg > Ty, Ty K Ty) < po.
— dans le cas d’un I'écho de gradient : un Tg court et un Ty long pour obtenir un

contraste similaire.

La séquence la plus utilisée est I’écho de gradient. Mais dans la pratique, le contraste de

I'image sera aussi dépendant de T
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1.4.2 IMAGE PONDEREE EN T1

Les conditions pour obtenir une image pondérée en T;sont :

— en écho de spin : un Tg trés petit devant T, et Ty similaire a T;. L'expression du

signal est alors S(Tp K Ty, Tp K T,) & pOTT—R. On remarque que le signal est
1

aussi dépendant de la densité de spin.
— Pour une séquence en écho de gradient, un Tg et un angle d’excitation grand

(supérieur a 40°).

Les deux solutions les plus fréquemment utilisées pour obtenir la valeur de T; sont les

suivantes :

- Faire varier Ty, on obtient la valeur de T; avec cette formule :

_Tr
S(Tg) = S, (1 —e T1> (1-36)
- Faire varier le temps d’inversion T, sur les séquences avec un « inversion recovery »

_Tr
S(T}) = Sqrst <1 —INVe T1*> (1-37)

Avec T; ¥, temps de relaxation apparent, on obtient T;, mais I'équation dépend de

la séquence utilisée.

180° 90° 180°
RF LA
pulses et signal v t>
Gread >
Gpe1 |
Gpe?2 >
MEETERG TE g

Figure 7: Schéma temporel d’un élément d’une séquence avec 1’inversion recovery avec

T;. le temps d’inversion et Tg le temps d’écho. Le temps de répétition Tp nécessite d’étre long.
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1.4.3 IMAGE PONDEREE EN T>

Une image pondérée en T, est obtenue avec:

— pour un écho de spin : T grand devant T; et T de 'ordre de T;. Le signal obtenu

_Tg
sera de cette forme: S(Tgx » Ty, Tz = T,) < pge Tz. On remarque qu’il est

dépendant de la densité de spin.

— pour un écho de gradient : un T long avec un faible angle de bascule.

1.5. Les Antennes

1.5.1 DESCRIPTION

Les antennes sont la premiere interface (voir la Figure 8) entre le signal émis par les spins
et l'image affichée sur I'écran. Elles sont donc un élément a ne pas négliger pour obtenir les
images ou les spectres. En IRM, les antennes mesurent généralement de un a quelque
centimetres. Leur taille est du méme ordre de grandeur que la zone observée. En RMN pour
I’étude de certains échantillons, il est fréquent d’utiliser des antennes de quelques millimetres de

diametre.
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Antenne

Transmission (Tx) : : Réception (Rx)

Onde RF

0 H o

+

Figure 8: Schéma simplifié d'une RMN ou IRM avec une l'illustration d’une antenne. Son
role est d'émettre une onde RF a partir de I'onde transmise par le canal transmission, de recevoir
les ondes RF des spins et de les convertir en onde électrique qui sera envoyée sur le canal de
réception de la machine.

La forme des antennes différe selon les types d’utilisations : antenne pour la téte, pour le

ceeur, ou le genou.

Les différentes formes permettent d’étre au plus prés de la zone acquise et ainsi

d’augmenter le rapport signal sur bruit.
Les antennes doivent respecter plusieurs caractéristiques :

e Fréquence de résonance : elle doit étre la méme que celle des spins. Cette
fréquence, comme on I'a vu dans le chapitre précédent, varie en fonction de
I'intensité du champ magnétique de I'IRM et de I'atome étudié. La fréquence
pour du Carbone 13 est différente de celle de I'Hydrogéne.

o Taille: la taille varie en fonction de I'objet a imager. Elle est différente selon
gu’on l'utilise pour les rats, les souris, ou pour les hommes (téte, coeur ou corps
entier). Elle est proportionnelle au volume étudié.

e Forme géométrique : elles peuvent étre surfaciques, tangente a une surface, ou
volumiques. Une antenne surfacique est constituée d’une boucle d’un fil
conducteur (comme le cuivre) tangent a une surface de la zone étudiée. Une
antenne est dite volumique quand on y met I'objet a I'intérieur d’elle-méme Il y a

plusieurs sortes d’antennes volumiques selon la construction de I'antenne, par
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exemple une « cage d’oiseau » est construite comme une cage d’oiseaux ou une
antenne parallele avec N éléments. En étude clinique, des antennes multi
éléments (antenne parallele) font leur apparition depuis quelques années. La
premiere raison est qu’avec 'augmentation du champ magnétique, il est apparu
une perte de signal dans certaines zones du cerveau. Pour supprimer cette perte
la solution est de pouvoir faire des acquisitions par portion de volume zone la
plus proche de I'antenne ce qui augmente la sensibilité [7]. Des séquences telles
que GRAPPA [8] ou SENSE [9], permettent de diminuer le temps d’acquisitions
lors d’utilisation d’antenne parallele [10].

e Cryosonde ou non : en préclinique, I'apparition de cryosonde, antenne construite
a partir de supra conducteur refroidi a I’hélium, permet d’augmenter le signal sur
bruit d’un facteur supérieur a 2 [11].

e Depuis peu, des recherches sont effectuées sur des antennes rotatives [12].

1.5.2 RAPPORT SIGNAL SUR BRUIT RSB ou SNR

Le rapport signal sur bruit (RSB) ou le SNR (Signal to Noise Ratio) permet de caractériser
I'efficacité d’une antenne et/ou d’une acquisition. Le bruit en IRM ou RMN correspond a
I’ensemble des parasites dus a toutes la chaine électronique, des artéfacts ou mémes des
appareillages autour de la machine. Le bruit est a I'origine de la dégradation des images. Pour
comparer ce rapport entre différentes antennes, il est nécessaire que les parametres de
I'acquisition soient identiques. Seuls le nombre de points acquis et la taille du volume acquis
n’influencent pas ce rapport si la résolution de I'image est conservée. La formule pour calculer le
RSB est : la moyenne du signal dans la zone d’intérét divisée par I’écart type du signal dans le vide

(I'air). Le RSB est considéré correct quand il est supérieur a 20 [13].

amplitude du signal
SNR = RSB = — - (1-38)
écart type du bruit

nombre de mesures
RSB = Cts * (volume du voxel) * (1-39)
bande passante

(1-40)

RSB — Clo s <FOVx FOV, FOVZ> NNy N Ny

N, N, N, BW

Avec FOV la dimension du champ de vue et N le nombre de points d’encodage de phase

ou de fréquence. N, est le nombre de répétitions et BW la bande passante du récepteur.
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En se basant sur les calculs obtenus dans l'article [14], on peut exprimer le RSB
approximatif en fonction des dimensions de I'antenne. On considére un solénoide avec un

nombre de tours important et une longueur égale a son diametre :

V.
RSB « 75 (1-41)

V; correspond au volume de I'échantillon, et r au rayon de I'antenne.

1.5.3 FACTEUR DE QUALITE

Une antenne dans la majorité des cas correspond a un circuit RLC. On utilise alors la

notion de facteur de qualité défini par :

Wo
Q= 1-42
Awszgp (1-42)

La valeur du facteur de qualité dépend de la fréquence wy a laquelle I'antenne

fonctionne, tandis que Aw;4p correspond a la largeur du pic de résonance a -3 dB.

Plus Q sera élevé, meilleure sera I'antenne, moins il y aura d’énergie perdu.

Q peut s’exprimer aussi sous cette forme :

énergie emmagasinée

1-43
puissance dissipée ( )

L'énergie emmagasinée est I'énergie stockée sous forme magnétique a travers
I'inductance, tandis que la puissance dissipée est la puissance perdue par I'antenne par effet

Joule.
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2.1. Antennes microscopiques

Les manipulations nécessaires a ma thése impliquaient d’acquérir des images

d’échantillons inférieurs a 2 mm, il m’a donc fallu construire des antennes spécifiques.

La géométrie de I'antenne est dictée par le conteneur de I'échantillon. Dans notre étude
les échantillons ont été placés soit dans un capillaire de 2,5 mm de diametre extérieur soit dans
une boite de pétri. De plus, comme expliqué au chapitre 1.5.2, il est préférable que la dimension

de I'antenne soit la plus proche possible de celle de I’échantillon pour obtenir un signal maximal.

Méme si mes antennes sont de dimension millimétrique, elles ont permis d’obtenir des
images d’une résolution inférieure a la centaine de micromeétre. On préfére les nommer
« antennes microscopiques » pour marquer la différence avec les antennes pour les petits

animaux (rongeurs).

Toutes les antennes ci-dessous sont a la fois émettrices et réceptrices. Le signal transite

dans les deux sens sur un seul cable coaxial.

2.1.1 SPECIFICATIONS ET CIRCUIT

Chaque antenne doit comporter un petit circuit qui permet de régler sa fréquence de
résonance (le « tune ») et son impédance (le « match »). En radio fréquence, une ligne doit dans

la majorité des cas avoir une impédance de 50 ohms a la fréquence du signal transporté.

Le circuit utilisé sur toutes mes antennes a été identique. Seules les valeurs des
composants changent. Les schémas du circuit sont présentés sur les Figure 9 A et B pour
respectivement I'antenne surfacique et volumique. Ct et Cm sont deux capacités réglables. Ct,
contrdle la fréquence de résonance, et Cm modifie I'impédance du circuit. L'impédance du circuit,
une fois réglée, doit valoir 50 Q, a la fréquence de résonance. Le choix des valeurs C1 et C2
(capacités cf Figure 9) a été fait en testant les antennes avec un fantdme d’eau de telle maniere
que la fréquence de résonance de 'antenne corresponde a celle des spins. A 17T, la fréquence
correspond a 730,2 MHz.

Il est conseillé d’avoir la bonne fréquence de résonance de I'antenne lorsque les capacités
variables ne sont pas a leurs extremums. Car une fois placée dans le tunnel de I'IRM, un effet de
blindage créé par la structure métallique de I'aimant peut modifier la fréquence de résonance de

I’'antenne. De plus, selon I’échantillon, la fréquence de I'antenne change.
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A V'arriere du circuit, des zébras en cuivre ont été réalisés pour faire la masse. Un ruban
adhésif diélectrique la protégeait. Les zébras ont permis d’éviter les courants de Foucault qui

peuvent perturber I'antenne. Les circuits ont été obtenus par gravure au perchlorure de fer.

Le cable reliant le circuit a I'IRM faisait environ 3 m 90 de long. Le tunnel du 17T mesure

3m de long. J’avais besoin de pouvoir régler mon antenne devant le tunnel sans la débrancher.

Le réglage du tune et du match pouvait se faire a l'intérieur de I'IRM. Un outil de
visualisation est présent sur la console de contréle de I'IRM. Il permettait de savoir si I'antenne

était correctement réglée.

A B

\ | —

i B e
C=lpF—— == Can=0,4-2,5 pF Ci=1pF ~0.8-8.0 oF 7% Crmaten=0,4-2,5 pF
Coune=0,8-8,0 pF Ciune=0,8-8,0 p

Figure 9: Schéma du circuit électrique des antennes : A antenne surfacique et B antenne
volumique. Les valeurs des différentes capacités utilisées sont inscrites sur le schéma. Le bleu
représente la partie antenne qui est séparée du circuit.

—— C,=4,7 pF || —— G=47 pF

2.1.2 AMELIORATION DE L'UNIFORMITE

L'uniformité du champ émis par I'antenne (B1) et celle de I'aimant (B0O) aurait pu étre

améliorée a l'intérieur de I'antenne :

e Soit en utilisant du Fluorinert™ FC40. Cette solution a I'avantage d’avoir la méme
susceptibilité magnétique que le cuivre. Par contre I'antenne devait pouvoir étre
immergée dans la solution.

e Soit en utilisant une résine avec du sel Dy(ll)NOsCl,,H,0 [15], [16]. On devait
mesurer la susceptibilité du cuivre utilisé et de la résine pour connaitre la
guantité de sel a ajouter. On a obtenu une résine de la méme susceptibilité que le
cuivre utilisé. Elle avait pour avantage et inconvénient d’étre solide par rapport
au FC40.

Afin d’améliorer le champ d’une antenne surfacique la deuxiéme solution peut étre
utilisée sur une surface en I'étalant dessus, ce qui est impossible avec le Fluorinert™.
Cette solution peut étre aussi envisagée pour une antenne volumique mais il est plus

évident d’immerger une bobine dans le FC40. Dans ce cas la susceptibilité du cuivre
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n‘est pas a mesurer et la bobine reste facile d’acces si on veut la déformer

|légerement pour 'améliorer, ou changer la valeur de I'inductance.

2.1.3 ANTENNE SURFACIQUE

L'utilisation de cette antenne a été prévue pour faire des acquisitions d’un échantillon
placé dans une boite de Pétri avec un fond fin; cette antenne aurait permis de faire certaines

expériences en direct dans I'IRM comme le changement de médium.

Différentes formes géométriques ont été testées, dont une en spirale. La forme spirale
permet d’obtenir plus de signal au centre de I'antenne quand on est proche de celle-ci et plus de

sensibilité.

L'antenne a été réalisée en deux parties. La premiéere partie était constituée d’un circuit
imprimé contenant deux capacités variables et deux capacités en céramique décrites dans la
partie précédente (2.1.1). La deuxieme partie de I'antenne était formée par la boucle réalisée

avec un fil de cuivre de diamétre 300 um avec deux formes différentes :

e lLaforme ronde avait un diametre de 4 mm.

e Laforme en spirale a permis d’augmenter la sensibilité de I'antenne proche de sa
surface [17]. Elle a été réalisée de deux tours de fil compris dans la surface
délimitée entre un cercle de diametre de 5 mm et un autre cercle de diametre de

2 mm.

Finalement apres plusieurs essais, on a remarqué que l’échantillon se trouve assez
éloigné de la surface (env 2mm de la surface de I'antenne). La forme ronde classique suffisait pour
obtenir une image de notre échantillon. L'espacement entre I'antenne et la zone d’acquisition
s’explique par le fait qu’on souhaitait acquérir un volume a l'intérieur d’un récipient avec un fond
fin réalisé a I'aide de feuilles transparentes ou en verre. L'uniformité du champ de I'antenne
proche de la surface n’était pas essentielle car ce volume est occupé par le fond du récipient qui

nous intéressez pas.

Le facteur qualité en charge, défini dans le chapitre 1.5.3, de cette antenne vaut Q= 41

(voir Figure 10).
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Figure 10: Spectre de réflexion mesuré avec un analyseur de réseaux.Un récipient

contenant de 1’eau de mer artificielle est posé sur 1’antenne. Le trait rouge représente la ligne des
-3dB par rapport a la ligne de base. Les fréguences de croisement sont inscrites. On mesure un
facteur de qualité en charge de 41.

