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| ntroduction

La Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (Spectroscopie RMN) est une
technique non-invasive d'analyse chimique. Malgre sa faible sensibilité, elle constitue un outil
unique pour |'éude in vivo de la biochimie et du métabolisme du cerveau. Il sagit d'une
méthode de mesure globale : le volume de détection englobe au minimum des centaines de
milliers de neurones appartenant a plusieurs types différents, ainsi que des cellules gliaes. La
mesure biochimique ainsi réalisée se situe donc al'échelle macroscopique. Malgré ce caractéere
macroscopique, la spectroscopie RMN permet d'étudier des phénoménes neurochimiques qui
se déroulent a I'échelle moléculaire tels que I'inhibition d'une enzyme, la biosynthese le long
d'une voie métabolique particuliere, ou encore les échanges de substrats entre les neurones et

laglie.

Le caractere non-invasif de la technique est un avantage important pour I'éude du
cerveau. En effet, méme si beaucoup de questions liées au métabolisme cérébral peuvent étre
étudiées chez I'animal sur des tranches de cerveau ou des cultures cellulaires, un certain
nombre de caractéristiques peuvent difficilement étre reproduites in vitro. En particulier, la
régulation du métabolisme cérébral dépend de maniere critique du microenvironnement
constitué par la barriere hématoencéphalique et des interactions fonctionnelles entre les
neurones et la glie. De plus, la spectroscopie RMN, tout comme |la tomographie par émission
de positons (TEP), est utilisable chez I'hnomme. Ces deux techniques ne sont d'ailleurs pas
exclusives, mais plutét complémentaires. La TEP offre une résolution spatiale inégalée pour
I'imagerie des récepteurs avec des radioligands. En revanche, la spécifité chimique de la
spectroscopie RMN permet de détecter plusieurs métabolites simultanément, ce qui est

impossible en TEP a cause de la non-spécificité de la radioactivité.

La spectroscopie RMN du cerveau n'a cessé de se développer depuis une vingtaine
d'années. L'apparition d'aimants a champ de plus en plus élevé a considérablement amélioré la
résolution spectrale et le rapport signal-sur-bruit des spectres [ Gruetter-1998c]. L'éectronique
de détection des spectrometres et les gradients utilisés pour la localisation sont devenus plus

performants. De nouvelles séquences RMN ont été dével oppées pour améliorer lalocalisation
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gpatidle et la spécificité chimique des signaux mesurés. Enfin, des techniques de
quantification introduisant de la connaissance a priori se sont développées. Gréce a ces
progres, le nombre de métabolites détectables a augmenté et leur quantification est devenue
plus précise. A trés haut champ, il est possible aujourd'hui d'obtenir un véritable profil

neurochimique d'une région donnée du cerveau [Pfeuffer-1999b].

L'objectif de cette thése était de développer la spectroscopie RMN du cerveau sur
I'amant Bruker a 3 Tesla du SHFJ et d'appliquer ces développements a I'éude in vivo du
modéle animal 3-NP (3-nitropropionate) de la maladie de Huntington, en collaboration avec
P. Hantraye et E. Brouillet (URA CEA-CNRS 2210) qui ont développé et utilisé ce modele
chez lerat et le primate. La maladie de Huntington et le modéle animal 3-NP se caractérisent
notamment par une dégénérescence du striatum et les choix méthodologiques effectués

devaient permettre d'obtenir des spectres dans cette structure profonde du cerveau.

Ce mémoire est divisé en deux parties. La premiéere partie présente les dével oppements
méthodol ogiques en spectroscopie RMN, la seconde les applications au modéle animal 3-NP
de la maladie de Huntington. Les développements méthodol ogiques ont été menés dans trois
directions : qualité de la spectroscopie proton de base, mesure du métabolisme oxydatif du

glucose, mesure de la concentration de GABA.

Le premier objectif méthodologique (Chapitre 1.1.) a é&é d'obtenir une spectroscopie
proton directe de bonne qualité, préalable indispensable au dével oppement de techniques plus
sophistiquées. Cette spectroscopie simple permet de mesurer essentiellement trois
meétabolites : la choline, la créatine et |le N-acétyl-aspartate (NAA). Pour améliorer la largeur
de raie des spectres, hous avons décidé de mettre en oeuvre la méthode FASTMAP qui permet
d’ optimiser automatiquement |I’homogénéité du champ magnétique. Comme il ne sagit pas
d'une technique nouvelle, sa mise en cauvre ne sera pas décrite ici. Cependant, a cause d'un
défaut de conception de I'aimant, I'utilisation de FASTMAP entraine une dérive de fréquence
et nous avons éé amenés a concevoir une nouvelle méthode de correction en temps réel de la
fréguence. Finalement, des spectres de bonne qualité et robustes ont été obtenus chez le singe

et chez le rat, méme en présence d’ une dérive de fréguence de I’ aimant.

De nombreux résultats récents associent la maadie de Huntington a un
dysfonctionnement du métabolisme énergétique. En particulier, le 3-NP inhibe la succinate

déshydrogénase, une des enzymes du cycle de Krebs, et I'injection chronique de 3-NP chez
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['animal reproduit de maniére frappante les symptémes et |a dégénérescence neuronale de la
maladie de Huntington. Notre deuxiéme objectif méthodologique (Chapitre 11.2.) adonc été de
mesurer in vivo le métabolisme oxydatif du glucose dans le cerveau en utilisant du glucose
marqué au carbone 13 (**C). Dans ce but, nous avons développé une nouvelle technique qui
permet de mesurer séparément et simultanément le marquage des carbones 3 et 4 du glutamate

apartir du glucose a3 T avec lasensibilité du proton.

Enfin, la maladie de Huntington se caractérise par une dégénérescence sélective des
neurones GABAergiques dans le striastum. Nous avons voulu développer une technique de
mesure de la concentration de GABA dans le but de suivre cette neurodégénérescence. Notre
méthode, inspirée de celle mise au point a I'université de Yale, permet de supprimer
directement la contamination du signal de GABA par celui des macromolécules (Chapitre
1.3).

La deuxieme partie présente I'application de ces différents outils méthodologiques a
I'étude de la physiopathologie du modele animal 3-NP de la maadie de Huntington, en
collaboration avec I'équipe de I'URA CEA-CNRS 2210. Le Chapitre 11.1. décrit brievement
les principales caractéristiques de la maladie de Huntington et I'intérét du modéle animal 3-
NP. Le chapitre 11.2. décrit deux applications de la spectroscopie proton simple pour I’ éude
de modeles animaux 3-NP. La premiére éude mesure les modifications biochimiques induites
dans le cerveau de rat et de singe par une intoxication systémique au 3-NP, la seconde étude
analyse les effets d’une supplémentation en créatine. Enfin, le chapitre 11.3. présente des
mesures, par marquage isotopique au *C, de I'effet du 3-NP sur la vitesse du cycle de Krebs

cérébral chez lerat.
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Développements méthodologiques






|.1. Correction en tempsréel delafréquence

|.1.1. Introduction : importance de la stabilité de fréguence pour
la spectroscopie RMN du proton

A cause de la faible dispersion spectrale du spectre proton (environ 10 ppm) et de la
faible sensihilité de la spectroscopie RMN, le nombre de métabolites détectables sur un
spectre RMN du proton et la fiabilité de leur quantification dépendent de la résolution
spectrale et du rapport signal-sur-bruit des spectres obtenus. Ces caractéristiques sont
déterminées en premier lieu par I'intensité du champ magnétique principal By et ceci justifie
la recherche de champs toujours plus élevés pour la spectroscopie : des systemes horizontaux
a11,7 T pour le petit animal et a7 et 8 T pour I'hnomme ont été installés récemment aux Etats-

Unis.

Pour un champ magnétique By donné, la qualité du spectre dépend de maniere cruciale
de I"’homogénéité du champ dans le volume d’intérét. Plus le champ est homogene, plus la
largeur de raie diminue et plus le rapport signal-sur-bruit augmente. En pratique, le champ
magnétique n’'est jamais completement homogene, d’ une part a cause des imperfections de
I’aimant, mais surtout parce que la présence a I'intérieur de I’'aimant d’ un échantillon de
suceptibilité magnétique variable modifie les lignes de champ. Pour cette raison,
I”homogénéité du champ est optimisée a chaque expérience gréce a des bobines correctrices
(dites aussi bobines de "shim") dont la géométrie est choisie pour que chacune génere une
harmonique sphérique du champ magnétique [Chmurny-1990]. La procédure
d’homogénéisation du champ consiste idéalement a annuler toutes les harmoniques du champ
magnétique sauf |I"harmonique d’ordre zéro, qui est constante. La plupart des aimants sont
équipés de bobines générant les harmoniques d ordre un (X, Y, Z) et deux (Z% XY?, ZX,
ZY, 2XY). Parfois les bobines d'ordre trois sont également disponibles.

L'optimisation manuelle des bobines dordre deux est quasiment impossible en
spectroscopie localisée lorsque le volume d'intérét n’est pas situé au centre de I’aimant, en

raison du couplage entre les bobines d ordre deux et les bobines linéaires [Hoult-1987].
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L’ gjustement manuel par maximisation de I’ aire du signal RMN se limite donc habituellement
aux bobines linéaires X, Y, Z et parfois a la bobine Z2 Des techniques d’ optimisation
automatiques ont été proposées pour guster efficacement toutes les bobines d'ordre deux, et
trois s elles existent. L'gjustement de ces bobines d’ ordre non linéaire devient d'autant plus
nécessaire que le champ est élevé, car les distorsions de champ induites par les variations de

susceptibilité de I'échantillon augmentent avec le champ.

Parmi les techniques d optimisation automatique de |"homogénéité du champ,
FASTMAP se distingue par sa rapidité. L'optimisation de toutes les bobines de correction
avec cette méthode ne demande qu'une a deux minutes [Gruetter-1993; Shen-1997]. Sa
derniére version, qui utilise une acquisition écho-planar (FASTESTMAP), permet méme
d’ optimiser I”’homogénéité du champ en quelques secondes [Gruetter-2000]. C'est pourguoi
nous avons choisi de mettre en cauvre FASTMAP sur le systéme corps entier a3 T du SHFJ.
L’ utilisation de FASTMAP permet d’ obtenir une largeur deraiedel’eauinvivoa3 T de6a7
Hz en spectroscopie localisée, soit environ 0,05 ppm. A 9,4 T, des largeurs de raie de 0,015
ppm ont été rapportées [ Gruetter-1998c].

L'améioration de la résolution spectrale impose une trés grande stabilité du champ
magnétique By, ou de maniére équivalente de la fréguence du spectromeétre. Cette stabilité est
indispensable pour trois raisons. Tout d'abord, une dérive de la fréguence pendant une
accumulation entraine inévitablement un éargissement des raies. Ensuite, la stabilité de
fréquence est nécessaire pour obtenir une efficacité constante des impulsions sélectives en
fréguence utilisées pour la suppression du pic de I'eau (par exemple CHESS) ou dans les
techniques d'édition. Enfin, une dérive de fréguence méme faible entraine des artefacts de

soustraction pénalisants pour la spectroscopie par différence.

Les spécifications des aimants supraconducteurs utilisés pour la spectroscopie RMN
garantissent en général une dérive maximale de la fréquence de 0,1 ppm/heure. Pour les
durées dacquisition courantes en spectroscopie RMN (quelques minutes), la dérive de
fréguence totale pendant I'accumulation d'un spectre reste faible par rapport a la largeur de
raie. Cependant, la fréquence doit étre gjustée plusieurs fois par heure lors d'accumulations
prolongées. La plupart du temps, cet gustement de fréguence est réaisé entre deux

accumulations successives. Cette interruption de I'acquisition représente une perte de temps et
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peut étre difficile a gérer dans des expériences dimagerie de déplacement chimique ou de

spectroscopie 2D qui peuvent durer plusieurs dizaines de minutes.

Ce probleme d'ajustement de la fréquence devient critique dans le cas ou la fréquence
dérive plus rapidement que prévu dans les spécifications. Cette dérive anormae de la
fréguence peut étre liée a une cause perturbatrice extérieure telle que le mouvement d'une
masse métaliqgue importante a proximité de l'amant, & un défaut de la bobine
supraconductrice, ou a une variation de température des barreaux de correction passive de
I"homogénéité du champ. Ces barreaux congtitués d'un matériau ferromagnétique sont
installés de facon permanente dans I'amant pour rendre le champ By le plus homogene
possible des la construction de I'amant, par opposition aux bobines de correction active

décrites plus haut qui servent a homogénéiser e champ a chague expérience.
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Figure 1. Mesure simultanée de dérive de fréquence et de dérive de température del'aimanta3 T
du SHFJ. La température a été mesurée a I’ aide d’' un thermocouple a proximité des barreaux de
correction passive et la fréquence a été mesurée sur le signal de I’ eau d’un fantéme. La dérive de
fréguence (en trait plein) suit le méme décours temporel que la dérive de température (en trait
discontinu) et atteint 25 Hz/°C.