Sur la Figure 11 et sur la Figure 12, on peut observer I'uniformité du champ pour cette
antenne selon deux coupes orthogonales entre elles et perpendiculaires au plan de I'antenne. Les
courbes représentent les différents profils de la sensibilité de I'antenne en fonction de

I’éloignement de la coupe d’acquisition de I'antenne.
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Figure 11 : Profils de la sensibilité de I’antenne sur un axe x comprenant les fils

d’alimentation, a différentes distances de 1’antenne. Résultats obtenus a partir d’une image
RARE (résolution 200x100x100 pm® TR= 3000 ms, TE= 7,38 ms)
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Figure 12 : Profils de la sensibilité de 1’antenne surfacique sur un axe y orthogonal a

I’axe x, a différentes distances de 1’antenne. Résultats obtenus a partir d’une image RARE d’cau
de mer artificielle (résolution 200x100x100 pm?® TR= 3000 ms, TE= 7,38 ms)

2.1.4 ANTENNES VOLUMIQUES

Mes antennes volumiques ont été construites autour du circuit (décrit précédemment
Figure 9B et voir Figure 13 B et C) et d’une bobine plongée dans du Fluorinert™ (FC40). La bobine
a été réalisée avec du fils de cuivre de diametre 800 pum enroulé autour d’un tuyau en polyamide
de diameétre 2,5 mm. Le tout a été placé dans un tube Eppendorf® rempli de FC40 (voir Figure 13
A).

L'utilisation du Fluorinert™ a permis d’améliorer |'uniformité du champ de I'antenne sur

les bords car la susceptibilité magnétique de la solution est proche de celle du cuivre.

J'ai fait 4 ou 5 tours de fil de cuivre selon I'antenne. Les spires étaient séparées entre elles
de la valeur du diameétre du fil utilisé. Cette dimension est souvent utilisée dans les articles
scientifiques cf. [5], [18] qui expliquent la construction d’antennes ; en effet elle permet d’obtenir
des antennes assez longues avec un nombre de spires faible et une bonne homogénéité. Deux
parameétres de la bobine nous ont permis d’obtenir facilement la résonance a 730 MHz: le
premier est la longueur du fil, un fil court permet d’augmenter la fréquence de résonance car
I'inductance diminue. On diminue alors la section de I'antenne de quelques millimetres, ou on
diminue le nombre de spires. En changeant le nombre de spires, on change la longueur de la

bobine. Le deuxieme parameétre est le diamétre du fil. Un fil de plus grand diamétre permet
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d’avoir une résistance moins élevée, ainsi I'amplitude de la résonance de I'antenne est

augmentée.

La fréquence de résonance d’un circuit RLC est :

1
0)=27Tf=ﬁ

L est I'inductance du solénoide ('antenne), C la capacité totale du circuit. Or pour un

solénoide, I'inductance L vaut :

_#ONZA
o

L

N est le nombre de spires du solénoide, A sa section et | sa longueur. Le diamétre du fil

influe seulement sur la résistance R totale du circuit.

La valeur de C en fonction des éléments présents sur les circuits est :

C,Cp + CrCy + CrChy
Cot + C1Cr + C1Cq + CyyCr + CoCoy

C:CZC
1

La longueur de la bobine était de 6 mm (pour 4 et 5 spires). Avec 5 spires, on a obtenu
une meilleure homogénéité mais I'antenne était moins facile a régler car I'inductance était plus
élevée. C'est pourquoi dans la suite je n’ai utilisé que I'antenne avec 4 spires dans un souci de
facilité, son homogénéité étant suffisante pour mon utilisation. Une fois construite, et réglée,

I'antenne a été testée dans I'IRM pour évaluer I'uniformité de son champ avec un fantéme d’eau.

L'antenne a été maintenue grace a du ruban adhésif mais aussi par un collier car sinon

I’'antenne vibrait et pouvait se détacher de son support (voir Figure 13 B).

A

: {

- | l

Figure 13: Image de l'antenne A et B sont deux vues différentes de la méme antenne.
L’image C représente le plan de masse présent sous chague antenne.
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Le facteur qualité mesuré de cette antenne en charge vaut Q= 36 (voir Figure 14).

O T T T T T T T T T 1
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Figure 14: Spectre de réflexion mesuré a 1’aide d’un analyseur de réseau. Un capillaire

rempli d’eau de mer artificielle (fantome d’eau) est inséré dans [’antenne. Le trait rouge
représente la ligne des -3dB par rapport a la ligne de base. Les fréquences de croisement figurent

a I’intersection des lignes. On mesure un facteur de qualité en charge de 36.

Les profils du champ B; de I'antenne selon sa longueur et aussi selon une coupe

orthogonale sont présentés sur la Figure 15 et sur la Figure 16.
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Figure 15: Profil de la sensibilité de I'antenne volumigue selon sa longueur. La partie de

I’antenne ou il y a une variation de signal de moins de 5% est représentée en rouge L’antenne est
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uniforme sur 3 mm. Résultats obtenus 4 partir d’une image RARE d’un capillaire (&, 2 mm)

rempli d’eau de mer artificielle (résolution 50 pm isotropique TR= 3500 ms, TE= 10 ms)

L’antenne présente une zone dans laquelle le champ B; est uniforme sur 3 mm de long
avec une variation inférieure a 5% (voir Figure 15). En sachant que notre échantillon mesure au

maximum environ 3 mm de long, cette antenne offre un espace de travail suffisant pour la suite.
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Figure 16: Profil de la sensibilité de I'antenne selon une coupe a son centre orthogonale a

sa longueur. La partie de 1’antenne ou il y a une variation de signal de moins de 5% est

représentée en rouge. L’antenne est uniforme sur 1,85 mm. Résultats obtenus a partir d’une

image RARE d’un capillaire (&, 2 mm) rempli d’eau de mer artificielle (résolution 50 pm
isotropique TR= 3500 ms, TE= 10 ms)
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2.2. Multi Antennes

J'ai imaginé une antenne « multi antennes » afin d’acquérir en paralléle I'image de deux
exemplaires placés dans deux capillaires différents. Non seulement cette idée m’aurait fait gagner
du temps mais en plus elle m’aurait permis de travailler avec moins d’échantillons car elle aurait
évité qu’un échantillon se dégrade pendant l'utilisation de I'autre. L’antenne n’a pas été utilisée

pour les expériences présentées dans le Chapitre 4..

2.2.1 PREAMPLIFICATEUR

Il a servi a amplifier le signal recu de I'antenne avant que le signal ne traverse le circuit
jusqu’au convertisseur analogique numérique avec toutes les sources de bruit que pouvait
contenir ce chemin et les pertes dans les cables. Avec un signal de plus grande amplitude, apres le
préamplificateur, le signal recu a la fin de la ligne aurait été moins parasité. Ainsi, au final on

aurait obtenu un signal plus propre, le rapport signal sur bruit aurait donc augmenté.

Le préamplificateur idéal aurait eu une atténuation infinie (il n’y aurait eu aucun signal
qui aurait transité entre la transmission et la réception au niveau de I'IRM) et n’aurait pas été

source de bruit, tout en amplifiant le signal au maximum.

2.2.1.a) DESCRIPTION

La conception de lI'antenne a nécessité un préamplificateur par antenne pour son

fonctionnement.

Les préamplificateurs ont été réalisés dans notre laboratoire. L'utilisation d’un circuit
congu spécialement a été nécessaire car il me fallait tout a la fois un systeme simple et sur mesure

pour fonctionner avec notre IRM.

Pour les antennes décrites précédemment, la transmission et la réception se faisait sur le
méme canal (méme cable). Or notre IRM fournie par Bruker m’a permis d’avoir 4 canaux en
réception (Rx) mais un seul en transmission (Tx). Le circuit comporte un systéeme qui permet de
séparer la transmission de la réception. Ce systéme était synchronisé avec I'IRM par un TTL

(Transistor Transistor Logic). Avec un systeme 4 Tx et 4 Rx, un diviseur de ligne (voir ci-dessous)
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n’aurait pas été nécessaire. Seuls les préamplificateurs auraient été encore utilisés dans une
configuration différente mais auraient aussi nécessité I'utilisation du TTL.
TTL- L1 L2 L3 COIL

@ 820 nH 820 nH 820 nH
TTL+ LW L5 L6

820nH 820nH 820nH

D2 Lambda/4 (1) Lambda/4 (2)

Dt { ? —
D3

Amplificateur c2 T D4
|1
103 pF =

Figure 17: Schéma électrique d’un préampli utilisé. Il est noté la valeur de tous les
composants utilisés.

Dans mon préamplificateur j’ai utilisé I'amplificateur de référence SPF5122Z (produit par
RFMD®). Car il fonctionne sur une large bande de fréquences (50 MHz a 4 GHz) qui inclut notre
fréquence de fonctionnement; avec un bruit faible : inférieur a 1 dB sur toute sa plage de
fonctionnement. Il est protégé des surtensions a son entrée par la double diode en D5 (voir Figure

17 et 18). Ce composant a été congu pour la téléphonie mobile.

Les deux lignes quart d’onde de longueur 1/4 accordées a la fréquence a laquelle on
souhaite travailler, sont équivalentes a une capacité, lorsque les diodes D3 et D4 sont passantes,
ou a une inductance lorsque D3 et D4 sont bloquées. Grace a ce mécanisme, I'amplificateur était

isolé de I'antenne dés que souhaité.

Les bobines de L1 a L6 sur le schéma présenté sur la Figure 17 (en jaune sur la Figure 18)

ont permis que tous les courants alternatifs soient bloqués entre le TTL et I'antenne.

Lors de la présence d’un TTL : les diodes D1 et D2 devenaient passantes, la transmission
était alors reliée a I'antenne. Les diodes D3 et D4 devenaient passantes aussi. Elles reliaient
I'entrée de I'amplificateur a la masse. L'onde transmise aurait pu I'endommager si les diodes
n’avaient pas été présentes. Quand le TTL n’était pas présent, toutes les diodes étaient bloquées,

I’antenne était alors reliée a I'amplificateur. On était en mode réception.
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L’amplificateur devait étre alimenté par une tension de 5V au maximum. Sur la réception,
le systeme électronique fournissait une tension continue de 10V. On a utilisé un régulateur de
tension afin d’obtenir 3V ce qui était suffisant a son bon fonctionnement. L’amplificateur accepte
une tension entre 3 et 5V pour fonctionner correctement. La capacité C3 permettait d’isoler
I’'amplificateur de la tension de 10V appliquée sur la réception.

22udangn

Figure 18: Photo d’un préamplificateur utilisé, les diodes D3 et D4 sont présentes sur le
verso avec les quides de longueurs A/4.

Pour faire fonctionner deux antennes en méme temps, j’ai été obligé de diviser la ligne de
transmission en deux. Pour cela, j’ai utilisé un diviseur de ligne présenté Figure 19. Il est constitué
de deux lignes 1/4 paralléles reliées entre elles a leur fin par une résistance de 100 Q. Le signal a
la sortie était le méme qu’a I'entrée mais avec une puissance divisée par 2. Je n’ai pas considéré le

déphasage créé par le circuit entre I'entrée et la sortie car la phase entre chaque sortie était
identique.

Figure 19: Photo du diviseur 2 voies. Les deux lignes A/2 sont reliées a la fin entre elles
par une résistance de 100Q.
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Les parametres de configuration des préamplis sur paravision© était: le TTL a 100 mA
lorsqu’il était actif (alimentation en courant) c’est-a-dire lors de la transmission et -36 V
(alimentation en tension) dans le cas contraire et en mode « active low ». La case « amplificateur
intégré » devait étre activée pour avoir I'alimentation de I'amplificateur correspondant aux 10 V

présent sur le Rx).

Pour régler le tune et le match de I'antenne, il a fallu brancher un analyseur de réseau sur
le Tx des préamplificateurs et mettre un courant de 100 mA sur le TTL (correspond au TTL activé).
Mais la présence du diviseur de ligne sur la transmission a empéché d’effectuer le réglage
directement sur I'IRM et de plus il était impossible avec I'IRM d’avoir le TTL actif en dehors d’une

acquisition.

2.2.1.b) Mesures et tests

Les mesures ont été effectuées sur quatre préamplificateurs que j’ai construits. Je me suis
d’abord intéressé a la mesure du gain et de I'atténuation et pour finir j’ai vérifié que les guides de

longueur A1/4 étaient a la bonne dimension.

La mesure du gain s’est fait en envoyant un signal sur I'entrée sur laquelle on branchait
I’antenne (coil) et sans TTL. On a mesuré ensuite grace a un analyseur de spectre I'amplitude du
signal a la sortie de I'amplificateur (Rx). La valeur du gain obtenue était d’environ 9,6 dB. (Voir le

Tableau 1 pour avoir les valeurs pour chaque amplificateur.)

L'atténuation a été mesurée en injectant un signal sur I'entrée Tx et on a mesuré
I'amplitude du signal a la sortie de I'amplificateur (Rx) en plagant un bouchon 50 Ohms a la place
d’une antenne (sur Coil). L'amplitude du signal avec I'analyseur de spectre contenait a la fois le
gain et I'atténuation de I'amplificateur. La valeur obtenue était d’environ -25 dB. Sur le tableau ci-

dessous sont présentées toutes les valeurs pour chaque amplificateur.
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Gain mesuré Gainréel Atténuation S11

Préamplificateur (en dB) (en dB) (en dB) (dB)
1/101 14,1 -25,4 -8,3
2197 13,7 -23,9 -7
388 12,8 -24,7 -7,6
4199 13,9 -25,5 -9,3
Données Constructeur | X 18,9 X -15

Tableau 1: Valeurs des différentes caractéristiques mesurées a 730 MHz sur les
préamplificateurs réalisés. Le gain réel est le gain en éliminant les différentes pertes dues aux

cables et avec le circuit d’alimentation en 10V. S11 correspond a 1’onde réfléchie par les
amplificateurs a leur entrée.

Lors de nos différentes mesures, les pertes dues au cable et au circuit qui permettaient
d’alimenter en 10V I'entrée Rx étaient respectivement de 2,8 dB et de 1,2 dB. La valeur du gain
réel a été obtenue en éliminant les pertes dues a ces éléments sur la valeur mesurée. En
revanche, mes valeurs étaient inférieures a celles que I'on aurait d( obtenir selon les datasheets
(caractéristiques) des amplificateurs. On aurait d normalement avoir 19 dB de gain. Deux raisons
peuvent expliquer la différence. Les caractéristiques des amplificateurs ont été obtenues lorsqu’ils
étaient alimentés en 5V alors que dans notre cas, on les alimentait grace a un régulateur de
tension qui délivrait une tension de 3V. La deuxieme raison était que le plan de masse, du circuit
utilisé, ne respectait pas les conditions pré requises par le constructeur de I'amplificateur. Il
manquait des liaisons entre le plan de masse du recto et du verso pres de son emplacement. Un
mauvais plan de masse peut grandement influencer le gain et les autres caractéristiques de
I"amplificateur. Je n’ai pas pu corriger ce probléme car cela aurait nécessité de graver de nouvelles
cartes et on ne disposait pas dans le laboratoire du produit chimique qui aurait permis de réaliser

les liaisons électriques entre plusieurs plans.

Durant les premiers essais, j'ai constaté que les amplificateurs avaient été endommagés.
Apres de longues recherches pour identifier la cause du probléme, j’ai remarqué que le régulateur
de tension qui aurait di délivrer 3V continue, donnait une tension non stable dont les pics
pouvaient dépasser 5V. Or 5V est la limite maximale de la tension en entrée de I'amplificateur. On
a résolu le probleme en modifiant les circuits pour respecter les liaisons que le constructeur du

régulateur conseille.

La derniere mesure réalisée a été la vérification des longueurs des A/4. Pour cela on a fait
varier la fréquence du signal en entrée et on a mesuré I'atténuation. Lorsque I'atténuation était
maximale, la longueur d’onde de I'onde émise devait étre égale a la longueur d’onde A utilisée
pour réaliser la ligne quart d’onde. On a pu ainsi ajuster la longueur de la ligne a la bonne
fréquence sans connaitre exactement ses caractéristiques. Attention sur des grandes plages de

fréquences, le gain de I'amplificateur n’est pas constant.
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2.2.2 L'ANTENNE

L'antenne a été constituée de deux bobines ayant chacune leur circuit. Les antennes sont
contenues dans un tube de seringue pour pouvoir les immerger dans le FC40 (voir Figure 21)
tandis que les circuits sont a I'extérieur de celle-ci. La construction et les composants étaient
identiques a I'antenne volumique décrite précédemment. On souhaitait que I'éloignement des
bobines soit le plus faible pour réduire le temps d’acquisition mais avec assez d’isolation entre
elles pour qu’elles ne se « parlent » pas. Jai construit plusieurs antennes pour optimiser ce

parameétre.

Les deux bobines ont toujours été positionnées paralléles entre elles (voir Figure 21). Je
n’ai pas essayé de les mettre orthogonales, méme si cela aurait évité qu’elles se « parlent » entre
elles, car dans ce cas la fenétre d’acquisition aurait été plus grande et donc on aurait perdu en

temps. Le cable reliant les préamplificateurs et les antennes mesuraient : 82 cm.

On a mesuré a l'aide d’un analyseur de réseau le couplage entre les deux bobines a 730
MHz. On obtient -29 dB sans fantéme et -34 dB lorsqu’on a mis un capillaire rempli d’eau de mer

artificielle.

CE =

Figure 20: Signal de précession libre obtenu aprés le Shim de I'antenne 1 en A et de
I’antenne 2 en B. Les paramétres d’acquisition sont : angle de bascule 90° et bande passante de
10kHz.
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Figure 22: Acquisition d'une image FLASH basse résolution de deux capillaires d'eau de

mer artificielle. A et B sont deux orientations différentes. Image obtenue a partir d’une séquence
RARE (50 pm isotropigue TR= 3500 ms, TE= 10 ms).

Pour les deux micro-antennes que comprenait notre systeme, j'ai mesuré le facteur de
qualité qui valait 34 (voir Figure 23). J’ai aussi réalisé les profils de sensibilité des antennes selon
deux axes. Le premier selon la longueur, le deuxieme orthogonal a I'antenne. Ils sont présentés

respectivement sur la Figure 24 et la Figure 25 a partir des images obtenues (voir Figure 22).

55



Chapitre 2:
Antennes

G*b 690 700 7T0™== 720 740

10 770\ / 1,00

)
<)

Antenne 2

e Antenne 1

Amplitude (dB)
8

A
S

-60

Fréquence (MHz)

Figure 23: Spectre de réflexion mesuré a 1’aide d’un analyseur de réseaux. Un capillaire

rempli d’eau de mer artificielle est inséré dans I’antenne. Le trait rouge représente la ligne des -
3dB par rapport a la ligne de base. La courbe montre les valeurs des fréquences de croisement.
On mesure un facteur de qualité en charge de 34.

On a pu remarquer que: l'antenne 1 était trés similaire a mon antenne volumique
présentée précédemment (2.1.4), et que I'antenne 2 était légerement moins uniforme. Les
antennes ont été réalisées a la main, ’enroulement du fil de cuivre de cette antenne était moins
régulier. La différence de sensibilité entre les deux antennes pouvait étre facilement compensée

en normalisant le signal sur chaque antenne.
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Figure 24 : Profils de la sensibilité des antennes selon la longueur. L’antenne 1 et 2 sont
respectivement uniformes a 5% prés sur 3 et 1,5 mm sur leurs longueurs. Résultats obtenus a
partir d’une image RARE d’un capillaire (8, 2 mm) rempli d’eau de mer artificielle dans chaque
antenne (résolution 50 um isotropique TR= 3500 ms, TE= 10 ms)
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Figure 25: Profils de la sensibilité selon I’axe transverse aux antennes. L’antenne 1 et 2
sont respectivement uniformes a 5% prés sur 1,8 et 1,75 mm sur 1’axe orthogonal a leur longueur.
Résultats obtenus a partir d’une image RARE d’un capillaire (8j,; 2 mm) rempli d’eau de mer
artificielle dans chague antenne (50 um isotropique TR= 3500 ms, TE= 10 ms)
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Le RSB pour I'antenne 1 et 2 était deux fois moins élevé que celui de I'antenne volumique.

Pour obtenir le RSB, j'ai fait des acquisitions identiques avec le méme gain de réception de I'IRM

pour les deux types d’antennes. Pour vérifier, j’ai calculé et mesuré la figure du bruit sur les deux

antennes (voir Figure 26). Le bruit restait plus faible dans le cas de la présence des

préamplificateurs, mais je n’ai pas mesuré le bruit entre le connecteur et I'amplificateur principal

de I'IRM. Le chemin est légérement plus long lorsque I'on utilisait le connecteur de Bruker

(environ 2 a 3 m de fils en plus par rapport a une connexion BNC en direct). La différence a pu

venir de la. De plus on a pu remarquer que le gain des préamplificateurs était faible. Une solution

a été envisagée, mais n’a pas pu étre réalisée tout de suite. Elle aurait consisté a mettre deux

amplificateurs en série sur une carte pour réaliser mon préamplificateur. Les caractéristiques du

circuit sont présentées sur la Figure 28. Le circuit a imprimer est visible sur la Figure 27.

Avec préamplificateur dB linéaire Sans préamplificateur dB linéaire
Préamplificateur | Gain 9 7,94 Cable Gain -3,12 0,48
Nf 1,8 1,51 Nf 3,12 2,05
Cable Bruker | Gain -6 0,25 Amplificateur Gain 20 100
Nf 6 3,98 Bruker Nf 26 1,81
Amplificateur | Gain 20 100 Nf total 5,72 3,73
Bruker | Nf 2,6 181
Nf total 3,62 2,30

Figure 26 : Calcul de la figure du bruit total avec et sans préamplificateur.

Les deux lignes A/4 n’ont pas pu étre réalisées dans le laboratoire directement sur la

carte. Cela aurait nécessité le collage d’une autre carte vierge par-dessus pour les isoler et réaliser

leur blindage. Par contre on a pu les remplacer par deux cables semi rigides a la bonne longueur.
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Figure 27 : Représentation du circuit électronique du préamplificateur avec deux
amplificateurs.
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Figure 28: Schéma du préamplificateur contenant deux amplificateurs avec les valeurs de
tous les composants.

Remarque importante :

Pour gagner du temps d’acquisition, j'ai utilisé la redondance de I'encodage en
phase qui s’illustre par un repliement de I'image. Cela a permis de diviser par deux le

volume de la zone d’acquisition et donc le temps d’acquisition. Attention, pour que cela
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fonctionne, les deux gradients de phase doivent étre perpendiculaires a l'axe des

solénoides.

2.3. Résumé des caractéristiques

Le tableau suivant (Tableau 2) permet de comparer les caractéristiques des différentes

antennes. Le probléme sur le RSB de I'antenne multiple est expliqué dans le chapitre 2.2.1 b).

Antenne Surfacique | Volumique | Multiple

Antenne 1 | Antenne 2

Diametre 4 mm 2,5 mm 2,5 mm 2,5 mm
Facteur de Qualité | 41 36 34 34
RSB 22 29 10%* 11*

Tableau 2 : Caractéristiques des différentes antennes construites au cours de cette thése.
*Attention le RSB pour 1’antenne multiple dépend des préamplificateurs.

Seul I'antenne volumique sera utilisée par la suite. Ce fut la premiére antenne réalisée et
elle offre de bonne performance (uniformité et RSB). La multi antenne avec son rapport signal sur
bruit faible ne peut pas étre utilisée .actuellement. En modifiant les préamplificateurs et son
cablage, un rapport signal sur bruit au moins supérieur a I'antenne volumique sera attendu Dans
ce cas-la, il sera préférable de l'utiliser. Grace au cable court entre le préamplificateur et les
antennes, les réglages des capacités pour obtenir une bonne résonance sont plus rapides et
varient peu entre les échantillons. L'antenne surfacique est prévue pour un seul type
d’expérience. Elle permet d’avoir facilement acces aux échantillons qui sont simplement posés

dessus. Les expériences présentées par la suite ne nécessitaient pas cette particularité.
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MEMRI signifie en anglais Manganese Enhanced Magnetic Resonance Imaging ce qui
donne en frangais : I'IRM rehaussée au manganeése. Cette technique utilise le manganése comme

agent de contraste.

En IRM, le contraste est souvent insuffisant pour permettre d’observer une différence
convenable entre les parties saines et affectées de I'organisme ou entre des structures
différentes. Il est donc nécessaire d’utiliser des agents de contraste. Les agents de contraste
diminuent les temps de relaxation T; et/ou T,, par interaction entre spin nucléaire (proton de
I’eau) et spin électronique de I'ion (électrons non appariés). En changent le temps de relaxation,
on a soit une augmentation ou une perte de signal dans la zone de présence de I'agent (voir
Figure 29).

Pour rappel T; et T, sont respectivement le temps de relaxation spin réseaux et spin-spin.

Dans le chapitre 1.1.2, ces deux parametres sont décrits en détail.

Figure 29: Image comparative d'un cerveau de souris sans/avec manganése [19] (A et B)
et d’un autre cerveau de souris avec/ sans USPIO [20] (C et D). A et B sont deux images
pondérées en T, (Echo de gradient avec TR= 300 ms TE= 8 ms 78x78x250 um?). L’image A est
avant injection de manganése, 1’image B est post injection avec 24h d’attente. Tandis que C et D
sont deux images pondérées en T, (Image a 7T d’un écho de gradient avec TR= 1500 ms TE= 7
ms 16 coupes résolution : 136x136x1000 um®). Sur I’image D on voit apparaitre des tumeurs.
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3.1. Introduction sur les agents de

contraste en IRM

Le corps humain est constitué en grande partie d’eau, environ 60%. On est en droit de se
demander quel est l'utilité des agents de contraste et de leur fonctionnement quand on sait qu’en

IRM, on réalise I'imagerie du proton. Dans la molécule d’eau, il y a deux protons.

La majorité des agents de contraste en IRM ne sont pas visibles directement. Ils sont en
général constitués d'éléments paramagnétiques. Attention contrairement a l'imagerie avec un
scanner, les produits ne sont pas iodés sauf dans le cas du PET-IRM (tomoscintigraphie par
émission de positrons couplée a une IRM). En général ils sont injectés par intraveineuse. Mais

expliquons d’abord ce qu’est le paramagnétisme :

Les éléments du tableau périodique peuvent se ranger en quatre catégories

diamagnétique, paramagnétique, super-paramagnétique et ferromagnétique.

- Les éléments diamagnétiques constituent la majorité des atomes. Tous les
électrons sont appariés. En présence d’'un champ extérieur I’élément possede un
moment magnétique qui s'oppose au champ. Sans champ extérieur, il n’y a pas
de moment magnétique. Le cuivre, I'argent et I'or, sont des diamagnétiques par
exemple.

- Les éléments paramagnétiques et super-paramagnétiques ont une susceptibilité
au champ magnétique positive. Elle est faible pour les éléments paramagnétique
alors que pour les super paramagnétiques elle est élevée. En effet certains
électrons de ces éléments sont non appariés de plus les orbites électroniques
changent lors de la présence d’un champ magnétique. lls ne conservent pas ses
propriétés magnétiques en dehors d’'un champ magnétique. Le magnésium, le
molybdéne, le manganese et le gadolinium sont paramagnétiques.

- Les derniers éléments sont les ferromagnétiques. lls posseédent une grande
susceptibilité positive au champ magnétique. lls sont capables de conserver leurs
propriétés magnétiques en dehors d’'un champ externe. Attention au-dessus de la

température de Curie, ils deviennent paramagnétiques.
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Un agent de contraste paramagnétique a pour action principale de modifier la valeur de

T; ou T, de I'eau inclue dans une sphére proche de lui :

e pour un agent de type T; : le signal en T; augmente (avec un temps de répétition
suffisamment court) car T; diminue, T, est presque stable, il y a un léger
changement en réalité.

e pour un agent de type T, : le signal en T, diminue car T, augmente alors que T;

reste stable.

Les agents les plus utilisés sont les ions gadolinium (Gd**) et manganése (Mn*). Le
gadolinium est une terre rare. Ce sont les ions les moins appariés avec respectivement 5 et 7 spins
non appariés. Ces deux ions a haute concentration sont toxiques de plus et le manganese est
neurotoxique. En clinique pour résoudre ce probléeme seul le gadolinium est utilisé, mais avec la
particularité d’étre emprisonné dans une molécule trés stable et non toxique. Ainsi, la totalité de
la toxicité est éliminée. Cette molécule peut étre fonctionnalisée pour exemple s’attacher
uniquement aux cellules cancéreuses [21]. Cette fonctionnalisation fonctionne en raison de la
présence de récepteurs différents sur les différents types de cellules. La molécule s’attache sur les
parois ou le récepteur correspond a la partie fonctionnalisée de la molécule. L’agent de contraste
devient alors spécifique. La molécule DOTA (Guerbet, France) est une des plus utilisée en clinique.

Elle est non spécifique. Sa structure est présentée sur la Figure 30.

HO\ /OH
/// \ /f \\ / \\
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§\ / \ / \\ / (
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Figure 30: Schéma de la molécule DOTA avec 1’ion gadolinium piégée en son centre.

[21]

La relation suivante permet d’obtenir la valeur de T; ou T, selon la concentration de

I'agent de contraste[22] :

1—1 C 3-1
?—T—O‘H‘[] (3-1)

Ou T, représente la valeur de T; ou T, sans agent de contraste. On a Ty ou T, qui vaut T

pour une concentration [C] d’agent de contraste. Et r est la relaxitivité, longitudinale pour r;et
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transversale pour 1, de l'agent de contraste. Ces constantes sont dépendantes du champ

magnétique. Pour le manganése & 17T, on obtientr; = 5,1 + 0.3mM~1.s~1[23].