Cette variation de température des barreaux de correction passive a été la motivation
initiale pour développer une technique de correction de fréquence. Il est apparu en effet que
['utilisation de FASTMAP sur I’aimant a 3 T du SHFJ provoquait une dérive importante de la
fréquence pouvant atteindre 2 Hz/minute, soit 1 ppm/heure, valeur dix fois supérieure aux
gpécifications. La dérive était d'autant plus importante que la valeur cumulée des courants
appliqués aux bobines d'ordre deux était élevée. La Figure 1 montre que la dérive de
fréguence est liée a une dérive thermique de I’aimant. L’ application de courants élevés dans

les bobines d' ordre deux entraine un échauffement de I’aimant par effet Joule qui se transmet
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aux barreaux de correction passive situés a proximité (voir Figure 2). La dérive de fréquence
est due a la modification des propriétés ferromagnétiques des barreaux de correction passive
avec latempérature. Une dérive de fréquence similaire a d ailleurs été obtenue en augmentant
artificiellement la température de I’'aimant par échauffement des bobines de gradient, en
appliquant des impulsions de gradient intenses et répétées rapidement. Il faut souligner que les
spécifications des aimants sont généralement garanties avec tous les courants de correction a
zéro, et que que les corrections de champ d'ordre linéaire (X, Y, Z) sont appliquées
directement sur les bobines de gradients. Ceci explique que la dérive de fréquence provoquée
par la dérive thermique de I’aimant n'est devenue apparente qu'avec I'utilisation optimale des

bobines de correction d'ordre deux, rendue possible par FASTMAP.

Bobinesde
gradients

Correction passive

(barreauix ferromagnétiques) Bobines de correction

active d’ ordre deux

Figure 2. Coupe schématique de I'aimant a 3 T du SHFJ. La partie supraconductrice n'est pas
représentée. Les barreaux de correction passive sont situés entre les bobines de correction d’ ordre
deux et les bobines de gradients. L’ application de valeurs éevées dans les bobines de correction
d' ordre deux provogue un échauffement des barreaux de correction passive par effet Joule,
responsable de la dérive de fréquence de |’ aimant.

Une dérive de fréquence de 1 a 2 Hz par minute rend impossible une spectroscopie de
bonne qualité. L'élargissement des raies et les artefacts de soustraction peuvent étre corrigés
en post-traitement, a condition de stocker séparément tous les signaux de décroissance
d’induction libre (en anglais "free induction decay" ou fid) et de pouvoir mesurer la fréquence
sur chaque spectre individuel avant sommation. Cette stratégie n’ est pas applicable lorsque la
localisation est réalisée en plusieurs acquisitions (1SIS) ou lorsgue le rapport-signal -sur-bruit
est trop faible sur une seule acquisition. En revanche, les conséquences d’ une variation de la
fréquence des métabolites par rapport a la fréquence d'émission RF ne peuvent pas étre
corrigées en post-traitement. Par exemple, si une impulsion trés sélective de suppression de
I"eau n'est pas appliqueée exactement a la fréguence de résonance de I’eau, le pic d’'eau est

moins bien supprimé, et cet effet ne peut pas étre corrigé a posteriori. C'est le cas également
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de certaines techniques d' édition qui utilisent des impulsions tres sélectives en fréquence pour
détecter uniquement certains métabolites, comme |’ édition séparée des satellites C3 et C4 du
glutamate (voir Chapitre 1.2.) ou I’ édition du GABA (voir Chapitre 1.3.). Nous avons ainsi été
amenés a concevoir une méthode de correction, non pas a posteriori, mais en temps réel de la

fréguence.

Une correction en temps réel de la fréquence existe d'ailleurs sur tous les spectrométres
de haute résolution utilisés pour I’analyse chimique. Le composé a analyser est en général
dissous dans un solvant deutéré. Le systéme mesure en permanence la fréguence du solvant,
gréce a une deuxieme chaine d’ acquisition spécifique a la fréquence du deutérium, et corrige
la fréquence en temps réel en injectant un courant dans la bobine de correction Z° qui modifie
uniquement la composante constante du champ B,. Dans cette technique, le signal de

deutérium sert donc de référence de fréguence interne al'échantillon.

En théorie, il est possible d’' adapter un tel systéme sur un aimant corps entier pour la
spectroscopie RMN du cerveau. |l suffit de placer a proximité du sujet un petit échantillon de
deutérium qui servirait de référence externe de fréguence, et d’installer une antenne capable
de mesurer le signa de deutérium. Cependant, cette solution se heurte a plusieurs problémes :
le colt (il faut une chaine de réception spécifique), le positionnement de I’ échantillon deutéré
et de I'’antenne a la fréquence du deutérium par rapport au sujet, I’interférence éventuelle de

I’ utilisation des gradients avec le signal de deutérium.

Nous décrivons ici une méthode de correction en temps réel de la fréquence qui
fonctionne selon le méme principe que le "deuterium lock” des systemes haute-résolution,
mais en utilisant le signal de l'eau tissulaire comme référence de fréquence interne a
I'échantillon. Ce signal de référence de fréquence est acquis de fagon entrelacée avec le signal
d'intérét en utilisant une seule chaine d’acquisition. Cette approche exploite la possibilité
offerte par les spectrométres modernes de traiter les données en temps réel et ne nécessite pas

de modification significative du spectromeétre.
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1.1.2. Principe, matériels et méthodes

Principe

La Figure 3 montre le schéma de principe de la méthode de correction en temps réel de
la fréquence qui a été développée. Le signal d'eau servant de référence pour mesurer la
fréguence est acquis a chaque répétition (par souci de clarté, on emploiera parfois dans la suite
le terme anglais scan pour désigner chagque répétition) en goutant aprés la séquence de
spectroscopie localisée dintérét (PRESS, STEAM, ISIS,...) une simple séquence impulsion-
acquisition non localisée a faible angle d'excitation. Un angle d’ excitation faible permet d' une
part de perturber le moins possible le retour a I’ équilibre des aimantations de |’eau et des
métabolites (relaxation T,;), d'autre part de ne pas saturer le convertisseur analogique-
numérique. En effet, pour des raisons techniques, le gain de réception ne peut pas étre modifié
en cours d’acquisition, et le signal de référence est amplifié avec le méme gain de réception

que le signal de spectroscopie localisée d’intérét.

grad.
deph. 0
CHESS | PRESS L0
A lati ””“V””W””||||W||||||||||||||||||| T
ccumulation
( de n scans ) |_|_,
L —>»| Acquisition du signal de référence au scan n
= |
Q Calcul de la dérive de fréquence par rapport
= au premier scan
[}
j=t I
o Ajustement du courant dans la bobine Z0

Figure 3. Schéma de principe de la méthode de correction en temps réel de la fréquence. Le signal
de I'eau non localisé servant de référence de fréquence est acquis aprés la séquence de
spectroscopie localisée grace a une séquence impulsion-acquisition a faible angle d’ excitation 6.
La dérive de fréquence est calculée en temps réel a partir du signal de I'eau et corrigée par
rétroaction négative sur le courant de la bobine de correction Z°. Un gradient déphaseur (grad.
déph.) est utilisé pour éliminer tout signal avant I'émission de I'impulsion RF non localisée 6.

A partir du signal deau de référence, il est possible de déterminer le décalage de

fréguence du scan n par rapport au premier scan du spectre en cours d'accumulation. Comme
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en haute résolution, la fréquence est alors corrigée par rétroaction négative sur le courant
injecté dans la bobine de correction Z°. Le calcul du décalage de fréquence et de la correction
a appliquer se fait en temps réel a chaque répétition pendant I'accumulation du spectre. Les
spectrometres Bruker Avance offrent la possibilité d'effectuer un tel traitement en temps réel
en utilisant le mécanisme appelé "pipeline filter". Ce mécanisme permet de lire chaque signal
RMN qui vient du récepteur immédiatement aprés numérisation et de le traiter par un
programme utilisateur (écrit en C) avant addition aux scans précédents et stockage en
meémoire. Le programme utilisateur peut soit modifier le signal (effectuer par exemple un
filtrage), soit simplement en extraire une information, ce qui est le casici pour lafréguence du

signal.

Calcul delafréguence a partir du signal del'eau

Amplitude Différence
du fid de phase Ajustement
(pondération) ) linéaire par
moindres carrés
pondérés

Ad(t)=2rAf t

Figure 4. Calcul de la différence de fréguence entre deux acquisitions par ajustement linéaire de
la différence de phase dans le domaine temporel. La différence de phase devient de plus en plus
bruitée lorsque I’amplitude du signal RMN diminue. La pondération de I’ ajustement linéaire de
la différence de phase par I’amplitude du signal permet de réduire I'influence du bruit. La pente
de |’ ajustement linéaire est directement égale a |a différence de fréquence Af a un facteur 2 preés.

Le décalage de fréquence est déterminé par la différence de fréguence entre le signal
d'eau de référence au scan n et le signal d'eau de référence au scan 1. 1l sagit donc de calculer
une différence de fréquence entre deux signaux, qui sont, si le sujet ne bouge pas, strictement
identiques au décalage de fréquence pres. Ce probléme peut étre résolu de maniere tres
efficace directement dans le domaine temporel. D'aprés les propriétés de la transformée de
Fourier, une différence de fréquence Af dans le domaine fréquentiel correspond en effet & un

déphasage linéaire en fonction du temps A¢(t)=2n.Af.t dans le domaine temporel. S les
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signaux complexes en fonctions du temps fidy(t) et fid,(t) désignent respectivement le signal
RMN de I’ eau au scan 1 et au scan n, la différence de phase en fonction du temps entre fid,(t)
et fidy(t) est donnée par : A¢(t)=atan[fid,(t)/fidy(t)]. Un austement par moindres carrés non

récursifs permet de calculer la pente de cette droite et d'obtenir Af (voir Figure 4).

Le rapport signal-sur-bruit des signaux fidy(t) et fid,(t) décroit au cours du temps a cause
de larelaxation T, . La phase du bruit éant évidemment aléatoire, le bruit de la différence de
phase A¢(t) augmente avec le temps (voir Figure 4). Pour réduire I'influence de ce bruit de
phase, I’ gjustement par moindres carrés a été pondéré par le module de I'amplitude de fid,(t).
La formule classique qui donne la pente a; d’un gjustement linéaire d’un ensemble de points

(Xi,yi) pondérés par les coefficients w; est :

2Wi 2D WiX Y =2 WX - WY,
a, = i i i i

2
ZWi .inz _(Zwixij

Pour réduire encore I'influence du bruit de phase, I'amplitude moyenne du bruit a été
calculée sur les 200 derniers points complexes de fidy(t) (sur un total de 512 points
complexes) et tous les points dont le module était inférieur a cing fois cette valeur-seuil n'ont
pas été pris en compte pour I’ gustement (i.e. w;(t)=0). A cause de ce seuil, seuls 150 points
environ de la différence de phase ont été affectés d’ un coefficient de pondération w; non nul in
vivo. Les points non pris en compte correspondent aux instants ou le signal RMN devient
faible par rapport au bruit. Cela ne concerne pas uniquement les points situés alafin du signal
de décroissance d'induction libre, mais également d éventuels passages par zéros de
I"intensité de ce signa a cause de phénomeénes de battement de fréguence. C'est le cas par

exemple s le signal d’eau non localisé se présente sous laforme d’ un pseudo-doubl et.