3.2. L'IRM fonctionnelle par effet
BOLD

Pour observer l'activité des neurones in vivo sans destruction de leurs réseaux, la
technique la plus utilisée est I'IRM fonctionnelle par effet BOLD (Blood Oxygenation Level

Dependent) soit en frangais imagerie dépendante du taux d’oxygénation du sang).

Le fonctionnement de I'IRM fonctionnelle [24] repose sur le paramagnétisme de
I’'hémoglobine désoxygénée. L'oxygene se lie avec lI'atome de fer présent a lintérieur de
I’'hémoglobine. Sans la présence de I'oxygene, les spins de la derniére couche électronique de cet

atome ne sont rangés par paire, il devient paramagnétique.

Lors d’'une activité neuronale dans le cerveau, le taux d’oxygénation du sang diminue. Il
est suivi dans les secondes qui suivent par une augmentation du débit sanguin. En réalisant une
image pondérée en T, ou T,, (voir chapitre 1.4.3 pour savoir comment on fait une acquisition en
T, ou T,.) Il est possible d’observer ce phénomene par la différence de propriété magnétique de
I’'hémoglobine oxygénée et non oxygénée. La différence de signal observable n’est que de I'ordre
de 5%.

Les avantages de cette technique sont de ne pas nécessiter d’agent de contraste. Mais il y
a trois gros désavantages : on observe |'activité de maniere indirecte, d’'une zone contenant des

centaines de neurones et la différence de signal est tres faible.
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3.3. Le manganese

3.3.1 APPLICATIONS DU MANGANESE EN IRM

L'imagerie par IRM avec manganése, comme agent de contraste, est utilisée dans trois

cas particuliers [25] :

- La premiere utilisation du manganése permet d’augmenter le contraste des
images anatomiques. Certaines structures peuvent ainsi apparaitre. En général,
cette technique est utilisée sur les rongeurs [25][19] mais fonctionne aussi sur les
invertébrés comme les crevettes [26] ou sur 'aplysie [23].

- Le «tract tracing » est la deuxiéme utilisation du manganése comme agent de
contraste. Il met en évidence le transport de I'information entre la zone activée et
la partie du cerveau activée. Sur les rongeurs, on peut suivre les informations par
le sens olfactif [27] ou méme visuel [28][29].

- - La troisieme utilisation est d’exploiter la similarité du manganése et du calcium
pour mesurer l'activité cérébrale. Le mécanisme est expliqué dans la partie 3.3.3.
Différentes expériences ont déja été effectuées. On peut ainsi détecter des
maladies [30], des zones d’activité a un stimulus extérieur [31] ou l'effet d’une
drogue [32]. Malheureusement un voxel de I'image comprend plusieurs centaines

de neurones, on ne peut pas encore observer I’activité d’un seul neurone en IRM.

Des expériences ont été effectuées sur les primates [33][34], mais pas sur des humains a

cause de la toxicité du manganese[25].

3.3.2 L’OBSERVATION DU MANGANESE

Dans cette partie, il est décrit uniquement, les séquences que j’ai utilisées pour observer

le manganese.

3.3.2.a) Image pondérée en T

Pour réaliser une image pondérée en T; la séquence IRM la plus utilisée est la séquence

FLASH (Fast Imaging with Steady state Precession). Son diagramme temporel est présenté sur la
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Figure 31. Cette séquence est sur la base d’'un écho de gradient [35] (voir chapitre 1.3.2). L’angle

de bascule idéal est I'ange de Ernst. .Il dépend de Ty et de T;. La formule pour I'obtenir est :

_Tr
O = arccos|e T

Généralement le Ty choisi est inférieur a T;. Par conséquent aprés deux excitations
successives, I'aimantation longitudinale ne sera pas entierement récupérée. Au bout d’un nombre
donné d’excitations, I'aimantation longitudinale se retrouvera dans un état stationnaire.

L’aimantation restant a la fin est détruite par un gradient.

o a
RF
pulses et signal t>
Gread >

Gpe' E E' >

Gpe2 -
TE

F 3
A 4

TR

Figure 31: Schéma temporel de la séquence FLASH. Gread, Gpel et Gpe2 représentent
les gradients encodant pour chaque direction de 1’espace.

L’équation du signal a I’équilibre est :

_Tr _Te
<1 —e T1>sin(a) e I
_Tr
1—cos(a)e T

S=M, (3-2)

L’avantage de la séquence FLASH est sa rapidité due a I'utilisation d’'un Ty faible. L'image

peut étre pondérée en T,” si on choisit un long Tg.
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3.3.2.b) Carte de T;

Deux méthodes permettent d’obtenir les valeurs de T;. La premiére est d’utiliser une
séquence RARE avec répétition pour différents temps de répétition et la deuxieme est d’utiliser

une séquence FISP.

RARE oU TURBO ECHO DE SPIN (METHODE AVEC TR VARIABLE)

La séquence RARE (Rapid Acquisition with Refocused Echoes) est un turbo écho de spin.
Elle est donc construite a partir d’un écho de spin. Aprés chaque impulsion d’excitation de 90°, on
a une répétition d’'impulsion de 180°. Le nombre des impulsions 180° s’appelle « rare factor ». La

Figure 32 illustre la construction temporelle de cette séquence.

90° 180° 180° 180° 180°
RF A3 >€ >€ ’
T t
Signal Jfa j\' 1\1 A >
< TE < NN >< >
TR .

Figure 32: Diagramme temporel de la séquence RARE pour un RARE factor 4.

Pour obtenir les valeurs de T;, on acquiert avec les mémes parametres plusieurs images
en variant Tg,. Suivant I'équation présentée ci-dessous, en réalisant le profil de la courbe sur

chaque voxel, on peut obtenir les valeurs de T; :

Tgr
S(Tr) = S, (1 - e_T_1> (3-3)

IR-FISP (METHODE AVEC INVERSION RECOVERY)

La séquence IR-FISP [36] (Inversion Recovery - Fast Imaging with SSFP, avec SSFP qui

signifie Steady-State Free Precession) est basée sur un écho de gradient. Sa construction est de
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type : une premiere impulsion de 180° pour inverser I'aimantation. Il est suivi par un nombre fini
de petits angles de bascule alternés positif et négatif. La premiére impulsion se trouve a Ty de
I'impulsion de 180°. Les autres sont séparés par Tg. La Figure 33 présente l'illustration d’un train

d’écho tandis que la Figure 34 présente I'élément de base de la séquence.

180° -a° +a° -a° 4a° -a° +4a’
TI TR* t
Signal >
T

Figure 33: Schéma temporel simplifié d'une séquence TrueFISP

En variant la valeur de Ty, il est possible d’obtenir la valeur T;. Dans le chapitre 1.4.2, il est

décrit comment obtenir d’autres parameétres physiques a partir de cette séquence.

+0.° -a’
RF
pulses et signal t>
Gread >
Gpe1 >
F N
Gpe2 >

Figure 34: Schéma temporel d'un élément constituant la séquence TrueFISP

Pour calculer T;, la logique est la méme que celle de la séquence RARE : pour chaque

voxel on calcule le profil de la courbe selon cette équation[37] :

_Tr
S(T}) = Ssest <1 —INV e T1*> (3-4)
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On a S5 et INV deux constantes et INV doit &tre supérieur & 1. A partir de T;", on

obtient soit la valeur de T; soit celle de T,. Mais intéressons-nous a T; :

a
a 1+ 2cos (7) + cos(a) a
o 2 (% n2 (= -
T, =T,"| cos (2) + 1= cos(@) cos(a) INV + cos(a) =1 sin (2) (3-5)

La constante a correspond a I’angle de bascule.

La condition principale est T < T 5.

3.3.3 COMMENT LE MANGANESE PENETRE DANS LES NEURONES ?

Le manganése est naturellement présent dans I'eau et la nourriture. En IRM, l'ion
manganese est un agent de contraste de type Tj. Il est essentiellement observable sur les images

pondérées enT;.

Pour comprendre I'intérét de I'ion Mn®* comme agent de contraste, intéressons-nous a
I'ion calcium (Ca®*) qui est similaire -biologiquement- a I'ion manganése (Mn?*). On étudiera plus

précisément |’action du calcium dans le systéme nerveux.

Comme toutes les cellules, les neurones ont une membrane perméable a la majorité des
molécules solubles dans I'eau et ainsi qu’aux ions dans une autre mesure. Le transport des ions a
travers cette membrane constituée pour les neurones par une bicouche phospholipide est
effectué par des pompes et des canaux ioniques. Les pompes et les canaux sont spécifiques ou

non a certains ions.

Un potentiel électrique est en permanence maintenu entre l'intérieur de la cellule et
I’extérieur, résultant d’un déséquilibre ionique de la part et d’autre de la membrane. Une
caractéristique importante d’'un neurone est sa susceptibilité d’étre excitable. Un potentiel
d’action est une soudaine polarisation et repolarisation provenant d’un influx d’ions Na* et celui-ci
est suivi rapidement d’un efflux d’ions K* & travers les canaux voltage-dépendants. Ce potentiel

d’action se déplace ensuite a travers I'axone jusqu’a sa partie terminale.

Le calcium a différents roles dans la cellule, il permet d’augmenter le recrutement des
vésicules, il influence la probabilité de libération des neurotransmetteurs lors d’'un potentiel

d’action et réduit I'énergie d’activation [38].
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Synapse
Chimique

Vésicule
synaptique

Fente synaptique

Figure 35: lIllustration du mécanisme de transmission des neurotransmetteurs d'une
synapse chimique. Etape : 1). Remplissage des vésicules en neurotransmetteurs 2) Déplacement
des vésicules dans la zone active de la synapse 3). Arrimage des vésicules sur la_ membrane

plasmique 4) en réponse d’un potentiel d’action, les canaux voltage-dépendants Ca®" s’ouvrent.
Le Ca?" induit la fusion des vésicules avec la _membrane plasmique et la libération des
neurotransmetteurs. 5) Le symport protéique du Na* importe le neurotransmetteur dans le cytosol

et limite la durée du potentiel d’action. 6) Les vésicules sont récupérées, prétes a €tre réutilisées.
(Chapitre 22.3 du livre [39])

L'information se propage entre les neurones grace aux synapses. |l en existe deux types :
les synapses électriques et les synapses chimiques. Dans les synapses électriques, la jonction
communicante est réalisée par des canaux ioniques communs aux deux neurones. L'information
s’échange sans délai synaptique. Tandis que les synapses chimiques sont lentes a échanger

I'information.

Dans le cas des synapses chimiques, les cellules sont séparées par une fente synaptique. A

travers cette fente sont échangés les neurotransmetteurs contenus dans les vésicules.

L’échange de neurotransmetteurs nécessite l'intervention de l'ion calcium. Lors de
I'arrivée d’une onde de dépolarisation au terminal axonique, les canaux ioniques voltage-
dépendants et spécifiques & Iion calcium Ca®* s’ouvrent et permettent I'entrée des ions Ca**
extracellulaires (et aussi des ions manganese) dans la cellule. L'augmentation de la concentration
cytosolique de cet ion déclenche la fusion des vésicules synaptiques contenant les
neurotransmetteurs avec la membrane. La libération des neurotransmetteurs est effectuée dans
la fente synaptique. Les neurotransmetteurs s’attachent ensuite au récepteur de la cellule post-
synaptique y induisant un changement de potentiel membranaire. Le retour a I'état de repos se

produit par le recyclage des neurotransmetteurs et la perméabilité de la cellule au potassium. La
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Figure 35 illustre le mécanisme de la transmission d’information d’une synapse chimique. A
I'opposé d’une synapse électrique, dans une synapse chimique I'information peut étre inhibée et
donc ne sera pas transférée dans le neurone si le potentiel d’action est en dessous d’un certain

seuil.

Le surplus d’ions Ca** est éliminé par les pompes ioniques a calcium a la fin du potentiel

d’action.

Lors de la présence de manganese dans I'espace extracellulaire, le manganése remplace
le calcium. Ainsi, quand un neurone est activé, il absorbe le manganése. Une forte activité
neuronale induit une forte accumulation intracellulaire du manganese, ce qui donne la possibilité

de réaliser I'imagerie fonctionnelle avec la technique MEMRI.

Le manganeése rentre en grande partie par : les canaux voltage dépendants du calcium (de
type L), ils permettent a la cellule de réguler son potentiel ionique a chaque potentiel d’action ;
par les canaux calcique spécifiques a la fente synaptique décrit précédemment. Mais le
manganése rentre aussi par les transporteurs de I'ion fer (Fe*') et de I'ion zinc (Zn**). De plus, chez
la levure, le manganése a un transporteur spécifique le Snfl, un transporteur de métaux de la
famille des Nramp [40]. La toxicité du manganése provient de son inaptitude a initier la libération

des neurotransmetteurs [41].

Une migration antérograde et rétrograde du manganése par les nerfs est possible. Cette
action est I'élément essentiel des études de suivi (« tract tracing »). Lors d’une migration
antérograde, le manganese est absorbé au niveau du corps cellulaire comme on vient de le voir
puis il est transporté le long de microtubules d’'une extrémité a l'autre de I'axone jusqu’a
atteindre la fente synaptique ou il est relaché puis absorbé par le neurone suivant [28]. On peut

alors observer les connexions entre les différents neurones.

Le calcium a différents roles dans la cellule, il permet d’augmenter le recrutement des
vésicules, il influence la probabilité de libération des neurotransmetteurs lors d’'un potentiel

d’action et réduit I'énergie d’activation [38].
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4.1. Introduction

Au travers des expériences présentées ci-aprés je montrerai qu’il est possible de faire de
I'imagerie fonctionnelle par IRM avec du manganése dans un réseau complexe a I'échelle

cellulaire.

Dans un premier temps j'expliquerai les raisons qui m’ont poussé a choisir comme animal

d’étude I'aplysie.

Par la suite, je décrirai les expériences que j'ai effectuées, en commencant par expliquer
la méthodologie appliquée puis le protocole suivi; ensuite je présenterai mes résultats et les

commenterai.

Jai effectué deux études : une in-vivo, la seconde in-vitro.

4.1.1 LES APLYSIES [42]

Figure 36 : Image d’une aplysie californica

Les aplysies (voir la photographie Figure 36) sont des mollusques marins gastéropodes
souvent appelés « lievre de mer ». Ce surnom provient de la fagon de se mettre en boule qui
ressemble a un lievre au gite. L'aplysie californica se déplace sur le sol avec une vitesse assez
lente. Tandis que les aplysies fasciata nagent dans I'eau grace a leurs larges parapodiums (voir
Figure 37).
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Figure 37: Schéma d'une aplysie [42]

Les aplysies se trouvent dans tous les océans et mers du monde. On peut en apercevoir
facilement sur les ctes méditerranéennes et atlantiques en France métropolitaine, mais aussi a

Hawai, en Polynésie ou a la Réunion.

Leur taille differe selon les espéces. Elle peut aller de quelques millimétres a plus de 30
cm de long avec un poids de quelques grammes a plus d’un kilogramme. L’aplysie possede
seulement 20 000 neurones répartis en huit ganglions (buccal, abdominal, pleural, pédieux,
cérébral, branchial, osphradial et génital). La Figure 38 présente le systeme nerveux de I'aplysie

avec les connections entre les différents ganglions.

Ganglion buccal

Ganglion Cérébral

Ganglion Pl I
Ganglion Pédal angtion Fleura

Ganglion Abdominal

Ganglion Branchial

Ganglion Geénital Ganglion Osphradial

Figure 38 : Schéma du systéme nerveux de [’aplysie. Il est réparti en huit ganglions

différents.
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Leur nourriture est constituée uniquement d’algues. Elle mange de préférence les algues

rouges Centoroceras et les vertes Ulva.

Les aplysies sont hermaphrodites, elles possédent donc les deux sexes. Elles s’accouplent

en groupe.

Pendant les trois années de ma thése et les cinqg mois de stage précédents, j’ai utilisé 122
aplysies pour toutes mes expériences dont 6 sont des aplysies fasciata. Le reste des aplysies

utilisées sont des aplysies californica .Elles ont été achetées a I'université de Miami (USA).

4.1.2 LE CHOIX DES APLYSIES

Mon choix s’est arrété sur les aplysies pour de nombreuses raisons. Ces animaux ont été
beaucoup étudiés en neuroscience par conséquent nous pouvons nous appuyer sur des résultats
en électrophysiologie. Par exemple, des études ont été menées par Eric Kandel [43], [44], [45] et
[46]. Il a recu le prix Nobel en 2000 pour I'étude du mécanisme de la mémoire a court et long
terme sur I'aplysie. On a donc des connaissances sur les fonctions des neurones et leurs relations
[47] [48]. Le réseau complexe que représentent les différents ganglions n’est donc pas totalement

compris mais c’est un des réseaux les mieux connu.

De plus, les caractéristiques des aplysies en font leur principal intérét. Leur réseau
neuronal composé seulement de 20 000 neurones est plus simple que celui des mammiféres ou
celui de I'Homme (contenant plusieurs centaines de milliards de neurones). Une centaine de
neurones ont un diamétre supérieur a 50 um [49], le diamétre de certains neurones peut aller
jusqu’a 1 mm de diameétre. alors que les neurones des mammiféres ont des dimensions de
quelques micrometres. Par ailleurs I'aplysie offre une résistance exceptionnelle : apres dissection,
les neurones survivent 7 h enfermés dans un capillaire a température ambiante ou plus de 24 h au
froid.

Figure 39 : Image d’un ganglion buccal sous la lumiére naturelle. Les membranes des
cellules sont oranges.
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Cette theése se concentre uniqguement sur le ganglion buccal qui est un des plus étudié et
qui est facile a stimuler. Ce ganglion contrble les muscles de la bouche. La simple présence de

nourriture devrait changer I'activité des neurones qu’il contient.

Figure 40 : Schéma du ganglion buccal permettant 1’identification des neurones réalisé

par R. Nargeot.

Jai travaillé sur les neurones du ganglion buccal présentés dans le Tableau 3. Une photo
du ganglion est présentée Figure 39 et un schéma illustrant I'emplacement des cellules est
présenté sur la Figure 40. En effet ce sont les neurones les plus faciles a reconnaitre sur les images
car simplement, ce sont les plus gros. Ce sont uniquement des motoneurones. Dans le ganglion
sont présents aussi des cellules sensoriels et des interneurones, mais ils sont trop petit pour étre

observer par IRM.

Le ganglion buccal offre une particularité, il est parfaitement symétrique. Il est I'ensemble
d’un ganglion droit et d’'un ganglion gauche constitué de deux ensembles de cellules identiques

avec les mémes fonctions et les mémes réseaux.
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Cellules

Fonction moteur du neurone

B1
B2
B3
B4
B5
B6
B8
B9
B11
B15
B38
B39
B61
B62

Péristaltisme de I'intestin
Péristaltisme de I'intestin

Fermeture de la machoire

Non défini

Non défini

Fermeture de la machoire
Rétractation et fermeture de la radula
Fermeture de la machoire

Rotation vers l'arriere de la radula
Rotation vers I'arriere de la radula et fermeture
Fermeture de la machoire intérieure
Fermeture de la machoire
Prolongation de la langue

Prolongation de la langue

Tableau 3 : Liste des neurones observés par IRM avec leurs fonctions

La Figure 41, représente deux images obtenues avec I'IRM de 17T d’un ganglion buccal

(une photo du ganglion est visible sur la Figure 39). Les noms des cellules ont été ajoutés sur

I'image B apres leur identification a I'aide de la Figure 40. L’identification des neurones s’effectue

selon la taille et leurs localisations relatives entre les cellules et selon la localisation des nerfs.

Figure 41 : Image obtenue 4 17 T d’un ganglion buccal. A est une image pondérée en T,

dont on peut apercevoir le manganéese en blanc dans les cellules. (FLASH 3D, 25 um isotropigue

TR= 150 ms, TE= 2.44 ms). B est une image pondérée en T,. Les neurones apparaissent plus

sombres que I’eau. (RARE 3D 25 um isotropique TR=3200 ms et TE=20 ms)

D’autres expériences en IRM ont été réalisées sur I'aplysie. Les études se concentrent sur

le mécanisme du mouvement de la masse buccale [50] et [51]. Les expériences sur les cellules
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sont rares. Il y a eu une expérience de suivi de migration dans les nerfs [23],une sur I'IRM de
diffusion sur une cellule unique [52] et la plus récente concerne I'architecture d’un neurone [53].
Les expériences d’imagerie rehaussée au manganése sur les invertébrés ont débuté avec des

crevettes [54].

4.2. Les expériences in-vivo [55]

4.2.1 INTRODUCTION

L'IRM sur les cerveaux humains se limite a des voxels de I'ordre millimétrique. Malgré la
finesse, chaque élément comprend plusieurs milliers de neurones. Le temps d’acquisition
nécessaire pour augmenter la résolution est souvent supérieur a une heure. Il n’est pas

envisageable d’augmenter la résolution in vivo sans une avancée technologique.

La technique d’imagerie fonctionnelle avec manganeése est apparue ces dernieres années
sur les rongeurs. Cependant, des recherches ont aussi été faites par MEMRI sur des invertébrés
[26].

J'ai souhaité appliquer cette technique a trés haut champ (17T) qui offre la possibilité
d’effectuer de la microscopie IRM a tres haute résolution avec I'utilisation d’'un modele de
neuroscience. Comme l'aplysie a des neurones de taille importante ils sont facilement

observables. Ainsi il est envisageable de faire I'|RM fonctionnelle a I’échelle des neurones.

Dans la recherche suivante, je me suis intéressé au ganglion buccal, un des ganglions les
plus étudiés en électrophysiologie, pour mettre en évidence comment I’activité est régulée selon
les stimuli provoqués par la nourriture. Avec la nourriture deux zones d’activations sont
concernées : la périorale et I'intrabuccale. La simple présence de nourriture active la premiere
zone, la seconde zone est activée lorsqu’il y aura avalement de nourriture. Ces deux zones
d’activations sont directement reliées aux ganglions buccaux. La recherche de nourriture sera

controlée par les ganglions céribroides.

Attention, je considére cette étude comme « in-vivo » car bien que mes acquisitions aient

été réalisées sur un ganglion neuronal obtenu aprés dissection, toutes les stimulations et les
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injections ont été effectuées sur I'animal en vie. De plus les cellules contenues a I'intérieur des

ganglions étaient encore vivantes lors de mes acquissions.

4.2.2 PROTOCOLE

4.2.2.a) Mise en place du protocole

La mise en place du protocole d’expérience en dehors des acquisitions, a nécessité
seulement trois essais. Dés le départ, j’ai conservé un temps de 90 min entre l'injection de

manganese et la dissection.

Pour ajuster la concentration, trois essais ont été nécessaires avec 25 mM de manganése
avant de passer a 50 mM. Le premier essai a été fait avec une injection de 0,05 uL/g (volume
injecté selon le poids de I'aplysie) puis le deuxiéme avec 0,13 uL/g. Le dernier essai a été effectué
avec 100 mM avec 0,53 pL/g. Comme on a pu apercevoir le manganeése sur les images pondérées

en T;, j’ai donc conservé ces parametres pour la suite.

4.2.2.b) Expériences

Avant chaque expérience, les aplysies étaient isolées pendant deux jours sans nourriture.

Cette étape permet de créer |'appétit, et d’éviter au ganglion buccal un effet mémoire.

Jai effectué trois stimulations différentes sur les aplysies aprées injection de la solution
MnCl, (100mM, 500 uL/100g) :

- Controle : I'aplysie n’avait pas accés a la nourriture. (5 aplysies pour 45 min et 5 pour
90 min)

- Stim: I'aplysie avait libre acces a la nourriture en abondance. Cette stimulation
représentera un stimulus appétit. Les ganglions buccaux et céribroides (pas analysés)
seront tous les deux concernés. (5 aplysies pour 45 min et 5 pour 90 min).

- Stim forcée : Les algues étaient présentaient devant la bouche de I'aplysie pour la
forcer a manger. Cela représentera un stimulus renforgant. La stimulation concernera
la zone intrabuccale. (5 aplysies)

- Stim sans manger : La nourriture était présentait devant la bouche de I'aplysie. Mais
cette fois-ci des qu’elle voulait I'attraper avec sa radula, je lui retirais la nourriture.
Puis je lui représentais la nourriture tout de suite apres. Elle ne pouvait donc pas
avaler et macher I'algue. Cette fois ci la zone d’activation concernée sera la periorale.
(5 aplysies)
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Les deux premieres stimulations ont été faites pendant 90 et 45 min sur des animaux

différents. Les autres stimulations ont été réalisées seulement pendant 45 min.

Aprés stimulation I'animal était anesthésié par une solution de MgCl2 (360 mM) puis
disséqué pour récupérer le ganglion buccal. Le ganglion était placé dans un capillaire de diamétre
intérieur de 2 mm en verre, rempli d’eau de mer artificielle. Pour fermer le capillaire, je fondais de
la cire a ses bouts. Une fois terminé, le capillaire a été séché (I'extérieur) puis mis dans mon

antenne volumique simple pour commencer les acquisitions.

Une aplysie a été directement anesthésiée avant sa dissection sans injection de
manganeése pour obtenir quelques caractéristiques des cellules utiles pour le traitement des

données, en particulier le temps de relaxation Tj.

4.2.2.c) Les solutions

Les tableaux ci-dessous expliquent la constitution des solutions utilisées, ils permettent

de définir les solutions nécessaires a ces expériences.

Eau de mer artificielle
Ref. Sigma mM mw (g/mol) g/l

NacCl 59888 450 58,44 26,298
KCI P9333 10 74,55 0,746
MgCl2  M2670 30 203,3 6,099
MgS0O4 M1880 20 120,4 2,408
CaCl2 C5080 10 147 1,470
Hepes  H3375 10 238,3 2,383

Tableau 4 : Solution d’eau de mer pour conserver les ganglions dans les capillaires ou
dans les boites de pétri.

Anesthésie

Ref. Sigma mM mw (g/mol) g/l
MgCl2 M2670 360 203,3 73,188
Hepes H3375 10 238,3 2,383
Tableau 5 : Solutions d’anesthésie pour aplysie. La solution doit étre froide (<10°C) pour
une meilleure efficacité.
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Eau de mer artificielle avec MnCI2

Ref.Sigma mM  mw (g/mol) g/l

NacCl 59888 345 58,44 20,16
KClI P9333 10 74,55 0,75
MgCl2  M2670 25 203,3 5,08
MgSO4 M1880 0 120,4 0,00
CaCl2 C5080 0 147 0,00
MnCI2 100 125,844 12,58
Hepes H3375 10 238,3 2,38

Osmolarité 1095
Tableau 6 : Solution de manganése a injecter dans ’aplysie.

Toutes les solutions ont été ajustées au niveau du ph a 7,5. La proportion des différents
sels a été étudiée pour étre le plus possible équivalent au milieu intérieur des aplysies (osmolarité
et proportion en sels). Il est préférable d’ajouter le manganése aprés avoir ajusté le pH pour éviter

de faire précipiter la solution.

4.2.2.d) Les acquisitions

Toutes les acquisitions sont effectuées sur une IRM de 17 Tesla fournie par Bruker. Elle

est équipée d’un gradient de 1000 mT/m.
Trois acquisitions sont réalisées a chaque fois dans I'ordre suivant :

- Une image FLASH pondérée en T; pour observer le manganése avec les parametres :
3D, 25 pum isotropique, Tg= 150 ms, Tg= 2.44 ms. L’acquisition dure 1 heure. La Figure
41 A présente une image d’un ganglion buccal, avec ces parameétres d’acquisition. Le
manganese qui apparait en blanc se concentre principalement dans les neurones.

- Une image pondérée en T, pour observer les neurones qui ont un contraste naturel
en T,. La séquence utilisée est la RARE. Les parametres sont : 3D 25 um isotropique,
Tr=3200 ms et Tg=20 ms. L’acquisition dure 1h53. Sur la Figure 41 B, une image d’un
ganglion buccal est présentée. Elle a été obtenue avec les parametres d’acquisition ci-
dessus. Les neurones apparaissent en noir. Leurs noms ont été ajoutés apres
identifications des neurones.

- Une carte des valeurs de T; pour obtenir la concentration de manganése présente
dans les neurones. Les premieres aplysies n‘ont pas eu le droit aux mémes
acquisitions. La raison du changement est principalement due au gain de temps. Les
premieres acquisitions étaient basées sur un RARE avec multiple TR. Les paramétres
étaient les suivants : Tg=8ms Tr= 6000, 5000, 3000, 1800, 1000, 600, 300, 150 ms
résolution 35 um isotropique. L’acquisition dure 4h37. Tandis que par la suite on a
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utilisé une séquence FISP avec les parametres suivants : Tg=4 ms Tg=8,4 ms 40 T;
entre 0 et 4000 ms, 30x30x100 um®. L’acquisition dure 1 heure pour la FISP.