Calcul et application de la correction

La correction de fréquence appliquée au scan numéro k (k entier) peut étre définie dans
un premier temps comme I'opposé de la fréquence du signal de I'eau mesurée au scan (k-1).
Rappelons que cette fréquence du signal de I'eau est mesurée par rapport au premier scan de
I'accumulation en cours. Si f(k) désigne la fréquence du signal d'eau avant correction au scan
k, Af(k) la correction appliquée au scan k et f '(k) la fréquence du signal de I'eau apres

correction au scan k, on a:
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£1(K) = f (k) + Af (k) = f (k) = (k — 1)

Comme la fréquence du signal de I'eau est mesurée a chaque répétition, f(k) et f '(k)
peuvent étre considérés comme des signaux discrets en fonction de k, dont on peut calculer la
variance ¢ €t ¢' respectivement. Si la distribution des fluctuations de fréguence suit une loi

normale, on peut écrire :
6%=06"+06°=25"

Par conséquent, I'application de la correction augmente la variance des fluctuations de
fréguence d'un facteur 2. Pour limiter cette augmentation de la variance, la correction peut étre
lissée en moyennant les N mesures de fréquence précédentes, ou N est un paramétre a

déterminer, soit :
Af (k) = —%[f(k—1)+f(k—2)+.--+f(k— N)|
Lafréquence apres correction est alors donnée par :
f'(k)=f(k)—%[f(k—l)n(k—2)+.--+f(k— N)]
Lavariance de la fréquence apres correction devient :

c'? = o’ +G—2:(1+i)02
N N

Plus N est grand, moins la variance est dégradée par la correction de fréquence. Si N=4,
la variance n’est plus dégradée que d une facteur 1,25. Cependant, N ne doit pas étre chois
trop grand pour ne pas introduire un retard trop important dans le temps de réaction de la
correction lors d'une variation accidentelle brusque de la fréquence (mouvement du sujet par
exemple). Des valeurs de N comprises entre 4 et 8 représentent un bon compromis. Comme
celaseraexpligué plusloin, le choix de N est compliqué en spectroscopie cérébralein vivo par

les effets de larespiration.

Une fois la correction de fréquence calculég, il reste a déterminer la valeur du courant &

injecter dans la bobine Z° pour appliquer cette correction. Ce courant est déterminé sur le
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systéme Bruker par une valeur de correction Z° comprise entre -100% et 100% avec une
précision de 0,1%. La valeur 100% correspond au courant maximal délivré par |’ alimentation
soit 5 A. Par ailleurs, le plus petit incrément de fréquence, obtenu en augmentant de 0,1% la
valeur du shim Z° était initidlement trop élevé pour permettre dappliquer de petites
corrections de fréquence. Afin de réduire cette valeur, un diviseur de courant constitué de
deux résistances a été gjouté en sortie de I'alimentation : une résistance de 22 Q a été placée
en série avec la bobine Z° et une résistance de 1 Q a été placée en paralléle pour dériver la
plus grande partie du courant. De cette fagon, I'incrément de fréquence minimal a é&é ramené a
0,05 Hz environ. Il s agit de la seule modification matérielle apportée au spectrometre pour la

méthode de correction de fréguence en temps réel.

Le temps nécessaire pour appliquer la correction est la somme du temps de prise en
compte par |e spectrométre de la commande de courant dans la bobine Z° (teomm=800 ms) et
du temps de stabilisation du courant (t4,=400 ms), soit un temps minimum de 1,2 seconde.
Le temps tcomm d envoi de la commande peut certainement étre considérablement diminué en
modifiant I'interface de communication entre la console d acquisition et |'éectronique du
spectrometre. En gjoutant a teomm €t tsan 1€ temps nécessaire a la séquence de spectroscopie
localisée (250 ms), le temps d acquisition (512 ms) et le temps de calcul de la fréquence (50
ms), le temps de répétition minimum est d environ 2 s, valeur suffisamment faible pour la

plupart des acquisitions de spectroscopie localisée.

Enfin, il faut mentionner un probléme potentiel dans I’ utilisation de la bobine Z° : celle-
ci est en généra déa utilisée pour corriger les courants de Foucault générés par les
commutations des gradients ("preemphasis’). Ceci n'a pas posé de probleme car I'aimant a3 T
d'Orsay comporte deux bobines de correction Z°: I'une intégrée dans I’aimant (inutilisée
jusgu’aors), et l'autre dans le tuyau de gradient (utilisée pour la correction des courants de
Foucault). Nous avons donc simplement tiré parti de la bobine Z° inutilisée pour corriger la
dérive de fréquence. Cependant, pour les systémes ne disposant que d’ une seule bobine Z°, il
suffit en principe de connecter sur la méme bobine Z° I’dimentation des "preemphasis’ et

I"alimentation des bobines de correction de champ.
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Simulation des conséquences de la respiration

Lorsque le bruit de mesure de la fréquence du signal de I'eau est aléatoire, le moyennage
effectué pour calculer la correction de fréquence réduit la variance de la correction d'un
facteur 1/N. Cependant, les mesures effectuées chez I'homme (voir résultats page 28) mettent
en évidence une composante oscillatoire induite par la respiration. Cette composante
périodique n'est pas moyennée de la méme facon que la composante aéatoire, et peut méme
étre amplifiée par ce moyennage. Le but de ce paragraphe est d'analyser I'effet de larespiration

sur la correction de fréguence.

On veillera dans la suite a ne pas confondre la fréquence du signal de I'eau avec la
fréquence de l'oscillation respiratoire. La fréquence du signal de l'eau est mesurée
régulierement a intervalle de temps TR et constitue un signa discret f(k). Ce signal f(k)
possede lui-méme une composante respiratoire pseudo-sinusoidale avec une certaine
fréguence. Nous parlerons donc de fréquence de I'eau pour désigner le signa f(k) et de

fréquence respiratoire pour désigner la fréquence de la composante sinusoidale de f(k).

Variation dela ~\ > Fréquence effective

fréquencedel’eau . .
e e (W aprescorrection
duealarespiration

’\/\/\/ Variance o /\/\/\/ Variance 'l

Correction
defréguence
calculée

NNV

Figure 5. Risgque d amplification des effets de la respiration par la correction de fréguence.
Lorsgue la fréguence du signal de I'eau varie de facon sinusoidale a cause de la respiration, la
correction de fréguence calculée est elle-méme sinusoidale. La fréquence du signal de I'eau aprés
correction est donc la somme de deux sinusoides. Suivant la phase relative de ces deux sinusoides,
la variance ¢' de la variation de fréquence aprés correction peut étre supérieure ou inférieure a la
variance o de la variation de fréquence avant correction.

Supposons que la respiration induise une oscillation sinusoidale de la fréquence du
signal de I'eau: f(k)=cos(w.TR.K) avec o=2nfp, oU k désigne le numéo du scan de
I'acquisition en cours, TR le temps de répétition et fie, |a fréquence respiratoire. Dans ce cas

la correction sera également sinusoidale car il s'agit de la convolution de la fréguence avant
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correction f(k) avec un noyau rectangulaire. La fréquence résultante sera donc la somme de
deux signaux sinusoidaux. Suivant la phase relative de ces deux sinusoides, I’amplitude des

oscillations pourra étre augmentée ou diminuée (Figure 5).

Ce risgue d'amplification de la sinusoide respiratoire est évident dans le cas ou la
correction n'est pas lissée (N=1). Supposons en effet que Trep=1/fe;=2.TR (par exemple
Tresp=4 s et TR=2 5). On a dors f(k)=cos(rk) et f'(k)=f(k)-f(k-1)=2cos(nk). Autrement dit, |a
sinusoide respiratoire est multipliée par deux a cause de la correction de fréquence, ce qui

correspond a une variance multipliée par 4.

Calculons maintenant la fréguence apres correction dans le cas N=4. On notera dans la

stite w'=0.TR:
f'(k+4)=f(k+4)-Af (k +4)
~ cos{o ( + 4))~ - [oos{ork) + cos{or (k + 1)+ cos{or k + 2)) + cos{or k + 3)]
- cos{ork)cos{d)  sinfos k)sinfdor)— —[oosfor )+ cosfr K)oosfe) - sinfo K)sin(o)
+ cos{of k) os(20) — sinfa k)sin(2) + cosfo k)cost3e) —sinfo k)sinf3a)]
~ cosof k) os{dr) - 1+ cosos) + coo{zw) + cosu )
- snfos k) 3nfdr) - §lan(o) - sinzo) + snfaos)]
Pour N=6, on obtient de laméme fagon:
£ (k + 6) = cos(a'k)- (cos(em-) -2 i+ cos{o) + cos{20f) + cos{3) + coses) ¢ cos(&»‘)])
oK) Sf6s) - (o) + Snf2w) (@)« sinfacs)+ sinfs )
Finalement, lafréquence aprés correction est de laforme :
#(k + N) = A cos(. TR K)+ Bsin(e. TR k)

Les coefficients A et B dépendent de N, fie, €t TR. Suivant les valeurs de A et B, la
variance du signa f'(k) aprés correction peut ére augmentée ou diminuée par rapport a la

variance du signal f(k) avant correction.
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Validation in vitro et in vivo.

Toutes les mesures ont été effectuées dans I'aimant corps-entier a 3 T. Le tunnel de
gradient corps entier avec une intensité maximale de 10 mT/m et un temps de montée de 600
us a été utilisé. Le temps d’ acquisition total était de 512 ms (1024 points complexes, largeur
de bande 2000 Hz). Pour des raisons techniques, le temps d'acquisition n'a pas été interrompu
pendant I'émission de I'impulsion non localisée pour obtenir le signa d'eau de référence. La
premiere partie du temps d'acquisition a servi a acquérir le signal de spectroscopie localisé.
Une impulsion rectangulaire de 50 us précédée d’un gradient de déphasage pour éliminer le
signal localisé résiduel (5 ms, 50%) a éé ragjoutée 256 ms apres le début du temps
d acquisition pour acquérir le signal de I'eau non localisé. En conséquence, le temps
d’ acquisition effectif du signal localisé était de 200 ms et celui du signal d’ eau non localisé de
256 ms. L’ impulsion non localisée a été calibrée pour que le signal de I’ eau remplisse environ

70% de la dynamique du convertisseur anal ogi que-numerique.

Les mesures in vivo sur un volontaire ont été effectuées avec la sonde en cage d’ oiseau
standard Bruker (sonde quadrature, longueur 25 cm, diamétre 25 cm). La téte du sujet a été
fermement maintenue pour éviter tout mouvement. Les spectres ont é&é acquis avec une
seguence entrel acée PRESS/impulsion-acquisition sur un voxel de 15 ml et avecun TR de2 s
ou 3s. L’homogénéité du champ a été optimisée avec FASTMAP pout obtenir une largeur de
raie de 6-7 Hz sur I’eau. L’ utilisation de FASTMAP a entrainé une dérive de fréguence de

I’ ordre de 1 Hz par minute par échauffement des barreaux de correction passive.

|.1.3. Résultats

Précision de la mesure de fréguencein vitro

Dans le cas d’un spectre localisé acquis in vivo dans le cerveau humain avec une sonde
volumique, le signal d’eau non localiseé servant de référence de fréguence provient de
I’ensemble des tissus situés dans le volume sensible de la sonde aors que I’ homogénéité du
champ est optimisée sur le volume d’intérét. Dans ce cas, la largeur de raie du signal d’eau
non localisé est de I'ordre de 100 Hz. Malgré sa largeur de raie importante, la fréquence de ce

signal peut étre mesurée avec une grande précision comme le montre la Figure 6. Une série de
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signaux d’ eau de référence ont été acquis avec une séquence entrelacée PRESS/impulsion-
acquisition sur un fantdme d'eau avec une largeur de raie de 90 Hz, représentative de la
situation in vivo. La bobine de correction Z° a été utilisée pour faire varier |a fréquence dans
une gamme de quelques Hz et la fréguence du signal d’eau a été déterminée avec une des

méthodes décrites ci-dessous.