Ordre Objectif Séquence Image Paramétres Temps

d’acquisition

ler | Observer FLASH Pondéré 3D, 25 um isotropique, 1h
le manganese en Ty Tr= 150 ms, Tg= 2.44 ms
2eme | |dentifier RARE Pondéré | 3D 25 um isotropique, 1h53
les neurones enT, Tr=3200 ms et Tg=20 ms
3eme | Quantifier RARE puis | Valeur de | RARE : RARE : 4h37
la concentration @ FISP T, 35 um isotropique, 6 Ty | FISP : 1h
de manganése FISP : Tg=4 ms Tg=8,4 ms

40 T; entre 0 et 4000 ms,
30x30x100 pm®
Tableau 7 : Synthése des acquisitions avec les différents parameétres utilisés.

4.2.2.e) Analyse des données

Les images ont été analysées a I'aide de Matlab de Mathworks®. Les données ont été
enregistrées dans Excel de Microsoft®. Les tests statistiques ont été effectués avec Excel et
Matlab.

Les neurones sont identifiés manuellement sur les images pondérées en T,. Seuls les plus
grands d’entre eux sont visibles. La reconnaissance des neurones se fait a I'aide de la description
de Chruch et Lloyd [56], [57] qui a été retranscrite par Nargeot sur un schéma présenté sur la

Figure 40.

L'intensité des images pondérées en T, est normalisée au signal de I'’eau de mer incluse

dans le capillaire. Les images ont été segmentées a la main pour sélectionner la surface contenant
, . , . . .

seulement I’eau sans le ganglion. Selon I’axe de la longueur (x) j’ai moyenné la valeur du signal de

I’eau sur 7 colonnes (x-3 a x+3) puis j'ai divisé I'intensité de chaque voxel de la colonne en x par la

valeur obtenue de I'eau. Le choix de se limiter a 7 colonnes pour le calcul est arbitraire, mais

cependant cela permet de lisser correctement les variations brutales de lintensité. Cette

normalisation a permis de compenser la « non uniformité » de I'antenne (voir chapitre 2.1.4).
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Figure 42: Illustration du principe de la normalisation des images pondérées en T;. La

zone bleu représente la région d’intérét que 1’on considére comme contenant uniquement de I’eau
de mer artificielle. Une moyenne glissante sur 7 colonnes uniquement sur la surface bleue

représentée par la barre rouge sur la figure permet de normaliser I’image. Sur la deuxiéme image

I’image normalisée est illustrée. Deux valeurs du méme voxel sont comparées, elle passe de 1,7

\

10* 4 1,99 une fois ’image normalisée. Cette opération est répétée sur chaque image FLASH et
sur chaque coupe.

Pour tous les résultats, j'ai considéré les cellules du ganglion droit distinctes des cellules

du ganglion gauche.

Les tests statistiques de Kolmogorov-Smirnov (K-S) ont été effectués avec Matlab sur
I'intensité normalisée de chaque voxel appartenant a chaque cellule. Avoir effectué le test sur
I’ensemble des voxels a permis de comparer la distribution de chaque cellule. Pour chaque
ganglion, les neurones de droite et de gauche ont été regroupés. Le test ne permet pas de
comparer quatre échantillons, il est impossible de séparer les cellules de droite et les cellules de

gauche et par simplicité les cellules ont été considérées comme identiques.

Pour les graphiques affichant les résultats d’un t-test, le calcul a été effectué sur Excel.
Cette fois-ci les tests ont été effectués sur I'intensité normalisée moyenne de chaque neurone en
découplant les neurones de droite et de gauche .Pour cing aplysies, on a donc dix valeurs pour un
neurone donné. Cette fois ci, on ne travaille pas sur 'ensemble des voxels sur les moyennes de
chaque cellule. Pour avoir un échantillon assez important pour que le test soit significatif, il a été

nécessaire de doubler les cellules en séparant les neurones de droite et de gauche.

Les valeurs de T; ont été mesurées sur les quatre plus grosses cellules : B1, B2, B3 et B4.
Jai fait une segmentation manuelle sur I'image avec le plus faible T; pour les images IR-FISP et
avec le Ty le plus grand pour les images RARE. Pour chaque valeur de T; ou de Ty, j’ai obtenu la
valeur moyenne de l'intensité. Les équations présentées dans le chapitre 3.3.2.b) m’ont permis de
déduire la valeur de T; de chaque cellule. Aucune différence significative n’a été observée entre

les valeurs obtenues par IR FISP et RARE.

J'ai reconstruis les images IR-FISP sur Matlab pour obtenir la phase. Les images de phase

étaient déroulées avant toute opération sur les images. Cette méthode m’a permis d’obtenir non
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pas la valeur absolue de I'intensité mais I'intensité relative. Le calcul des valeurs de T; est ainsi

Ty

plus rapide. Les données doivent suivre I'équation : S(T}) = St <1 — INV e_T_1*> Les différents

parameétres de I'’équation ont été obtenus avec Matlab et python.

40
o
=]
=]
S
-
x
20
® Eaude mer
0 Ajustement eau de
2000 2500 4000 mer
— T ® Cellule
e
8o -20 - .
n e Ajustement cellule
40 -
-60 /
-80

Figure 43 : Exemple de deux recherches de valeurs de T, : la premiére pour 1’eau de mer
et la deuxiéme pour une cellule. Les valeurs de T; sont respectivement 2979 et 895 ms.

La concentration de manganése est obtenue a partir de I'’équation suivante (présentée
dans le chapitre 3.1) :

1 1

T_l = m + 7, [C] (4-1)

La valeur de rq est: 5,1 + 0,3 mM~1.s71, Cette valeur a été mesurée & 17T pour le
manganése [23]. J’ai mesuré T sur quelques cellules d’'un ganglion buccal appartenant a une

aplysie n’ayant regu aucune injection de manganése. J'ai trouvé T o = 1743 ms.

4.2.3 RESULTATS

La premiére série d’expériences avait pour objectif d’observer s’il y avait une différence
d’intensité sur les images T lorsque que I'on stimule I'aplysie. Les premiéres stimulations étaient
tres basiques. La nourriture était en libre accés pendant 90 min. Toutes les aplysies étaient isolées

deux jours sans nourriture avant de leur injecter du manganese et avant le début des
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stimulations. Comme on peut le voir sur la Figure 44, une large différence d’intensité est

observable entre les deux conditions.

90 min
2
* %k %k

L9 Hork - Kk e *okok %k

18 *okok i % - §
o 7 kel § * Kk
- J T N ¢ t P 3
3 I o ]
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Figure 44: Résultats pour une stimulation de 90 min. Les étoiles correspondent aux
résultats du t-test : ** p<0,01 ; *** p<0.005. Les barres d’erreurs représentent I’erreur type de la

moyenne.

Observation 1:

Dans le chapitre 3, la corrélation entre la quantité de manganése et I'activité du
neurone a été mise en évidence. Or ici, on a une augmentation de I'intensité du signal,

donc une augmentation de la quantité de manganese dans les neurones.

Ce qui signifie globalement une augmentation de I'activité des neurones du

ganglion buccal de I'aplysie lors de la présence de nourriture dans son milieu.
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90 min et 45 min
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Figure 45. Comparaison entre 45 et 90 min. Les valeurs ont été obtenues apres

L . Ispim—1I 5 ,
I’opération suivante : SHm—contrdle | o5 pharres d’erreurs représentent 1’erreur type de la moyenne.

Tcontréle

Une deuxieme série d’expériences a été réalisée avec une période de stimulation de
seulement 45 min. En passant de 90 a 45 min, le signal diminue en moyenne : 9,5 + 3,1 %.

Comme on peut le voir sur la
Figure 45, la différence d’intensité entre controle et stim n’est en moyenne que de 5 %.
Observation 2 :

La faible différence entre 45 min et 90 min peut s’expliquer par le fait qu’une
aplysie mange entre 20 et 30 min par jour [42]. Une fois I'aplysie rassasiée elle ne
s’'intéresse plus a la nourriture [58], [59]. Ainsi aprés 45 min de stimulation, I'aplysie

mangeait peu ou pas de nourriture, I’aplysie s’habitude a la présence de nourriture.
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Figure 46 : Résultats pour 45 min de stimulations plus spécifiques en contrélant la

possibilité de 1’aplysie de manger. Les barres d’erreurs représentent 1’erreur type de la moyenne.

Pour mieux comprendre les liens entre I'activité des neurones et la nourriture, j’ai réalisé
des stimulations plus spécifiques. La premiéere stimulation, la stim forcée, avait pour but
d’éliminer la partie recherche de nourriture, des actions effectuées habituellement par 'aplysie.
La seconde stimulation, stim sans manger, cette fois, I'objectif était de mesurer I'activité des
neurones lorsque que les aplysies sentaient la présence de nourriture. L'aplysie n’avait pas a aller
trouver sa nourriture. Tous les neurones moteurs auraient d( étre peu stimulés car elle n’a pas

macher ni avaler de nourriture.

La Figure 46 représente l'intensité normalisée de chaque neurone observé pour trois
conditions : stim forcée, stim sans manger et controle. J’en conclus que manger des algues
demande une grosse activité neuronale. Tandis que la présence de nourriture avec la stimulation
stim sans manger, met en éveil les neurones sans plus d’activité a premiere vue (Figure 47). Les
tests statistiques, dans le Tableau 8, attirent I'attention car ils montrent une différence d’activité

notable pour quelques neurones (B1, B2, B3, B6, B8 et B9).

91



Chapitre 4:

Imagerie cellulaire avec manganése

1,6

1,5

1,4

13

1,2

Intensité normalisée

1,1

45 min

4 PR
[ ]
¢
IR $ ¢ i i3
; T
] @ Stim sans manger
® Controle
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B8 BSOS B11 B15 B38 B39 B61 B62
Cellules

Figure 47 : Différence entre stim sans manger et controle. Les étoiles correspondent

aux résultats du t-test : * p<0,05 ; *** p<0,005. Les barres d’erreurs représentent 1’erreur type de

la moyenne.
Cellules Valeur de p du test K-S Fonction moteur du neurone
B1 | <0,001 Péristaltisme de l'intestin
B2 | <0,001 Péristaltisme de l'intestin
B3 | <0,001 Fermeture de la machoire
B4 | <0,01 Non définit
B5 | >0,01 Non définit
B6 | <0,001 Fermeture de la méachoire
B8 | <0,001 Rétractation et fermeture de la radula
B9 | <0,001 Fermeture de la méachoire
B11 | >0,01 Rotation vers l'arriere de la radula
B15 | >0,01 Rotation vers l'arriere de la radula et fermeture
B38 | >0,01 Fermeture de la machoire intérieure
B39 | <0,005 Fermeture de la méachoire
B61 | >0,01 Prolongation de la langue
B62 | >0,01 Prolongation de la langue
Tableau 8 : Fonction des neurones du ganglion buccal utilisé dans cette série

d’expériences avec la valeur de p du test statistique de Kolmogorov-Smirnov entre controle et

stim sans manger_pour chague cellule.
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Observation 3 :

Lorsque I'aplysie mange, tous les neurones observés (qui sont uniquement des
motoneurones) sont activés, on voit donc une modification de I'activité motrice buccale.
La présence de nourriture sans pouvoir la manger entraine une activité plus faible des
neurones. La Figure 47 met en évidence trois comportements différents des neurones
entre le contrdle et stim sans manger : soit ils sont plus actifs, soit on ne constate aucun

changement soit ils sont moins actifs.

Intéressons-nous a trois neurones B5, B8 et B9, qui adoptent trois comportements
différents face a la présence de nourriture. La Figure 48 présente les distributions de I'intensité de

chaque voxel pour le cas du controle, et de stim sans manger.

Pour le neurone B5, aucune différence n’est constatée (p < 0,620). Le neurone ne réagit
donc pas. Tandis que pour B9, une différence significative est observée (p < 1 1073%) lorsqu’on le
stimule : la distribution de I'intensité se décale vers la droite. On enregistre une augmentation de

I'intensité moyenne de I'activité de B9 en corrélation avec la stimulation.

Le neurone B8 est plus particulier, en effet on remarque que sa distribution se décale a

gauche (p < 1 107°). Il est donc inhibé par le stimulus.

B5 B8 B9

i h ;
. Y [N -
I —A \——
2 { \ \\A /" \\ Contréle
Lo N N NN

112141618 2 2224 112141618 2 2224 112141618 2 2224

Intensité normalisée Intensité normalisée Intensité normalisée

Figure 48: Distribution du signal normalisé pour trois cellules entre Stim sans manger et
Controle.

En conclusion nous pouvons en déduire que le comportement du neurone se résume soit
par une augmentation de l'activité comme B1, B2, B3 et B9 ; soit par une activité constante

comme B5, B15 ou B61, soit par une inhibition du neurone comme B8.
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Observation 4 :

L’étude de la distribution de I'intensité confirme les trois types de comportement.

Et statistiquement, six neurones de ceux étudiés ont répondu a la présence de nourriture.

T4 (ms)
3000

2000

Figure 49 : Carte des valeurs de T, sur une coupe d’une expérience contrdle (A) et de
stim forcée (B) obtenue avec FISP.

J'ai aussi réalisé des cartes des valeurs de T; en calculant, a partir des acquisitions FISP ou

RARE a multiple TR pour chaque voxel.

La Figure 49 représente deux coupes pour deux stimulations différentes : controle et stim
forcée. On peut remarquer la diminution de la valeur de T4 a l'intérieur de la cellule. Ce qui se

traduit par une augmentation de la concentration en manganese selon I'équation (4-1).

[Mn*'] (uMm)

Cellule | Controle | Stim forcée | Stim sans manger

B1 18,3+2,9 53,1+85 30,7 £6,9*
B2 17,6+25 51,6%6,3 29,0 +4,7*
B3| 226+3,4|84,1+11,2 | 31,6%5,0
B4 263+34 644+109 30,1+5,4

Tableau 9 : Concentration intracellulaire en manganése calculée a partir _des valeurs

moyennes de T, obtenu a 1’aide des cartes de T,. Les erreurs sont obtenues par le calcul de

P’erreur type de la moyenne. * Calcul effectué sur neuf cellules au lieu de dix.

A partir de ces images, j’ai obtenu la concentration de manganése pour les quatre plus

grosses cellules du ganglion buccal représenté sur le Tableau 9.
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Les conclusions sont les suivantes :

o Il y a bien une augmentation de la concentration avec les stimulations : stim
forcée et stim sans manger comme les résultats de Figure 46 pouvaient nous le
suggérer avec l'intensité des images normalisées en T.

e lLaconcentration a I'intérieur des neurones ne dépasse pas les 100 uM

4.2.4 DISCUSSION

La premiere question qu’on peut se poser concerne la toxicité du manganése. En effet, au
vu de mes observations, aprés injection, le comportement de I'aplysie reste inchangé. Je n’ai
observé aucune différence. De plus dans I'étude [23] la concentration obtenue dans les neurones
d’aplysie atteignait 250 uM de manganeése et aucune différence des propriétés électriques n’a été

observée. Or dans mes manipulations la concentration est inférieure a 100 uM.

Dans les études sur les rongeurs, il est a noter que les concentrations sont largement

supérieures (> 5 mM) a celles utilisées dans mon étude ou de I'étude [23] et aucune conséquence

néfaste de la présence du manganese sur les des animaux n’a été observée [60].

Cette étude montre que la concentration de manganése change selon la stimulation
effectuée avec la nourriture. En I'absence de nourriture, I'aplysie a un comportement de
recherche de celle-ci. Elle effectue alors des mouvements cycliques et spontanés de la bouche ;
leur fréquence est faible. Ils sont générés par le ganglion buccal [47]. Comme la répétition de ce
mouvement est faible, I'activité des neurones est faible. Ce qui explique le peu de concentration

de manganése mesuré.

Lors de la présence de nourriture, les sens de I'aplysie sont stimulés. La fréquence des
cycles de mouvements de la masse buccale augmente. La force exercée pendant le cycle par le
ganglion buccal augmente [59], [61], [62]. Ce qui intrinsequement explique la forte augmentation
de manganese dans les cas des stimulations stim et stim forcée ou I'aplysie a la possibilité

d’avaler de la nourriture.

Lors de la stimulation stim sans manger, le stimulus se situe principalement sur la zone
péri-orale (les lévres de I’aplysie). La nourriture présente dans le milieu de I'aplysie augmente son
appétit. Cette stimulation produit peu d’activité dans le ganglion buccal [58], [63]. Les stimulis de
la zone péri-orale remontent par les nerfs périphériques au ganglion cérébroide avec des
contrdles d’activité qui se situent dans les ganglions pleuro-pédieux. Un léger effet du stimulus

reste visible.
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La technique de I'IRM rehaussée au manganése, présentée ici, permet parfaitement de
détecter le changement de comportement des neurones et leur réponse spontanée face a un

stimulus.

Si on s’en tient a une approche générale, on constate une augmentation de la
concentration du manganese lors des stimulations. Or I'intérét de ma méthode est de permettre
d’observer le comportement individuel des neurones. Ainsi au travers de mes résultats on
démontre que dans le neurone B8 la concentration de manganése diminue entre stim sans
manger et controle. Cette diminution reste inexpliquée. Elle semblerait provenir d’'une inhibition

électrique de ce neurone.

Il est aussi difficile de préciser le lien entre la concentration de manganése avec I'activité
motrice de chaque neurone. La méthode employée ici ne permet pas de visualiser en direct
I'activité mais il faut voir la concentration du manganese comme l'intégrale de I'activité du
neurone. La différence entre le groupe B3, B6, B9, B11 et B39 et le groupe B61 et B62 pourrait
s’expliquer par la différence de temps entre la protraction rapide et bréve par rapport a la longue

et puissante rétraction de la radula [64].

L'étude pourrait étre prolongée pour analyser si les comportements des neurones droit et
gauche sont différents et pour savoir quel neurone est privilégié. Pour avoir des résultats il serait
nécessaire de multiplier les acquisitions. En effet il est possible de reconnaitre les neurones de
droite et de gauche. Pour éviter toute erreur, il suffirait de marquer le nerf d’un cété. Il serait
possible de tremper un nerf dans une solution de manganese suffisamment longtemps pour que
le manganese remonte sur la moitié de sa longueur. Il n’y aurait aucune conséquence sur la
concentration de manganese dans les cellules. Cette étude [23] utilise cette technique pour

observer les liens entre les nerfs et les cellules.

Selon une étude statistique préliminaire que j’'ai mené sur mes données actuelles
j'apercois une différence significative sur la majorité des neurones n’ayant subi aucun stimulus.
Mais cette différence disparait pour de nombreux neurones lorsqu’ils sont stimulés. Ceci
s’explique car les neurones lorsqu’ils sont stimulés ont le méme stimulus a droite et a gauche et
de plus le mouvement des muscles est parfaitement symétrique. Ce résultat pourrait aussi
provenir d’'un mauvais tri des données en confondant le ganglion droit et gauche sur les images. Il
est difficile de conclure sans étude supplémentaire plus approfondie. Il faudrait faire un plus

grand nombre d’expériences et un marquage des ganglions.

Le Tableau 10, indique les résultats du test de Kolmogorov-Smirnov entre les cellules du

ganglion droit et du ganglion gauche.
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Test de K-S entre les cellules droits et gauches

Cellules | Controle Stim forcée
B1 | 0,657288 0,463288
B2 | 0,001128 0,366215
B3 | 4,18E-05 1,45E-06
B4 | 0,294995 0,568299
B6 | 0,990376 0,642387
B9 | 2,16E-06 3,41E-06

Tableau 10 : Valeurs de p issu du test de Kolmogorov-Smirnov entre les cellules droites
et gauches de 5 ganglions pour deux stimulations : controle et stim forcée.

Jai tenté de faire les expériences sur 30 min mais ce fut un demi-échec. La différence
entre les ganglions stimulés et non stimulés était faible. Une des raisons possibles est que I'aplysie

prend environ 10 min a se remettre de I'injection de manganese.

Avant d’appliquer cette technique sur les mammiféres ou les rongeurs il sera nécessaire
de concevoir des micros antennes implantables pour étre au plus prés d’une zone a observer ou
d’utiliser des Cryosondes (en revanche ces antennes nécessitent d’étre isolées pour éviter que
I’échantillon refroidisse, le taux de remplissage de I'antenne est non optimisé.). Fixer le cerveau
dans le formol permettrait d’augmenter le temps d’acquisition. (J’ai observé une diminution de la
concentration du manganeése dans le temps dans les neurones d’aplysie fixés avec du Formol sans
pouvoir I'expliquer.) Avec I'augmentation des champs magnétiques et I'augmentation de la
puissance des gradients, il n’est pas impossible qu’un jour cela fonctionne sur les rongeurs dans

un premier temps.

Pour la suite il est envisagé d’étudier la réponse des neurones a différents
neurotransmetteurs (voir chapitre 4.3) et d’étudier le réseau neuronal d’un point de vue plus
large tout en conservant la méme résolution. Il suffirait d’acquérir deux ganglions en méme temps

avec mon antenne multiple (voir chapitre 2.2) spécialement congue dans cet objectif.
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4.3. Les expériences in-vitro

4.3.1 INTRODUCTION

Les résultats ont été obtenus avec I'aide de Caroline Jahn qui a effectué son stage de fin

d’étude a Neurospin pendant six mois.

L’étude du comportement des neurones face a un stimulus extérieur a permis d’observer

I’activité des neurones individuellement sans atteinte du réseau neuronal.

Afin de continuer I'étude précédente, nous voulons comprendre I'effet de la récompense
et de la motivation que peut représenter la nourriture dans I'étude précédente avec la mise en
jeux de neurotransmetteurs comme la dopamine et la sérotonine. Ces deux neurotransmetteurs
sont a la fois présents dans I'aplysie et aussi chez les mammifere dont ’'Homme.Nous avons alors
décidé d’étudier la neuro modulation des mémes neurones par neurotransmetteur. Il serait ainsi
possible de distinguer quels neurones sont mis en jeu par la modulation des neurotransmetteurs.
Cette étude ce concentrera sur I'étude des neurotransmetteurs suivant: la dopamine et la

sérotonine.

La dopamine et la sérotonine sont tous les deux des monoamines, leurs formules

chimiques sont présentées sur la Figure 50.
HO
HO NH

[
HO HN NH,

Figure 50 : Formule chimique de la dopamine (a gauche) et de la sérotonine (a droite)

La dopamine et la sérotonine ont une influence majeure non seulement sur les neurones
mais aussi sur la personne en globalité: elles peuvent influer le comportement moteur

(parkinson, ...) ou psychologique des personnes.

Dans le cerveau humain, la dopamine est produite par les ganglions de la base. Elle est le

précurseur de I'adrénaline. Un taux élevé de dopamine augmente I'addiction, la motivation, le
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plaisir. Elle prend acte d’'une récompense anticipée. Tandis qu’une baisse du taux de dopamine

peut se traduire par un désintérét et diminution du comportement exploratoire.

La sérotonine est présente dans le systeme nerveux central chez I’'Homme. Elle inhibe les
neurones, elle favorise un comportement prudent, calme et réfléchis. A I'opposé lors de la

diminution de son taux, le comportement devient impulsif, irritable et agressif.

La maladie de parkinson provient d’une déficience de production de dopamine [65]. A
I'opposé les personnes hyperactives possedent un nombre de transporteurs de dopamine

supérieur a la norme [66], [67].

La sérotonine, quant a elle, a une influence sur la dépression. Les personnes dépressives

ont un taux de sérotonine inférieur aux personnes psychologiquement stables [68].

A une autre échelle, au niveau cellulaire, les neurotransmetteurs entrainent aussi des
conséquences sur les propriétés des membranes des cellules comme le nombre de récepteurs de
dopamine [69], [70] ou sa charge électrique [71], [72] et [73].

Dans l'aplysie, la dopamine est présente dans I'ensemble des ganglions dont le ganglion
buccal et dans ses nerfs. La sérotonine provient du ganglion cérébroside. Elle est présente dans ce
ganglion et les projections axonales de ce ganglion vers le ganglion buccal ainsi dans ses nerfs

afférents.

Toutes les expériences ont été menées sur des aplysies californica et plus

particulierement sur leurs ganglions buccaux.

Attention, je considere cette étude comme « in-vitro» et non «in-vivo» car les
expériences s’effectuent sur des ganglions isolés de I’animal ; ni non plus « ex-vivo », les neurones

étant encore en vie lors des stimulations et des acquisitions.
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4.3.2 PROTOCOLE

4.3.2.a) Les acquisitions

Les parametres d’acquisition sont tres similaires aux expériences précédentes.

L’acquisition FLASH est répétée et on utilise uniquement la séquence FISP pour obtenir les valeurs

de Tj.

Ordre

ler

2eme

3eme

Trois acquisitions sont effectuées a chaque fois dans cet ordre :

Une image FLASH est pondérée en T; pour observer le manganese avec les
parametres suivants: 3D, 25 um isotropique Tr= 150 ms, Tg= 2.44 ms avec deux
répétitions. L’acquisition dure 2 heures. La Figure 41 A présente une image obtenue
d’un ganglion buccal, avec ces paramétres d’acquisition (avec une seule répétition).
Le manganeése qui apparait en blanc se concentre principalement dans les neurones.
Une image pondérée en T, pour observer les neurones qui ont un contraste naturel
en T,. La séquence est RARE. Les parameétres sont : 3D 25 um isotropique Tg=3200
ms et Tg=20 ms. L’acquisition dure 1h53. Sur la Figure 41 B, une image d’un ganglion
buccal est présentée. Elle a été obtenue avec les parametres d’acquisition ci-dessus.
Les neurones apparaissent en noir. Leurs noms ont été ajoutés apres identifications
des neurones.

Une carte des valeurs de T; pour obtenir la concentration de manganése présente
dans les neurones. On utilise une séquence FISP avec les parametres sont les
suivants : Tg=4 ms Tr=8,4 ms 40 Tj entre 0 et 4000 ms, 30x30x100 um?>. L’acquisition
dure 1 heure.

Objectif Séquence Image Parameétres Temps

d’acquisition

Observer FLASH Pondéré 3D, 25 um isotropique, 2h
le manganese en Ty Tr= 150 ms, Tg= 2.44 ms
NR=2
Identifier RARE Pondéré 3D 25 um isotropique, 1h53
les neurones enT, Tr=3200 ms et Tg=20 ms
Quantifier FISP Valeur de | Tg=4 ms Tg=8,4 ms 40 T; | 1h
la  concentration T, entre 0 et 4000 ms,
de manganese 30x30x100 pm?

Tableau 11 : Synthése des acquisitions avec les différents parameétres utilisés.

On répeéte a la suite de la carte de Ty, une image FLASH et deux RARE. Si le support de

I'antenne bouge durant les premieres acquisitions, la répétition permet, d’avoir une image

correcte en RARE.
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4.3.2.b) Mise en place du protocole de perfusion

Plusieurs essais ont été nécessaires pour obtenir le protocole final. La concentration de
dopamine et de sérotonine n’a pas changé avec respectivement 50 uM et 5 UM, ces valeurs ont
déja été utilisées dans d’autres études [74]. Les facteurs sont: le temps de perfusion, la

concentration en manganese, et le ratio entre I'ion manganése et calcium.

Pour les premieres aplysies, nous avons essayé une solution sans calcium. Comme on ne
savait pas le temps qu’allait mettre le manganése pour remonter dans les nerfs ; nous avons
essayé d’isoler les nerfs avec de la vaseline®. Mais on s’est rendu compte que le manganeése
mettait plus d’une heure pour remonter les nerfs [23] : nous avons alors pris la précaution de

garder les nerfs les plus longs possible sans les isoler.

Les ganglions buccaux étaient perfusés pendant 45 min. Les concentrations de
manganese essayées dans la solution de perfusion sont de l'ordre de 5; 2; 0,5; 0,2 et 0,1 mM

sans sérotonine et sans dopamine.

La Figure 51 illustre la quantité de manganése dans les quatre plus grosses cellules selon
la concentration de manganese dans la solution. On remarque une saturation des cellules aux
environs de 200-250 uM. Nous avons essayé une série d’expériences avec de la dopamine et de la
sérotonine et avec la concentration de manganése la plus faible. Nous avons utilisé 3 aplysies
pour chaque cas : contréle, dopamine et sérotonine. Les ganglions sont rincés pendant 30 min

avant de les mettre dans un capillaire pour les scanner.

Deux autres temps de perfusion supplémentaires ont été testés 15 et 5 min avec un
rincage de 20 et 30 min. La Figure 52 représente le taux de manganéese obtenu dans les quatre

plus grosses cellules selon le temps de perfusion.
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[Mn?*] dans les cellules B2, B2, B3 et B4
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Figure 51 : Concentration du manganése dans quatre cellules selon la concentration du

manganése perfusé (45 min). Les barres d’erreurs représentent 1’erreur type de la moyenne.
Réalisé par C. Jahn.
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Figure 52 : Concentration du manganése dans quatre cellules selon le temps de perfusion.
La concentration de manganése dans la solution est de 0.1 mM. Les barres d’erreurs représentent

I’erreur type de la moyenne. Réalisé par C. Jahn.