Trois méthodes de calcul de la fréguence ont été comparées. La méhode A est la
méthode d’ gjustement linéaire de la différence de phase dans le domaine temporel décrite plus
haut. Dans la méthode B, la fréquence a été déterminée par le point d'amplitude maximum du
spectre en module, ce qui constitue pour un spectroscopiste la méthode de mesure de
fréquence la plus intuitive. Les signaux temporels fidy(t) et fid,(t) ont été complétés par des
zéros avant transformée de Fourier pour augmenter la résolution spectrale (taille du vecteur de
données aprés gjout des zéros : SI=128k). Enfin, dans la méthode C, la fréguence a été
calculée en maximisant la fonction de corrélation entre les deux spectres, apres ajout de zéros
(S1=128k) et transformeée de Fourier. Si F; et F, désignent respectivement la transformée de

Fourier discrete de fidy(t) et fids(t), lafonction maximisée sécrit :

corr(k)= S E(i)-F. (i +K)

i=—si+k

ou k est un entier comprisentre—Sl et Sl.
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Figure 6. Comparaison des trois méthodes de mesure A, B, C pour déterminer la fréquence d'un
signal d'eau non localisé d'une largeur de raie de 90 Hz environ. Un total de 128 signaux d'eau a
été acquis en faisant varier la fréquence grace a la bobine Z°. La différence de fréquence par
rapport au premier signal acquis a été déterminée par chacune des trois méthodes. Les points
expérimentaux sont représentés par des croix et la ligne diagonale représente l'identité. La
précision de la mesure est excellente avec | es trois méthodes malgré la largeur du pic d'eau.
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L'excellente corrélation entre les trois méthodes montre que la dérive de fréguence de
['aimant peut étre mesurée avec une préecision inférieure a 0,1 Hz méme sur un signal d'eau
tres large. En revanche, le temps de calcul varie beaucoup d'une méthode a I'autre. Alors que
la méthode A ne requiert que 50 ms, les méthodes B et C demandent respectivement 2 s et
30 s sur la station de travail du spectrométre. Pour ces deux dernieres méthodes, |’ gjout de
zéros au signal temporel (128k) avant transformée de Fourier pour obtenir une trés bonne
résolution spectrale explique le temps de calcul important, alors que la méthode A ne traite
que quelques centaines de points. La méhode A semble également plus robuste que la
méthode B vis-avis de petites déformations du signal de I'eau. Ces perturbations mineures
peuvent en effet affecter le maximum d'amplitude déterminé par la méthode B, mais pas le

décalage global de fréquence estimé par la méthode A.

Mesure de la fréquence in vivo sur un volontaire sain

La Figure 7a montre les variations de fréguence (sans correction) enregistrées sur la téte
d'un volontaire au cours du temps. Trois composantes peuvent étre distinguées : la dérive de
fréguence a long-terme que I'on veut corriger, provoquée ici par |'échauffement des barreaux
de correction passive de I'amant ; la respiration du sujet qui induit une oscillation quasi-
sinusoidale de la fréquence ; et le bruit résiduel lié au cycle cardiaque et aux autres
mouvements rapides. Dans ce cas particulier, a titre illustratif, le sujet respirait avec une
période de 3,5 Hz en se synchronisant sur un signal sonore (généré al’aide du logiciel EXPE
6), aors que le temps de répétition de la séquence était TR=3 s. La composante respiratoire est
visible sur latransformeée de Fourier (Figure 7b) sous laforme d'un pic alafréquence 0,05 Hz.
Il s'agit du repliement de la fréquence respiratoire f=1/3,5=0,29 Hz dans la bande passante
dlant de 0 a f=1/(2TR)=0,17 Hz, le temps de répétition TR éant la période

d’ échantillonnage.

Le bruit résiduel a été isolé en supprimant la composante respiratoire dans le domaine
fréquentiel (le pic a 0,05 Hz a été remplacé par ses deux plus proches voisins) et en calculant
le signal temporel correspondant par transformée de Fourier inverse. Les fluctuations dues ala
respiration dominent clairement la variance a court-terme de la fréquence de I'eau. Ceci est
confirmé de maniére quantitative en éliminant la dérive a long terme, par gjustement linéaire,

sur les Figure 7a et Figure 7c. La variance de la fréquence chute de 0,143 Hz* & 0,045 HZ?
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guand la composante respiratoire est supprimeée. Cette derniére représente donc dans ce cas

précis environ les deux tiers de la variance a court-terme.
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Figure 7. Décours temporel (a) et analyse de Fourier (b) de la fréquence du signal de I'eau non
localisé provenant de la téte d'un volontaire, mesurée avec un TR de 3 salors que le sujet respirait
avec une période de 3,5 s. Le pic intense a 0,05 Hz en (b) correspond a la fréquence respiratoire
(0,29 H2) repliée dans la bande d'échantillonnage (0-0,17 HZ). La composante basse fréquence
correspond a la dérive a long-terme, approximativement linéaire, représentée par une ligne
discontinue en (a) et (c). La contribution de la respiration a la variance a court-terme du signal
temporel a été estimée en annulant le pic respiratoire dans la Transformée de Fourier, remplacé
par la moyenne des deux points voisins en (d), et en effectuant une Transformée de Fourier inverse

(©).

Effet delarespiration: simulation

L'augmentation de variance provoquée par la correction de fréguence en présence d'une
oscillation respiratoire a été simulée dans |’environnement MATLAB. Pour des vaeurs
donnéesde N et TR, le rapport des variance 6'%/c? a été calculé en fonction de fresp €N Utilisant
les équations obtenues plus haut (page 24). Dans le cas N=4 et TR=3 s, la Figure 8 montre que
la correction de fréquence peut dégrader la variance d'un facteur 2 si la fréquence respiratoire
est égale a 0,29 Hz, valeur qui se situe dans la gamme physiologique (0,15 a 0,35 Hz). En
revanche, si I'on choisit N=6 et TR=2 s, la correction de fréguence dégrade la variance d'un

facteur 1,33 au maximum dans la gamme de fréguence respiratoire physiologique.
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Figure 8. Smulation numérique de I'effet de la correction de fréquence sur la variance de la
fréquence du signal de I’eau. La variation de la fréquence de I'eau due a la respiration a été
modélisée par une sinusoide. Le rapport de la variance avec et sans correction a été calculé dans
les cas (a) NA=4, TR=3 s et (b) NA=6, TR=2 s. La région grisée correspond a la gamme de
respiration physiologique humaine. La fléche en (a) indique le cas le plus défavorable choisi pour
les expériences de la Figure 9.

Effetsdelarespiration : validation in vitro et in vivo

Le résultat des simulations a été comparé a des mesures in vitro sur un fantdéme d'eau.
Le cas le plus défavorable, correspondant a N=4, TR=3 s et T,«=3,5 s, a €té reproduit
expérimentalement en appliquant la correction de fréquence aors que la fréquence de I'eau
variait de maniére sinusoidal e gréce a de toutes petites variations de courant dans la bobine de
shim Z2. En effet, la bobine Z? est fortement couplée ala bobine Z°, et de petites variations de
courant sont suffisantes pour faire varier la fréquence de quelques Hertz aors que la

déformation des raies reste négligeable. Conformément aux résultats de la simulation, la
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variance de la fréquence de |'eau apres correction est le double de la variance avant correction.
De méme, la correction de fréguence provogue une dégradation de la variance de la fréquence
de l'eau in vivo lorsque le sujet respire a Te=3,5 S grace a un signa sonore de
synchronisation. Cependant, dans ce cas, la dégradation de variance est |égerement inférieure
au facteur deux prévu par la simulation, d'une part parce que la composante respiratoire n'est
pas parfaitement sinusoidale et d'autre part parce qu'il existe d'autre sources de variance a

court terme que la respiration.
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Figure 9. Démonstration in vitro et in vivo de I’ effet de la correction de fréquence sur la variance
du décours temporel de la fréquence de |’ eau. (a) Sur un fantdme d’ eau, une variation sinusoidale
de la fréquence de I’ eau a été induite avec |a bobine de correction Z2 (trace du haut), alors que la
correction en temps réel de la fréquence était calcul ée (trace du milieu) et appliquée en utilisant la
bobine Z°. Les paramétres correspondent au cas le plus défavorable de la Figure 8a (TR 3s, NA 4,
fréguence oscillatoire 0,29 Hz). La variation de fréquence aprés correction (trace du bas) possede
une variance augmentée d'un facteur deux par rapport a la variation de fréquence spontanée,
comme prédit par la simulation de la Figure 8a. (b) Décours temporel de la fréquence de I’ eau sur
la téte d'un volontaire respirant avec une période de T=3,5s alors que la correction en de
fréquence (trace du milieu) est appliquée sur la bobine Z° (TR 3s, NA 4). La variance de la
variation de fréquence passe de 0,49 HZ avant correction & 0,96 HZ aprés correction.

Spectroscopie in vivo avec correction en temps réel de la fréquence

En pratique, il y a peu de chances davoir une dégradation de la fréguence auss
importante que celle prévue par la simulation dans le cas |e plus défavorable, car la fréquence
respiratoire d'un sujet n'est certainement pas constante pendant toute la durée d'acquisition du
spectre. Cependant, pour rendre la correction de fréguence robuste dans toutes les situations,

les paramétres NA=6 et TR=2 s ont été conservés pour les expériencesin vivo.
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La Figure 10 montre un ensemble de données obtenues avec et sans correction de
fréquence sur un volontaire respirant normalement (sans signal sonore) aors que la fréquence
de I'amant dérivait de 1 Hz/mn a cause de I'échauffement des barreaux de correction passive.
Les graphes de la Figure 10a montrent que la dérive a long-terme est bien compensée par la
correction de fréguence. En revanche, la variance de la fréquence augmente tres peu. Apres
soustraction de la dérive & long-terme, la variance de la fréquence de I'eau passe de 0,054 HZ*
sans correction & 0,057 Hz® avec correction. Enfin, & cause de l'importance de la dérive a
I'échelle de temps de I'acquisition du spectre (8,5 min), la correction de la dérive de fréquence
entraine une amélioration significative de la largeur de raie du spectre des métabolites acquis
dans le lobe occipital avec la séquence PRESS. La largeur de raie du NAA est réduite de 2,5
Hz pour atteindre 6,5 Hz avant filtrage (Figure 10b).
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Figure 10. Données in vivo obtenues sur la téte d'un volontaire avec une séquence entrelacée
PRESYimpulsion-acquisition (TR 2s, 256 répétitions) en présence d’ une dérive rapide de I’ aimant
(environ 1 Hz/minute) et alors que le sujet respirait normalement (sans signal sonore de
synchronisation). (a) Fréquence du signal d’eau de référence au cours du temps sans correction
(trace du bas) et avec correction (trace du milieu), et correction appliquée & la bobine Z° (trace du
haut). (b) Spectre PRESS in vivo dans le lobe occipital (VOI 15 m, TE 68 ms), en présence de la
dérive de fréquence montrée en (a), sans correction en temps réel de la fréquence. (c) Spectre
identique au spectre montré en (b), mais avec correction en temps réel de la fréquence. Les
spectres ont été traités avec un élargissement lorentzien de 1 Hz

|.1.4. Discussion

Les résultats obtenus montrent qu'une correction en temps réel efficace de la dérive de

fréguence de I'aimant peut étre mise en oauvre sur un spectrométre RMN corps entier in vivo.
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Aucune modification particuliére du systeme n'est nécessaire. La méthode utilise la méme
chaine d'acquisition pour acquérir, de facon entrelacée, les données de spectroscopie localisée
dintérét et un signal d'eau non localisé qui sert de référence pour la mesure de la fréquence.
La dérive de fréguence calculée a partir du signal de I'eau est corrigée par application d'une
rétroaction négative sur le courant de la bobine de correction Z°. La méthode est trés générale
et peut sappliquer a n'importe quelle géométrie d'antenne et nimporte quelle séguence de
spectroscopie localisée a condition que le temps de répétition soit suffissmment long pour
caculer et appliquer la correction. Pour les expériences nécessitant un temps de répétition
plus court, comme l'imagerie de déplacement chimique, il serait possible d'appliquer la

correction de fréguence a des intervalles de temps plus longs que TR.

La précision de la mesure de fréguence est déterminante pour |'efficacité de la méthode
de correction. 1l est a priori possible de mesurer cette fréquence directement sur le signal
localisé dintérét (obtenu par exemple avec une séquence PRESS). Dans ce cas, |'acquisition
d'un signal d'eau de référence aprés la sequence localisée devient inutile. Cependant, cette
solution convient mal lorsgue le rapport signal-sur-bruit d'un seul scan est faible (petit voxel),
lorsque lalocalisation n’ est pas réalisée en un seul scan (localisation 1SIS) ou lorsque le signal
varie d'un scan a l'autre (imagerie de déplacement chimique, spectroscopie 2D). L'gjout d'une
séguence impulsion-acquisition avec une petit angle d'excitation permet au contraire
d'acquérir un signal d'eau intense et stable tout en perturbant peu le retour a I'équilibre de
I'aimantation longitudinale. De plus, il a é&é montré que la largeur importante du pic de I'eau

n'empéche pas une mesure tres précise de sa fréquence.