Finalement, on a rajouté du calcium dans la solution de perfusion, d’abord avec un
rapport 1/100 de la concentration du manganése puis 1/10. Sans calcium, le comportement de la
cellule differe. Elle essaye d’en absorber. Ceci peut expliquer la concentration élevée de

manganese dans les neurones lorsque I'on perfuse sans CaCls,.
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4.3.2.c) Protocole final de perfusion en manganeése

Chaque aplysie a été privée pendant deux jours de nourriture. Aprés injection de
I'anesthésie, I'aplysie a été disséquée. J'ai récupéré le ganglion buccal et je I'ai attaché dans une
boite de pétri. J’ai remplacé I'eau de mer par la solution de perfusion puis je I'ai perfusé avec un
débit de 60 ml/h pendant 45 min. Puis, pour rincer le ganglion, le milieu a été remplacé par de
I'eau de mer artificielle. Il a été perfusé avec de I'eau de mer, toujours a 60 ml/h, pendant 30 min.
Ensuite, j’ai changé le ganglion de boite de pétri pour étre bien s(ir que I'’eau ne contient pas de
manganese. Enfin le ganglion a été placé dans un capillaire de diamétre intérieur de 2 mm. Cette
fois-ci un capillaire, de diameétre extérieur de 0,7 mm et intérieur de 0,5 mm, a été rempli d’eau
de mer. Ce capillaire a permis d’avoir une référence pour normaliser ces images. (cf. paragraphe

suivant). Les capillaires sont fermés avec de la cire.
Trois types d’expériences ont été réalisés :

-Controle avec 6 animaux. La solution de perfusion est de I'eau de mer avec du

manganese (1 mM).

-Dopamine (DA) avec aussi 6 aplysies. La solution contient du manganeése (1 mM) et de la

dopamine (50 uM). De la vitamine C a été rajoutée pour stabiliser la dopamine.

-Sérotonine (5HT) pour aussi 6 aplysies. La solution de perfusion est composée cette fois

ci d’eau de mer avec du manganeése (1 mM) et de la sérotonine (5 uM).

4.3.2.d) Les solutions utilisées

La solution d’anesthésie et d’eau de mer sont identiques a I'étude précédente. Pour avoir

plus d’informations, vous pouvez consulter la partie 4.2.2.c) .

Eau de mer artificielle avec manganese

Ref. Sigma mM mw (g/mol) g/l
NacCl S9888 449 58,44 26,240
KCI P9333 10 74,55 0,746
MgCl2 M2670 30 203,3 6,099
MgS04 M1880 20 120,4 2,408
CaCl2 C5080 10 147 1,470
MnCI2 1 125,844 0,126
Hepes H3375 10 238,3 2,383

Osmolarité 1091
Tableau 12 : Tableau de constitution de 1’eau de mer artificielle utilisée pour perfuser les
ganglions avec seulement du manganeése.
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Eau de mer artificielle avec manganeése et dopamine (DA)

Ref. Sigma mM mw (g/mol) g/l
NacCl 59888 449 58,44 26,240
KCI P9333 10 74,55 0,746
MgCl2 M2670 30 203,3 6,099
MgS04 M1880 20 120,4 2,408
CaCl2 C5080 10 147 1,470
MnCI2 1 125,844 0,126
Hepes H3375 10 238,3 2,383
Dopamine H8502 0,05 189,64 0,009
Ascorbic acid 0,05 176,12 0,009

Tableau 13 : Tableau de constitution de 1’eau de mer artificielle utilisée pour perfuser les
ganglions avec de la dopamine et du manganese.

Eau de mer artificielle avec manganése et sérotonine (5HT)

Ref.Sigma mM mw (g/mol) g/l
NaCl S9888 449 58,44 26,240
KCl P9333 10 74,55 0,746
MgCl2 M2670 30 203,3 6,099
MgS04 M1880 20 120,4 2,408
CaCl2 C5080 10 147 1,470
MnCl2 1 125,844 0,126
Hepes H3375 10 238,3 2,383
Sérotonine H9523 0,005 405,43 0,002

Tableau 14 : Tableau de constitution de ’eau de mer artificielle utilisée pour perfuser les
ganglions avec de la sérotonine et du manganése.

Toutes les solutions sont ajustées a un pH de 7,5. Il est a noter qu’il est nécessaire

d’ajuster le pH avant d’ajouter le manganése, sinon les solutions précipitent.

4.3.2.e) Analyse des données

L'analyse des données est tres similaire a I'expérience précédente. La méthode a été

expliquée dans le chapitre 4.2.2.e) .

La méthode de normalisation de l'intensité représente la différence majeure entre les
deux expériences. Dans le cas de I'expérience « in vivo » la normalisation s’effectue sur I'eau de
mer entourant le ganglion sur chaque coupe. Dans I'étude « in vitro », la normalisation s’effectue
sur un capillaire rempli d’eau de mer. L'eau utilisée a été la méme pour toutes les expériences. En

normalisant, j'essaie toujours d’annuler la variation du signal d( a I'antenne.
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Avant de moyenner les deux répétitions des images FLASH, un réalignement des deux
images a été effectué sur la coupe centrale (sur la coupe 44 des 88 coupes) en s’aidant du bord du

capillaire principal.

4.3.3 RESULTATS

Une fois le protocole d’expérience validé, j'ai voulu comparer le comportement des
neurones en présence de neurotransmetteurs (la dopamine, sérotonine) a leur comportement

sans neurotransmetteur.
Observation 1:

On a globalement une augmentation de l'activité avec la dopamine comme
I'atteste la Figure 53. Statistiquement il n’y a aucun doute lorsque I'on effectue un t-test

sur l'intensité de chaque voxel entre les deux conditions pour chaque cellule.

L'objectif de la deuxieme série d’expériences (sérotonine) était de comparer les résultats
a ceux obtenus avec la dopamine, neurotransmetteur présent aussi dans I’aplysie. Sur la Figure
54, on remarque une activation générale des neurones par rapport au ganglion de contréle. Ces
résultats sont donc équivalents a ceux obtenus avec la dopamine. La Figure 55 représente les trois

expériences : controle, SHT et DA sur le méme graphique.

Au regard des résultats, aucune différence notable n’a été constatée entre les

manipulations avec dopamine ou avec sérotonine.
Observation 2 :

La sérotonine active aussi globalement les neurones du ganglion buccal. La
différence d’activité entre la dopamine et la sérotonine reste faible sur la majorité des

cellules au premier abord (voir Figure 56).

En observant de plus pres la Figure 56, on peut remarquer trois comportements types des
neurones entre les expériences avec dopamine et sérotonine : soit la sérotonine a peu d’influence
sur 'activité, soit la dopamine et la sérotonine activent autant le neurone 'une que I'autre soit la

dopamine active le neurone, plus que la sérotonine.
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Observation 3 :

Comme dans I'étude précédente (Chapitre 4.2), on distingue trois types de
comportement du neurone. Les neurones B1l, B2 et B4-B5 sont plus actifs avec la
sérotonine. Tandis que B3, B6 et B11 réagissent plus a la dopamine. D’autres neurones

répondent de la méme facon a la dopamine et a la sérotonine comme B9 et B61-62.
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Figure 53 : Graphique représentant 1’intensité normalisée moyenne pour chaque cellule
mesurée dans le cas du contrdle et de la perfusion avec dopamine. Les étoiles correspondent aux
résultats du t-test : * p<0,05 . Les barres d’erreurs représentent I’erreur type de la moyenne.
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Figure 54 : Graphique représentant 1’intensité normalisée moyenne pour chaque cellule

mesurée dans le cas du controle et de la perfusion avec sérotonine. Les étoiles correspondent

aux résultats du t-test : * p<0,05. Les barres d’erreurs représentent I’erreur type de la moyenne.
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Figure 55 : Graphique représentant 1’intensité normalisée moyenne pour chaque cellule

mesurée dans les trois cas effectués. Les barres d’erreurS représentent 1’erreur type de la

moyenne.
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Figure 56 : Graphique représentant 1’intensité normalisée moyenne pour chaque cellule

mesurée dans le cas d’une perfusion avec dopamine et avec Sérotonine. Les étoiles
correspondent aux résultats du t-test : * p<0,05. Les barres d’erreurs représentent 1’erreur type de
la moyenne.

Statistiquement, la différence est notable lorsque I'on calcule la valeur de p grace au KS
test sur chaque cellule entre les différentes expériences. La valeur maximum de p est 0,06. En
détail, entre dopamine et contréle, la valeur de p est inférieur a 1,7 1077 ; entre contréle et
sérotonine, la plus haute valeur de p est 0,06 ; et entre dopamine et sérotonine, la valeur de p ne
dépasse pas 4,2 1078,

4.3.4 DISCUSSION

Le comportement alimentaire de [Iaplysie est sous linfluence de ces deux
neurotransmetteurs. La dopamine controle la morsure tandis que la sérotonine contréle I'arriere
de la masse buccale (avaler la nourriture) [75]. L'ajout de dopamine va augmenter l'effet de
récompense pour I'animal et la sérotonine va jouer sur la motivation. La présence de I'un des
deux augmente la quantité de nourriture mangée dans un espace de temps donné. Or dans le
chapitre 4.2, on a vu que lorsque I'aplysie mange, I'activité du ganglion augmente globalement.
On s’attend donc a une activité des neurones élevée comparé aux aplysies qui n’ont pas regu de

neurotransmetteurs. Mes résultats sont conformes a ce qui était attendu.

Cette étude va étre poursuivie : des expériences d’électrophysiologie vont étre réalisées
pour confirmer mes résultats, et aussi pour peut-étre mieux comprendre la différence d’activité
entre la sérotonine et la dopamine, sur quelques neurones. Le protocole expérimental sera

conservé. Ces expériences seront effectuées par R. Nargeot dans le cadre d’'un ANR commun.
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L'étude réalisée ne peut pas définir quels neurones ont les récepteurs pour la dopamine
ou la sérotonine et si ces récepteurs sont inhibiteurs ou excitateurs. Les neurones interagissent
entre eux. La connaissance du réseau buccal reste réduite. L’augmentation de dopamine
proviendrait de la stimulation du nerf En2 (Figure 40) qui relie I'cesophage au ganglion buccal [76].
Il serait possible de continuer cette étude, sans perfuser le ganglion avec des neurotransmetteurs
mais en stimulant électriquement le nerf En2. De plus pour mieux comprendre les interactions
entre neurones, il serait possible d’injecter directement du manganese a l'intérieur d’'un des
neurones choisi et de stimuler le ganglion soit électriquement sur un des nerfs soit chimiquement

avec les neurotransmetteurs.
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CONCLUSION

La problématique de ces trois années de thése était de mettre en place un protocole afin
d’observer I'activité d’un neurone dans son systéeme sous stimuli. Pour ce faire j'ai utilisé la
microscopie par IRM appliquée sur les neurones du ganglion buccal de I'aplysie avec I'aide du
manganese comme agent de contraste. Je me suis permis d’aller plus loin en observant ces

meémes neurones sous |'action de neurotransmetteurs.

Faire de I'imagerie fonctionnelle au niveau microscopique nécessite quelques éléments
spécifiques : une IRM a trés haut champ et des gradients performants pour obtenir suffisamment
de signal pour atteindre la résolution souhaitée et des antennes sur mesure de quelques

millimeétres de diamétre.

Une grande partie de ma these s’est concentrée sur la fabrication d’antennes
microscopiques spécifiques (cf. Chapitre 2:). Des antennes volumiques et surfaciques ont été
congues et testées a 730 MHz (fréquence correspondant a celle de résonance de I’hydrogene a
17T7).

Aprés avoir construit un modele volumique qui convient parfaitement a notre cahier des
charges. J’ai congu une antenne plus ambitieuse, composée de deux bobines pour acquérir deux
échantillons simultanément. Cette antenne fonctionne en utilisant un spliter et deux

préamplificateurs de signal.

Le probléme rencontré sur les préamplificateurs aurait pu étre résolu en mettant deux
amplificateurs en série. Il aurait été aussi intéressant d’utiliser les préamplificateurs sur les
antennes microscopiques simples pour un gain du rapport signal sur bruit significatif (la majorité

de la perte de signal est due a la longueur des cables reliant les antennes a I'|RM).

Une fois la partie acquisition préte, la partie neuroscience de cette these, a pu étre
abordée. Pour toutes les études, on a utilisé les aplysies qui offrent de nombreux avantages, dont,
leur grande résistance et la taille de leurs neurones. Il reste difficile d’atteindre les 4 um d’un
neurone d’'un mammifere [77], par IRM [78], [79] dans un temps inférieur a 6 heures. Les
neurones d’aplysie ont des dimensions bien supérieures a ceux des mammiféres avec plusieurs

neurones qui dépassent les centaines de micrométres. Il est ainsi plus aisé de les observer.
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Conclusion

La premiére étude s’est concentrée sur le comportement alimentaire de I'aplysie « in-
vivo ». Apres avoir injecté une solution de manganése dans I'animal, différentes stimulations lui
ont été appliquées. Pour la premieére, il a été observé par IRM une différence d’activité sur des
neurones individuels dans un réseau complexe sans modification ou destruction de celui-ci.
Différents comportements des neurones ont pu étre observés en présence de nourriture dans le
milieu de I'animal affamé (cf chapitre 4.2). Mes résultats montrent qu’il devient possible grace au
manganese et a des antennes sur mesure (permettant un meilleur échange entre le ganglion

buccal et I'IRM) d’observer un neurone dans son réseau.

La deuxieme étude a consisté a comprendre les mécanismes de contréle des neurones
par les neurotransmetteurs. J'ai décidé de perfuser le ganglion buccal de I'aplysie soit de
dopamine soit de sérotonine, deux neurotransmetteurs présents naturellement dans I'aplysie. On
s’est intéressé aux plus gros neurones du ganglion. Sous dopamine ou sous sérotonine, I'activité
globale des neurones augmente. Les neurones ont un comportement différent selon le
neurotransmetteur perfusé. Mon analyse permet de constater I'action de ces neurotransmetteurs

sur I’'ensemble des neurones du ganglion.

Des expériences en électrophysiologie restent a effectuer pour mieux comprendre et
vérifier mes résultats. Il sera possible de mieux identifier les effets sur le réseau complet de

I'aplysie.

Bien évidemment en cible nous avons dans I'idée qu’en comprenant les mécanismes des
neurotransmetteurs il deviendrait possible de soigner des maladies telles que la dépression ou

Parkinson.

Il serait possible d’observer s’il existe une différence d’activité entre la droite et la gauche

facilement, en répétant les expériences pour obtenir un grand échantillon.

Cette thése a permis d’ouvrir une nouvelle sur voie pour I'IRM. L'IRM fonctionnelle était
confrontée a une limite sur la résolution spatiale millimétrique ; elle peut maintenant s’ouvrir a
I'activité cellulaire en ne mesurant pas I'activité de plusieurs mais d’un seul neurone a la fois. Il
reste encore d’énormes problémes techniques a lever pour réaliser la méme chose sur 'Homme.
Mais lorsque I'on observe I'évolution de I'IRM et des techniques médicales depuis 1973 (premiére
image effectuée en IRM) je suis slr qu’il sera possible d’observer I'activité individuelle de chaque
neurone des mammiferes dans un futur proche. L’augmentation des champs et I'amélioration des
antennes le permettront. La diffusion du manganése dans les mammiféres est plus longue et

nécessite des stimulations en temps plus importante.
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