Lorsque la séquence d'impulsions de spectroscopie localisée varie d'un scan a l'autre, la
mesure de fréquence sur le signal de I’eau non localisé peut malgré tout subir de légéres
fluctuations car I'aimantation de |'eau posséde un "passe" différent avant chaque séquence
impulsion-acquisition. C'est le cas par exemple de la séquence ISIS, dans laguelle la
localisation est réalisée en combinant plusieurs scans et en appliquant a chague scan une
combinaison différente d'impulsions d'inversion dans chacune des trois directions de
I"espace. 11 y a un risgue que la fréguence mesurée sur le signal d’eau non localisé fluctue de
facon périodique avec une période égale a la durée du cycle d’'ISIS. Bien gque les données
obtenues avec ISIS in vivo chez le singe n'aient pas mis en évidence de telles fluctuations
(données non montreées), il est préférable dans cette situation de choisir N (nombre de points

moyennés pour calculer la correction) égal ou multiple du nombres de scans nécessaires pour
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achever un cycle complet d'ISIS, afin de ne pas propager une éventuelle oscillation de

fréguence sur la correction. Par exemple, pour une séquence ISIS 3D, on choisira N=8.

Les fluctuations a court terme de la fréquence de I'eau provoquées par la respiration
compliguent la mise en cauvre de la correction de fréquence. Tout d'abord, la composante
respiratoire surprend par son amplitude : 1 a 2 Hz créte a créte. Elle ne semble pas due a un
mouvement direct de latéte lié ala respiration, car la téte du volontaire était bien maintenue,
mais plutét au mouvement de |’'interface air/liquide que congtitue le diaphragme. Le
mouvement physiologique de cette interface présentant un forte transition de susceptibilité
magnétique est suffisant pour modifier de fagon non négligeable le champ By a hauteur de la
téte. Cet effet "a distance" de la respiration sur la fréguence de I’ eau dans la téte n’a encore
jamais été rapporté, mais on peut s attendre a ce que son amplitude augmente avec I’intensité
du champ magnétique Bo. D§a génant a 3 T, cet effet pourrait devenir problématique sur les
nouveaux aimants corps entier a 7 ou 8 T. De la méme fagon, nous avons remarqué que le
déplacement des bras du sujet d'une position croisée a une position allongés le long du corps

entraine un décalage de fréquence de 10 Hz.

Il serait envisageable de minimiser ces oscillations de la fréquence dues a la respiration
en gjustant le courant dans la bobine Z° de maniére prospective. La fréquence du signa de
I'eaul pourrait en effet étre prédite soit a partir d'une mesure directe du cycle respiratoire par un
dispositif mécanique, soit en utilisant la mesure de la fréquence du signal RMN durant les
cycles précédents. Dans cette premiére étude, le but n'était pas de supprimer |'oscillation a
court terme de la fréquence, mais simplement de corriger la dérive de fréquence a long terme
de I'amant en évitant que la correction n'amplifie les oscillations a court terme. Pour la
largeur de raie couramment obtenue a3 T in vivo avec FASTMAP, soit 6-7 Hz sur un voxel
de 15 ml, une telle amplification des oscillations peut affecter sérieusement la qualité des
spectres obtenus. C'est pourquoi la propagation des oscillations sur la correction de fréquence
a été analysée en détail. Les parametres choisis pour la correction de fréquence in vivo (N=6,
TR=2 s) entrainent une augmentation faible des oscillations a court terme tout en gardant une

fenétre de moyennage (12 s) relativement courte.

L'avantage le plus évident de la correction de la dérive de fréguence pour la
spectroscopie du cerveau in vivo est une amélioration de la largeur de raie. A cause des

résonances tres fines obtenues, méme sur de gros voxels, en gjustant les corrections non
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linéaires par des méthodes analytiques comme FASTMAP, il suffit d'une dérive de fréguence
de quelques Hertz pendant I'acquisition d'un spectre pour affecter lalargeur de raie. Toutefois,
cet effet ne devient significatif que pour une dérive cumulée approchant la largeur de raie de
la résonance considérée. La Figure 11 montre en effet qu'une résonance lorentzienne de 6 Hz
de largeur de raie est élargie de seulement 0,6 Hz lorsgue la dérive cumulée vaut 3 Hz, mais
d§ade 2,5 Hz lorsgue la dérive atteint 6 Hz. De telles dérives sont inhabituelles a I'échelle de
temps (quelques minutes) de I'acquisition d'un spectre proton simple, sauf si I'aimant présente
un défaut affectant sa stabilité.
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Figure 11. Smulation de I’ effet d’une dérive de fréquence pendant I’accumulation d'un spectre
sur la largeur de raie. Un total de 100 raies lorentziennes (largeur a mi-hauteur 6 Hz) réparties
uniformement sur la gamme de fréquence correspondant a la dérive ont été additionnées. (a) raie
résultante avec une dérive totale de 6 Hz (en trait plein) comparée a la raie sans dérive de
fréquence (trait pointill€). La largeur de raie passe de 6 Hz a 8,5 Hz (b) Largeur a mi-hauteur de
la raie résultante en fonction de la dérive de fréguence totale pendant I’ accumulation du spectre.
L’ élargissement est négligeable pour les dérivesinférieures ala moitié de la largeur deraie.

En dehors de ces cas défavorables, I'intérét de la correction en temps réel de lafréguence
est évident dans le cas d'acquisitions longues (plusieurs dizaines de minutes) comme pour
I'imagerie de déplacement chimique ou la spectrocopie 2D. Pendant une acquisition de 30
minutes, méme une dérive faible de 0,1 ppm par heure conduit a une dérive de fréguence
cumulée approchant la largeur de raie des métabolites. Pour de telles acquisitions, une
méthode simple consiste a corriger la variation de fréguence a posteriori en appliquant un
décalage de fréguence a chague spectre individuel. Le décalage de fréguence appliqué peut
étre estimé en supposant une dérive linéaire de la fréquence de I'aimant. Cependant, cette
méthode ne permet pas de corriger les effets déléeres d'une dérive de fréquence sur I'efficacité

des impulsions trés sélectives en fréquence utilisées pour la suppression d'eau et I'édition
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spectrale. De plus, les dérives de fréquence non linéaires ne peuvent pas étre corrigees par

cette approche.

La correction de fréguence améliore également de facon significative les spectres
obtenus par différence, que ce soit pour les méthodes de localisation par soustraction (par
exemple I1SIS) ou pour I'édition spectrale d'une résonance particuliere par différence (par
exemple I’ édition du GABA). La Figure 12 montre qu'une dérive de fréguence de seulement
0,1 Hz sur une résonance de 6 Hz de largeur de raie entraine un résiduel de soustraction
dispersif de 4% créte-créte. Un tel résiduel est par exemple inacceptable pour I'édition du
GABA ou I'on cherche a éliminer, par différence entre deux spectres, la résonance de la
créatine avec une efficacité supérieure a 99% (voir Chapitre 1.3.). Méme s I'acquisition des
spectres est entrelacée, en présence d'une forte dérive de 2 Hz par minute et avec un temps de
répétition de 3 s, la dérive de fréguence atteint 0,1 Hz entre deux répétitions. Si une
localisation I1SIS en trois dimensions est réalisée sur chague spectre avant soustraction,
I'intervalle de temps entre les deux spectres est de I'ordre de 20 a 30 secondes. A cette échelle
de temps, la dérive normale d'un aimant est également de I'ordre de 0,1 Hz. Méme s une tel
décalage de fréquence peut étre corrigé en post-traitement, a condition que les spectres
individuels soient stockés séparément, il semble plus efficace de traiter ce phénomene

systématique en temps réel.
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Figure 12. Artefact de soustraction entre deux raies lorentziennes identiques, de largeur a mi-
hauteur égale a 6 Hz, et décalées en fréguence de 0,1 Hz L’intensité créte a créte du résiduel
dispersif atteint 4% de I’ intensité de la raie avant soustraction.
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|.1.5. Conclusion

Le concept de traitement en temps réel d'un signa RMN de référence pour corriger de
maniere prospective une source d'artefacts a dé§ja été appliqué en imagerie RMN en utilisant
des écho-navigateurs, en particulier pour réduire les artefact de mouvement dans |'imagerie
thoracique ou I'imagerie fonctionnelle du cerveau. Ainsi, la mesure de la différence de
fréguence directement dans le domaine temporel a été utilisée récemment pour mesurer la
position du diaphragme afin d'améiorer I'imagerie RMN abdominale et thoracique [Foo-
1999]. En spectroscopie, deux équipes ont montré que la qualité des spectres obtenus dans le
foie et le cerveau peut étre grandement améliorée par navigation rétrospective [Tyszka-1998]
ou par synchronisation a posteriori sur le cycle cardiaque [Felblinger-1998], des techniques de
post-traitement qui utilisent de maniére quasiment optimale le temps dacquisition et
n'introduisent pas le probleme de variabilité de TR rencontré avec |es méthodes classiques de
synchronisation sur le cycle cardiague ou respiratoire. La présente étude avait pour but de
corriger en temps réel la dérive a long terme de I'aimant, mais elle démontre également la
possibilité de réaliser un traitement en temps réel sur le spectrométre pour corriger de

nombreuses sources d'artefacts affectant la qualité des spectres RMN in vivo.



|.2. Détection séparée en proton du [4-*C]glutamate
et du [3-"°C]glutamate : POCE semisélectif

1.2.1. Introduction : spectroscopie *C et métabolisme du glucose

La spectroscopie RMN du carbone 13 (*3C) est un outil unique pour mesurer in vivo les
flux métaboliques. L’approche consiste & mesurer I’incorporation du *3C, isotope non
radioactif du carbone détectable par RMN, dans les mol écules endogenes apres administration
d'un précurseur marqué au *3C. Le précurseur marqué est chimiquement équivalent au
précurseur non marqué contenant I'isotope °C et est métabolisé de la méme facon. La
spectroscopie RMN permet de détecter spécifiqguement la fraction marquée d’ un métabolite a
condition que sa concentration soit suffisasmment élevée pour donner un signal détectable. A
cause de la faible abondance naturelle du **C (1,1%), la contribution du **C endogéne au
signal mesuré devient négligeable lorsque I enrichissement en 3C du métabolite détecté est

suffissmment édevé.

Cette méthode a été notamment utilisée pour étudier le métabolisme oxydatif du glucose
pendant une perfusion de glucose enrichi en **C. Le glucose est dégradé par la glycolyse puis
incorporé au cycle de Krebs. A partir de glucose marqué au *3C sur le carbone 1, I'analyse des
réactions biochimiques mises en jeu montre que le carbone 4 du glutamate est marqué au
premier tour du cycle de Krebs et que les carbones 2 et 3 sont marqués au deuxieme tour. Le
glutamate ne fait pas directement partie du cycle de Krebs, maisil est marqué par la réaction

d échange entre |’ a-cétoglutarate et le glutamate (Figure 13).

Contrairement atous les métabolites intermédiaires de la glycolyse et du cycle de Krebs,
le glutamate est trés concentré dans le cerveau des mammiféres (environ 10mM) et la
spectroscopie RMN peut mesurer e marquage progressif en *3C des carbones C3 et C4 du
glutamate au cours du temps pendant une perfusion de glucose marqué au *3C. Les cinétiques
de marquage du glutamate C3 et C4 obtenues expé&imentalement, associées a une

modélisation des réactions chimiques impliquées dans |le métabolisme oxydatif, permettent de
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calculer la vitesse du cycle de Krebs Vi, [Mason-1992b] [Mason-1995]. La question de la

modélisation sera examinée en détail au chapitre I1.3.
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Figure 13. Marquage en **C du glutamate & partir de glucose marqué sur le carbone 1. Le
glutamate est en échange avec le cycle de Krebs au niveau de I’ a-cétoglutarate. Le carbone 4 du
glutamate est marqué au premier tour du cycle de Krebs () et les carbones 2 et 3 sont marqués au
deuxiéme tour ().

Les techniques de détection des métabolites marqués au **C se répartissent en deux
catégories : les techniques de détection *3C directe et les techniques de détection indirecte des
protons liés au *3C. Le choix entre ces deux catégories résulte d'un compromis entre la
sensibilité et l'information spectrale obtenue. La détection directe en 3C offre une grande
richesse d'information spectrale gréce a sa gamme de déplacements chimiques tres éendue,
autorisant la détection simultanée de nombreux métabolites. Elle souffre en revanche d'une
mauvaise sensibilité a cause du faible rapport gyromagnétique du carbone 13. Certaines
techniques (découplage proton, NOE, transfert de polarisation) améiorent la sensibilité de
maniére significative, mais les spectres *3C restent acquis sur de gros volumes et/ou pendant
des temps relativement longs pour compenser le faible rapport signal-sur-bruit. Pour cette
raison, les techniques de détection indirecte constituent le meilleur choix pour mesurer des
cinétiques de marquage dans de petites régions fonctionnellement spécialisées du cerveau ou

dans des structures profondes (tel le striatum) avec une bonne résolution temporelle.

Si la détection indirecte des protons liés au *C améliore considérablement |a sensibilité
par rapport ala détection directe, ce gain est obtenu au détriment de la résolution spectrale. Le
spectre proton se caractérise en effet par une faible gamme de déplacements chimiques et le

recouvrement de nombreuses résonances. A tres haut champ (9,4 T), il reste possible de
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mesurer le marquage de nombreux métabolites (glutamate, glutamine, GABA, aspartate,
lactate) [Pfeuffer-1999a). En revanche, & champ plus faible, les résonances C3 et C4 du
glutamate a 2,09 ppm et 2,33 ppm €t de la glutamine a 2,14 et 2,44 ppm se superposent
(Figure 14) et linformation obtenue se limite au glutamate C4 et au glutamate C3, en
négligeant la contribution de la glutamine deux atrois fois moins concentrée et qui se marque
plus lentement [Mason-1992b] [Hyder-1997].

Figure 14. Smulation avec le logiciel Bruker NMRSIM® du spectre du glutamate et de la
glutamine a 3 T. Le glutamate (OOC-CyH,-C3H,-C»H-NH,-COO") possede trois groupements
CpH, CzH. et C4H, dont les protons résonnent respectivement a 3,76 ppm, 2,09 ppm et 2,33
ppm (spectre en trait plein). Le spectre de la glutamine (OC-NH-C4H,-C(3H2-CH-NH,-COQO)
est tres similaire (trait discontinu): les groupements CpH, CigH, et CyH, résonnent
respectivement a 3,77 ppm, 2,14 ppm et 2,44 ppm. La glutamine est deux a trois fois moins
concentrée que le glutamate dans |e cerveau. Pour cette simulation, la concentration de glutamine
choisie est quatre foisinférieure a celle du glutamate.

En dessous de 3 T, la mesure séparée du glutamate C4 et du glutamate C3 in vivo
devient elle-méme difficile a cause de la moins bonne résolution spectrale (Figure 15). Dans
ce cas, il est cependant possible en premiére approximation de mesurer uniquement la
cinétique de marquage du glutamate C4 en négligeant la contamination par le glutamate C3

qui se marque plus lentement (au deuxieme tour du cycle de Krebs).



40 Premiére partie : dével oppements méthodol ogiques

T

C3

1,5T

_

T T T T T T T T T T T T T T T
26 24 22 20 ppm 26 24 22 20 pPpm 26 24 22 20 pPpm

Figure 15. Smulation avec le logiciel Bruker NMRSIM® du spectre du glutamate & différents
champs avec une largeur de raie comparable a celle obtenue in vivo (15 Hz). La détection séparée
des résonances C3 et C4 du glutamate, possible a trés haut champ, devient difficile aux champs
intermédiaires (1,5T-4 T) utilisésin vivo chez I'homme.

La perte dinformation due a la mauvaise résolution spectrale limite bien sOr
I"information sur les flux métaboliques qui peut étre obtenue par la modélisation des
cinétiqgues de marquage. Par exemple, la connaissance des cinétiques de marguage du
glutamate C3 et C4 & partir du glucose marqué, ainsi que de I’enrichissement en **C du
glucose plasmatique, permet de calculer alafois la vitesse du cycle de Krebs (notée Vi, pour
TriCarboxylic Acid cycle) et lavitesse d’ échange entre I’ a-cétoglutarate et |e glutamate (notée
V) [Mason-1992b]. En revanche, lorsgue la cinétique de marquage du glutamate C3 ne peut
pas étre mesurée, Vi, peut toujours étre calculée, mais a condition de faire une hypothése sur
les valeurs relatives de Vi, et de V [Mason-1999]. Dans la premiere étude menée chez le rat
a8,4 T (champ auquel les résonances des protons liés au C3 et C4 du glutamate sont résol ues)
et la premiére étude par détection °C directe chez I'nomme, Mason et al. montrent que
V>>Via [Mason-1992b; Mason-1995]. Cette observation a été reprise comme hypothése
dans plusieurs éudes a résolution spectrale plus faible [Hyder-1996] [Hyder-1997] [Hyder-
1999] [Mason-1999]. Il semble néanmoins que cette hypothése ne soit pas toujours vérifiée
(voir Chapitre11.3.) et la connaissance de la cinétique de marquage du glutamate C3 permet de
s affranchir de cette incertitude. Par ailleurs, on peut remarquer que le retard de la cinétique de
marquage du glutamate C3 par rapport a la cinétique de marquage du glutamate C4 permet de
calculer directement Vi, sans connaitre I'enrichissement du glucose plasmatique et sans faire

d’ hypothese sur V. La mesure de la cinétique de marquage du glutamate C3 en plus de celle
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du glutamate C4 peut alors permettre d éviter les préévements sanguins réguliers pour
déterminer |’ enrichissement du glucose plasmatique, et donc de diminuer le caractere invasif
de la technique, en particulier chez I’homme. Le seul inconvénient est que la valeur de V ne

peut plus étre déterminée.

Dans ce contexte, le but de ce chapitre est de présenter une nouvelle technigque de
détection indirecte, appelée SPOCE (Semiselective POCE) congue pour mesurer séparément
et simultanément |es cinétiques de marquage du glutamate C4 et C3, méme quand ces signaux
ne sont pas résolus. Aprés une revue des techniques de détection *3C directes et des techniques
de détection indirectes des protons liés au *3C, la nouvelle séquence SPOCE est analysée en
détail. Des résultats in vitro et in vivo démontrent I'efficacité de la technique a 3 T. Une
application de la technigue SPOCE a un modéle rat de la maladie de Huntington est présentée
au chapitre 11.3.

|.2.2. Détection des métabolites marqués au *C dans le cerveau
par spectroscopie RMN : revue destechniques existantes

|.2.2.1. Détection ala fréquence du *C

Séquence impulsion-acquisition

Il est possible d'obtenir des spectres *C du cerveau avec une simple séquence
impulsion-acquisition [Behar-1986; Beckmann-1991]. Le spectre est alors dominé par le
signal des acides gras en abondance naturelle provenant de la graisse sous-cutanée,
principalement autour de 30 ppm. Cette contamination lipidigue ne pose pas de probléme pour
la détection du glucose C1 vers 95 ppm [Mason-1992a]. En revanche, elle empéche la
détection directe du glutamate et de la glutamine C3 et C4. Dans des éudes cinétiques
pendant perfusion d'un précurseur marqué au C, les lipides peuvent étre éiminés par
soustraction de chague spectre avec un spectre de ligne de base acquis avant perfusion. De
cette maniére, les cinétiques de marquage du glutamate et de la glutamine C3 et C4, dont les
résonances *C se situent autour de 30 ppm, ont éé obtenues avec la séquence impulsion-
acquisition malgré la contamination par les lipides dans la méme région du spectre [Sibson-
1997] [Sibson-19984].
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Découplage proton et effet Overhauser nucléaire

Le principal inconvénient de la spectroscopie *C directe est sa faible sensibilité. La
combinaison du découplage proton et de I'effet Overhauser nucléaire permet d'améliorer

notablement cette sensibilité, ce qui justifie leur utilisation fréquente in vivo.

Le découplage proton, c'est-a-dire l'irradiation continue des résonances des protons liés
au carbone pendant I'acquisition du signal **C, constitue une premiére fagcon o améliorer le
rapport signal-sur-bruit. En effet, les carbones coupl és scalairement a des protons apparai ssent
dans le spectre **C sous forme de multiplets sous I'effet du couplage hétéronucléaire Jop. Par
exemple, la résonance *C d'un groupement **CH, se subdivise en un triplet, entrainant une
perte de résolution spectrale et surtout de rapport signal-sur-bruit. Cette subdivision des raies
sous |’ effet du couplage hétéronucléaire est supprimée par le découplage proton. 1l est souvent
souhaitable d'irradier I'ensemble du spectre proton simultanément, et non une seule résonance
proton, afin de pouvoir mesurer simultanément plusieurs métabolites découplés sur le spectre
3C. Ce découplage large-bande, contrairement au découplage par onde continue, pose, en
particulier chez I'nomme et a haut champ, le probléme de la puissance RF déposée et de
['augmentation de température dans les tissus [Bottomley-1989]. Néanmoins, il a é&é montré
récemment que le découplage large-bande est possible chez I'nomme méme a 4 T en

respectant les limites de puissance maximale imposées par lalégidation [Gruetter-1996].

L’autre moyen d'augmenter le rapport signal-sur-bruit du spectre °C est I'effet
Overhauser nucléaire. Si I’on considere par exemple un proton couplé de fagon dipolaire & un
carbone 13 a I’ équilibre thermodynamique, les différences de population entre les spins —1/2
et 1/2, aussi bien pour le proton que pour le carbone, sont données par la distribution de
Boltzmann. L’ émission continue de HF a la fréquence du proton entraine une modification de
la différence de population entre les spins —1/2 et 1/2 du proton qui se répercute sur la
différence de population entre les spins —1/2 et 1/2 du carbone couplé a ce proton par des
mécanismes de relaxation croisée. L’ aimantation a |’ équilibre du carbone, proportionnelle ala
différence de population, se trouve ainsi modifiée. Plus précisément, l'aimantation est

multipliée par un facteur:

1va

n=1+
27c
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ouU vy €t yc sont les rapports gyromagnétiques du proton et du carbone. Comme ypyx4yc, I’ effet
nOe obtenu en irradiant de maniére continue le spectre proton permet d’ augmenter le signa
13C d'un facteur 3 au maximum. Cette relation est vraie pour de petites molécules mobiles.
L'effet Overhauser maximal n'est obtenu que s la relaxation T, est purement dipolaire. En
pratique, in vivo, le signal est améioré d'un facteur, proche de 2, variable suivant les
métabolites. Ceci entraine des difficultés de quantification des métabolites in vivo. L'effet
Overhauser nucléaire est en effet difficile a calibrer in vitro a cause de la variation importante

des propriétés de relaxation quand on passe de mesures in vitro a des expériencesin vivo.

Localisation directe en **C

La quantification précise des métabolites exige que les signaux détectés proviennent
d'une région déterminée du cerveau. Une technique de localisation est alors nécessaire. La
localisation directe en **C est compliquée par I'étendue de la gamme de déplacement chimique
(200 ppm) qui engendre des erreurs importantes de localisation pour des métabolites
possedant des fréguences de résonance trés différentes. La localisation est en effet réalisée le
plus souvent grace a des impulsions sélectives en fréguence appliquées en présence d’'un
gradient, et la région effectivement sélectionnée varie en fonction de la résonance d’intérét
dans le spectre. A titre d’exemple, supposons qu’une tranche de 4 cm d épaisseur soit
sél ectionnée avec une impulsion de 4000 Hz de largeur spectrale, soit un gradient de sélection
de 1000 Hz/cm. La différence de fréguence entre le glucose C1B (96.6 ppm) et le glutamate
C3 (27.7 ppm) est de 5000 Hz environ a 3 T. Par conséquent, les tranches de détection du
glucose et du glutamate sont décalées de 5 cm, une vaeur supérieure a |’ épaisseur de la
tranche. La localisation I1SIS a cependant été utilisée en restreignant |'observation des
résonances a une petite bande spectrale autour de la fréquence d'émission, par exemple la
région du glucose C1 vers 95 ppm [Gruetter-1992a], du myo-inositol vers 75 ppm [Gruetter-
1992b] ou du glutamate et de la glutamine C3 et C4 vers 30 ppm [Gruetter-1994].

Transfert de polarisation

Le principal avantage du transfert de polarisation in vivo est de pouvoir effectuer la
localisation du signal en proton avant le transfert de polarisation vers le *3C, réduisant ainsi
considérablement les artefacts de déplacement chimique. Cependant, I'objectif initial de la
technique était d'augmenter la sensibilité de la spectroscopie des noyaux peu sensibles comme

le 13C en transférant une partie de la sensibilité du proton vers le **C. Le gain de sensibililité
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est comparable, voire supérieur, a celui apporté par I'effet nOe (qui ne peut pas étre utilisé en
méme temps) [Bomsdorf-1991] [van den Bergh-1998]. Par conségquent, le transfert de
polarisation permet d'obtenir une sensibilité équivalente au nOe tout en améliorant de facon
décisive la localisation. |l sagit donc d'une technique particulierement prometteuse pour les

études | ocalisées quantitatives par détection °C directe.

Les séquences les plus classiques de transfert de polarisation hétéronucléaire sont
INEPT (Insensitive Nuclel Enhanced by Polarization Transfer) [Morris-1979], DEPT
(Distorsionless Enhancement by Polarization Transfer) [Doddrell-1982] et la polarisation
croisée hétéronucléaire dans le référentiel tournant [Artemov-1995]. Ces séquences ne seront
pas anaysees en détail ici. Mentionnons simplement que la séquence INEPT présente
I'inconvénient d'aboutir a des multiplets antiphase alors que la séquence DEPT donne des
multiplets refocalisés. Le découplage proton dans INEPT annule le gain de sensibilité apporté
par le transfert de polarisation. Il existe cependant une version refocalisée de INEPT [Burum-
1980]. Une version adiabatique de INEPT refocalisée a également été développée [Merkle-
1992] Par ailleurs, avec les sequences DEPT ou INEPT refocalisée, le gain de sensibilité
dépend du systéme de spin (CH, CH, ou CHg) et un compromis doit étre trouvé pour détecter

simultanément des sytémes de spins différents.
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Figure 16. Techniques de détection *C par transfert de polarisation hétéronucléaire.

L'application de ces techniques in vivo est récente. La sequence PRECISELY [Gruetter-
1996], combinaison de ISIS et de DEPT, a permis d'explorer in vivo dans le cerveau humain
par détection **C localisée le transport du glucose [Gruetter-1998b] et le métabolisme du
glutamate [Gruetter-1998a] (Figure 17). Shen et al. ont mesuré le marquage du glutamate et
de la glutamine a partir du glucose gréce a une sequence INEPT refocalisée adiabatique
[Shen-1999a]. Enfin, le métabolisme du glucose a éé mesuré dans des tumeurs par

pol arisation croisée hétéronucléaire [Artemov-1995].
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Figure 17. Spectre *3C localisé représentatif obtenu & 4,1 T dans |e lobe occipital d’un volontaire
avec la technique PRECISELY. Le spectre représente une accumulation pendant 50 min sur un
volume de 72 ml approximativement 60 minutes apres le début de la perfusion de glucose. Les
couplages homonucléaires **C-*C (isotopoméres) sont visibles sur le glutamate. D’aprés
[Gruetter-19984] .

|.2.2.2. Détection indir ecte des protons couplés au °C

Satellites °C

La présence d'un atome de carbone 13 dans une molécule divise la résonance des
protons liés a ce carbone en un doublet sous I'effet du couplage hétéronucléaire Jep.
Considérons par exemple une molécule smple, le formate HCOO'. La Figure 18 montre le
spectre d’ un mélange de formate **C et de formate *C. Celui-ci apparait sous la forme d’un
pseudo-triplet par superposition d'un singulet correspondant au formate **C (raie-mére) et
d'un doublet correspondant au formate *C (satellites). Le rapport de I'intensité des satellites
sur I'intensité de la raie-mére dépend de I’ enrichissement en *C du méange défini par le
rapport de la concentration de formate marqué par rapport a la concentration totale de formate.
De méme, pour une molécule qui possede plusieurs protons comme le glutamate, chague
résonance proton (ici chaque triplet) est divisée en deux lorsque le carbone auquel sont liésles
protons est un carbone 13. La Figure 19 montre par exemple un spectre de glutamate marqué

au 3C sur lestrois carbones C2, C3 et C4.
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Figure 18. Représentation du spectre d une solution de formate partiellement marqué au °C. La
raiemére centrale correspond aux protons liés au °C et les raies latérales (satellites)
correspondent aux protons liés au *C. La mesure du spectre proton permet de calculer
directement I’ enrichissement en **C du mélange.
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Figure 19. Smulation avec le logiciel Bruker NMRSIM? du spectre du glutamate marqué au °C
sur les carbones 2, 3 et 4, obtenu avec une séquence impulsion-acquisition a 3 T. Pour chaque
multiplet correspondant respectivement aux protons des groupements CH, CH, et CiyH,, la
fraction marquée au **C du glutamate apparait sous la forme de satellites. La largeur de raie est
de 3 Hz et I’ enrichissement uniforme en **C est de 25%.

Il est donc possible sur un spectre proton de mesurer la fraction marquée au *C d'un
métabolite en détectant les satellites des carbones marqués. Méme si cette mesure est parfois
possible directement sur un simple spectre proton, il est souvent nécessaire de simplifier le
spectre par des techniques d'édition. Plusieurs techniques d'édition hétéronucl éaires utilisent le
couplage hétéronucléaire Joy pour mesurer séectivement le signal des proton liés a un

carbone 13 en éliminant le signal des protons liés a un carbone 12. Ces techniques peuvent
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étre vues comme un double transfert de cohérence, du proton vers le °C, puis du °C vers le

proton.

Gain de sensibilité de la détection indirecte par rapport a la détection directe

La détection indirecte des proton liés au **C augmente la sensibilité d'au moins un ordre
de grandeur par rapport ala détection directe en *3C. Le gain de signal en prenant en compte

uniquement la sensibilité relative des noyaux protons et *3C est :

3
Yn _ P’_H} ANy
Ve Yc n N¢
ou y désigne le rapport gyromagnétique, 1 le gain par effet nOe et N le nombre de noyaux.
Pour un groupement CH, (Ny=2, Nc=1) legain en signal est d’ environ 43.

Cependant, le gain de sensibilité ne dépend pas seulement du signal mais également du
bruit et de lalargeur de raie. Le bruit provenant de I’ échantillon augmente linéairement avec
la fréquence, et la figure de bruit d'un préamplicateur augmente également avec la fréquence.
De plus, lalargeur de raie est plus éevée en proton qu’en *C. Le gain de sensibilité peut étre

exprimé par laformule [Novotny-1990] :

W_H:[Y_HTE&Y_C{ T T,[Avl/z}z{(l_(&/Qul)HT_[(lOF/ZO)C] e%E
Ve fe n Ne vy [Avy, H T, c (1_Q|/Qu|)c (10':/20)-1 H

ou y est le rapport gyromagnétique, N le nombre de noyaux, T, le temps de relaxation

longitudinal, Avy, lalargeur de raie, Q et Qy les facteurs de qualité des antennes chargees et
non chargées, F lafigure de bruit du préamplificateur en dB, TE le temps d’ écho en proton (la
détection en °C éant faite avec une séquence impulsion-acquisition), T, le temps de
relaxation transverse et n le gain par effet nOe. La justification de cette formule est discutée
en détail dans laréférence citée. Novotny et al. ont mesuré expérimentalement dans le cerveau
de lapin un facteur 14 entre la détection directe d'éthanol marqué au **C (avec découplage et
nOe) et la détection indirecte par POCE, une valeur proche du facteur 8,5 prévue par la
formule dans leurs conditions expérimentales. L’ écart entre les deux valeurs peut S expliquer

notamment par un effet nOe in vivo moins important que la valeur théorique maximale de 3.
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Par ailleurs, si I'on examine les spectres obtenus récemment a 4 T chez I'homme en
antenne de surface, le NAA en abondance naturelle (soit 0,11 mM de 3C) est détecté par
POCE dans 12 ml en 12 minutes [Chen-1998]. En comparaison, par détection directe en **C
avec PRECISELY, Gruetter et al. détectent le NAA en abondance naturelle dans 180 ml en 72
minutes [Gruetter-1996]. Méme s la comparaison de rapport signal-sur-bruit entre les deux
spectres est approximative a cause de parametres de filtrage différents, la différence de

résolution spatiale et temporelle est évidente (Figure 20).

Détection C13 directe Détection indirecte (POCE)

180 ml, 72 minutes 12 ml, 12 minutes

Gin Satellites du NAA
NAA
Glu
\1 | - | =126H7 ——— =
6‘0 . 5‘5 I 5‘0 2‘.f| ' 2‘.4 I 2 !T.!i Lt 14
ppm ppm

[Gruetter, 1996] [Chen, 1998]

Figure 20. Comparaison de deux spectres en abondance naturelle obtenus récemment dans le lobe
occipital chez I'homme & 4 T avec détection par sonde de surface. (a) Détection **C directe avec
transfert de polarisation et découplage proton pendant I'acquisition. Le pic du C2 du NAA est
visible & 53,9 ppm. (b) Détection indirecte des protons du NAA couplés au **C & 2,02 ppm avec la
technique POCE, sans décoplage *C pendant I'acquisition. Le spectre (a) représente une
accumulation de 72 minutes sur un volume de 180 ml alors que le spectre (b) ne représente que 12
minutes d' accumulation sur un volume de 12 ml.

Méthodes d' édition des satellites par différence

Une premiere famille de séquences permettent de détecter sélectivement les protons
couplés au °C par différence entre deux spectres. Dans ces méthodes d' édition, une impulsion
13C est appliquée une acquisition sur deux pour inverser sdlectivement les satellites. Par
soustraction, les raies °C disparaissent et seules restent les raies *C. La plus utilisée de ces
techniques est la méthode POCE (Proton-Observed Carbon-Edited) [Rothman-1985] dans
laquelle I'impulsion dinversion **C est placée dans un écho de spin. La séquence POCE est

décrite en détail au chapitre suivant (Chapitre 1.2.2.3.).
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Suivant le méme principe que POCE, I'impulsion dinversion *3C a été combinée avec
une ségquence Jrefocalisée par transfert de cohérence [Pan-1997; Mason-1999], avec une
segquence PRESS [Chen-1998] et avec une séquence STEAM (STimulated Echo Acquisition
Mode) [Pfeuffer-1999a]. Dans cette derniére ségquence, le temps TM, durant lequel
I”aimantation est longitudinale et ne subit pas la Jmodulation, est utilisé pour appliquer une
impulsion dinversion adiabatique large bande qui inverse efficacement tout e spectre proton,

permettant ainsi de détecter I'ensemble des satellites **C simultanément méme 29,4 T.

Enfin, en combinant la technique POCE avec |’ imagerie spectroscopique écho-planar, la
méthode ICED-PEPS| (In vivo Carbon-Edited Detection with Proton Echo-Planar
Spectroscopic Imaging) a permis de mesurer chez lerat a 7T les cinétiques de marquage dans
tout le cerveau simultanément avec une résolution spatiale de 8 pl et une résolution temporelle
de 11 minutes [Hyder-1999]. Cependant, dans cette étude, I'homogénéité du champ By n'était
pas suffisante pour détecter séparément les satellites C3 et C4 du glutamate.

Méthodes de spectroscopie 2D

La spectroscopie 2D hétéronucléaire permet égaement de détecter les métabolites
marqués au *3C. Les protons couplés au *3C apparaissent sous la forme de pics de corrélation
sur les spectres 2D. Sur ces spectres, la premiére dimension correspond a la fréquence *C
(encodage de phase par incrément de t;) et la deuxiéme dimension correspond a la fréquence
proton (encodage de fréguence t, pendant |'acquisition). Les deux méthodes les plus classiques
sont les sequences HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) [van Zijl-1993] et
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) décrites sur la Figure 21. Dans ces deux
séguences, la sélection des cohérences désirées peut se faire soit par cyclage de phase, soit par
des gradients [Ruiz-Cabello-1992]. Une version 1D de geeHMQC (gradient-enhanced
HMQC) a été utilisée pour mesurer les protons couplés au *3C en une seule acquisition sur le
cerveau de rat [Inubushi-1993]. La sequence HSQC est une combinaison d'une séquence
INEPT et d'une sequence INEPT inversée pour revenir en détection proton. Elle a permis
récemment d’ obtenir des spectres 2D avec la sensibilité du proton et la résolution spectrale du
13C chez le macaque [Watanabe-20004] et chez I’ homme [Watanabe-2000b].
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Figure 21. Ségquences de spectroscopie 2D hétéronucléaires HSQC et HMQC.

|.2.2.3. La méthode Proton-Observed Carbon-Edited (POCE)

Latechnique POCE a été decrite initialement par Rothman et coll. [Rothman-1985] Elle

apermis d'obtenir les premieres cinétiques de marquage, détectées en proton, du glutamate C4
et C3 chez le rat a 84T [Fitzpatrick-1990] et du glutamate C4 chez I'homme a 2.1T

[Rothman-1992] & partir de glucose marqué. Elle reste la technique la plus largement

employée pour mesurer |es cinétiques de marquage isotopique par RMN in vivo.

Principe

La séquence est composée d'un simple écho de spin sur le cana proton et d'une

impulsion d’inversion appliquée une fois sur deux & la fréquence du *3C. L’impulsion *3C est

appliquée un temps t3=1/(2Jc) avant le début de I'acquisition, ou Joy est la constante de

couplage hétéronucléaire proton-carbone. La valeur de Jcy est en général comprise entre 100

et 200 Hz suivant les molécules, ce qui donne une valeur de t3 comprise entre 2,5 et 5 ms.
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Figure 22. Schéma de la séquence Proton-Observed Carbon-Edited (POCE). Sur le canal proton,
la séquence est composée d’un simple écho de spin. Sur le canal **C, une impulsion d’inversion
est émise une acquisition sur deux a un temps 1/2Jc avant le début de I'acquisition, et une
impulsion de découplage est éventuellement appliquée pendant I’ acquisition.

Lol
| :

I

D écouplage

Figure 23. Représentation de |’ effet de la séquence POCE sur les protons couplés au **C. Dans la
séquence A, sans impulsion d’inversion °C, les satellites sont détectés en phase avec la raie-mére.
Lorsque I'impulsion °C est appliquée (séquence B), les satellites sont inversés par rapport a la
raie-mére. La différence A-B éimine la raie-mére et ne conserve que les protons couplés au °C.
Le découplage supprime les effets du couplage J pendant I’ acquisition et permet de gagner un
facteur deux en rapport signal-sur-bruit.

Comme le montre le calcul effectué plus loin, I'impulsion d inversion *3C appliquée une
fois sur deux a pour effet d’'inverser les satellites par rapport a la raie-mere (Figure 23). La
soustraction d’'un spectre sans inversion des satellites et d'un spectre avec inversion des

satellites supprime la raie-meére et ne conserve que les satellites. La sequence POCE supprime
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donc les protons liés au **C pour ne détecter que les protons liés au °C. Par ailleurs, le
découplage °C (¢’ est-&-dire I'irradiation continue & la fréquence du *C pendant I’ acquisition
du signa proton) permet de supprimer I'effet du couplage Jon pendant I'acquisition. Le
doublet édité correspondant aux satellites dégénéere en un singulet, ce qui améliore le rapport

signal-sur-bruit d' un facteur deux.

Analyse de la séquence POCE avec le formalisme des opérateurs-produits

Le formalisme des opérateurs-produits [Serensen-1983; Howarth-1986] permet de
calculer de maniére rigoureuse le comportement quantique d’ un systeme de spins coupl €s sous
I’effet d’une séquence RMN. Dans le calcul qui suit, les effets de déplacement chimique
seront ignorés car ils sont refocalisés par I'écho de spin. De plus, la phase de toutes les
impulsions radiofréquence sera supposée egale ax. L’ effet de la séquence POCE sera examiné
successivement sur un proton non couplé a un carbone 13 et sur un proton couplé, avec et sans
application de I'impulsion d'inversion *C. Le spin | représente le proton et le spin S le

carbone.

Premier cas : effet de la séguence POCE sur un proton non couplé a un carbone 13

L’ aimantation évolue sous le seul effet des impulsions radiofréquence :

90y .| LI 180y ol 2413 |
z 7y 7y 7y 7y

Deuxiéme cas : effet de la séquence POCE sur un proton couplé a un carbone 13 lorsgue

I’impulsion d’ inversion *3C i’ est pas appliquée

L’impulsion d excitation bascule |’ aimantation |, dans e plan tranversal :

L’ aimantation évolue pendant t; sous |’ effet du couplage J:
o(t,) = -1, cos(n, )+ 21, S, sin(ndr, )

L’impulsion 180" sur x inversel, :
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o(t,)" =1, cos(n,)+21,S, sin(nJr,)
L’aimantation évolue alors pendant le délai , :

o(t, + t,) = cos(ndr, )- |1, cos(ndr, ) - 21, S, sin(rdr, )|
+sin(n,)-[21,S, cos(nr, )+ 1, sin(ne, )]
=1, - [cos(nr, )cos(ndr, ) + sin(rdr, )sin(ndr, )]
- 21,8, -[cos(nr, )sin(ndr, ) - sin(nde, )cos(ndr, )]
=1, cos(nd(t; - 1,))+ 21, S, sin(nd(z; - 1,))

L’ aimantation évolue de laméme fagon pendant le délai 3 :

oty +1,+1,)= l, cos(nd(t, — 1, — 15))+ 21, S, sin(nd(t, — 1, — 15))
Comme t;=1,+13 & cause de la symétrie de |’ écho de spin, on obtient :
G(’E1+’E2 +r3)= l,

Par conséquent, lorsque I'impulsion d'inversion *C n'est pas appliquée, les protons
couplés a un carbone 13 sont détectés avec la méme phase que les protons non couplés.

Autrement dit, les satellites sont en phase avec laraie-mere.

Troiséme cas : effet de la séquence POCE sur un proton couplé a un carbone 13 lorsque

I’impulsion d’ inversion *3C est appliquée

Jusqu’ &l impulsion d'inversion **C, I’ aimantation évolue comme précédemment :
of(t, +1,) =1, cos(nd(r, - ,))+21,S, sin(nd(x, - 1,))

L’impulsion d'inversion *C changele signede S, :

olt, +1,)" =1, cos(nd(x, - 1,))- 21, S, sin(nd(x, - 1,))

Puis I’ aimantation évolue pendant le délai 13 :
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o(t, + 1, +15) = cos(nd(t, — 1,))- |1, cos(ne, ) - 21, S, sin(nd, )|
—sin(nd(r, - 7,))- [21,S, cos(nr,)+ 1, sin(mdr,)]
=1, -[cos(nd(r, - 1,))cos(ndr,) - sin(nd(x, - 1,))sin(rnr, )]
~21.S, - [cos(nd(t, - 1,))sin(nde,)+ sin(rnd(x, — 1, ))cos(ndr, )]
=1, cos(nd(x, — 1, +15)) - 21, S, sin(nd(t, — T, + 15))
En remplacant t; par to+t3, on obtient finalement :
olt, + 1, +15)= |, cod2ndr,) - 21, S, sin(2nk;)

Par conséquent, lorsque I'impulsion d’inversion °C est appliquée, les satellites

subissent une modulation de phase proportionnelle a ts.
Dans le cas particulier ot 13=1/2J, on a:

G(’El +1, +1:3): —Iy

C'est-a-dire que les satellites sont inverses par rapport alaraie-mere.

En conclusion de ce calcul, les satellites se refocalisent en phase avec la raie-mere
lorsque I'impulsion d’inversion *C '’ est pas appliquée et en opposition de phase avec laraie-

mere lorsqu’ elle est appliquée.

Remarques:

1) Au lieu d étre appliquée un temps 1/2J avant le début de I’ acquisition, I'impulsion
d'inversion *C peut de maniére équivalente étre appliquée & un temps 1/2J aprés

|'excitation.

2) Dansle cas particulier ol le temps d’ écho est égal & 1/J, I"'impulsion d’inversion *C
est appliquée en méme temps que I'impulsion de refocalisation proton, ce qui

conduit ala séguence de la Figure 24a.
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3) Latechnique POCE décrite originalement par Rothman et coll. (Figure 24b) utilisait
un découplage a la place de I'impulsion d'inversion *C. Le temps d'écho de la
seguence était égal a 2/J et le découplage était appligué une premiére fois pendant
toute la durée du temps d’écho et une deuxieme fois pendant |a seconde moitié du
temps d' écho seulement. Le découplage a pour effet de supprimer la J-modulation.
Lorsque le découplage est appliqué pendant la totalité du temps d’ écho, les satellites
sont donc en phase avec la raie-meére. En revanche, lorsque le découplage n’est pas
appliqué pendant la premiére moitié du temps d’ écho, les satellites évoluent sous
I’ effet de la J-modulation et sont inversés par rapport a la raie-mére au bout d’ un
temps 1/J. Comme la Jmodulation est supprimée par le découplage dans la
deuxieme moitié du temps d'écho, les satellites sont toujours inverses par rapport a

laraie-mére au début de |’ acquisition.
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: ”"”|’”’||||”|||||||||||||||||||||||||III|| .....
I I
E i
13¢ il/ZJCH ............ 1 1/2JCH ............ .
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I Acquisition
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Figure 24. Variantes de la séquence POCE. (a) L’ impulsion d’inversion **C peut étre appliquée en
méme temps que I'impulsion de refocalisation proton. Dans cette version symétrique de la
séquence POCE, le temps d'écho total de la séguence est fixé a UJcy. (b) Dans la version
originale proposée par Rothman et al., I'édition est réalisée par un découplage continu a la
fréquence du 3C et interrompu une acquisition sur deux pendant la premiére moitié du temps
d’ écho.
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Analyse vectorielle de la séquence POCE

La séguence POCE peut également étre analysée en utilisant le modéle vectoriel. Cette
représentation, inexacte en général pour décrire I’évolution d’'un systeme de spins couplés,
doit étre utilisée avec précaution. Elle donne cependant dans certains cas une vision plus
intuitive de cette évolution que les formalismes issus de la mécanique quantique, comme le

formalisme des opérateurs-produits.

Considérons par exemple le cas particulier de la séquence POCE symétrique avec un
temps d’ écho 1/J (Figure 24a). On se place dans le référentiel tournant a la fréguence de la
raie-meére. Dans ce référentiel, laraie-mere est a larésonance, et la fréquence des satellites est
-J/2 et +J/2 Hz. Les aimantations correspondant aux raies de chacun des deux satellites et ala
raie-meére sont donc représentées respectivement par un vecteur tournant a la fréguence —J/2,
+J/2 et 0 Hz dans |e référentiel tournant (Figure 25).

Prenons d’ abord le cas ol il n'y apas d' impulsion d’inversion *C. L’impulsion 90°(+x)
bascule les trois aimantations dans le plan transverse selon —y. Ces aimantations évoluent
alors pendant la premiere moitié du temps d' écho (t=1/2J). Durant cette période, I’ aimantation
de la raie-mere reste fixe et les deux aimantations des satellites accomplissent un quart de
tour. Le pulse 180°(+x) n'a pas d'effet sur les aimantations des satellites alignées selon x,
mais bascule de 180° I’aimantation de la raie-mére. Pendant la deuxiéme partie du temps
d écho, les aimantations des satellites continuent a tourner d’un demi-tour et se refocalisent
avec |’aimantation de la raie-mere selon +y. Le résultat est donc un spectre dont les satellites

sont en phase avec laraie-mere.

Lorsque I'impulsion d’ inversion *C est rajoutée, I’ évolution est la méme au détail prés
que l'impulsion *3C inverse les popul ations de spins du carbone. Ceci a pour effet dinverser le
sens de rotation des aimantations correspondant a chaque satellite. L’ aimantation qui tournait
a +J2 Hz avant I'impulsion dinversion *3C tourne ensuite & —J/2 Hz et réciproquement.
Pendant la deuxieme moitié du temps d écho, les satellites se refocalisent en antiphase par
rapport a la rale-mére. Le résultat est donc un spectre dont les satellites sont inversés par

rapport alaraie-meére.
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Figure 25. Analyse de la séquence POCE symétrique avec le formalisme vectoriel. Les temps notés
a, b, ¢, d sont représentés sur la Figure 24a. Les trois fléches représentent I'aimantation de la
raieemére, fixe dans le référentiel tournant, et les aimantations de chacun des deux satellites
notées + et -. Dans la séquence B, I'inversion **C inverse les sens de rotation des aimantations
correspondant aux satellites, qui se refocalisent en antiphase par rapport a I'aimantation de la
raie-mere.

|.2.3. POCE semisdlectif : théorie

La séquence SPOCE

La séguence SPOCE (Figure 26) est identique a la séquence POCE de la Figure 22, a
I'exception de I'impulsion d'inversion **C qui est remplacée par deux impulsions d'angle 6 et
0,. Le délai t qui sépare les deux impulsions **C est égal & 1/2Avcs.cs OU Aves.cs est I'écart de
fréquence *C entre les carbones C3 et C4 situés réciproguement & 27,7 ppm et 34,4 ppm. Cet
écart de fréguence vaut Avcs.cs=201 Hz sur I'aimant du SHFJ a 2,94 T. Le délai entre
l'impulsion d'excitation proton et la premiére impulsion °C est égal & 1/2Jcy, ainsi que le

déai entre la deuxiémeimpulsion *3C et e début de I'acquisition.



[.2. POCE semisélectif 59

90° 180° L fréguence 13C
1H | I Acquisition
: H‘||"”||||||||||||||||||||||||II|||||||....
: 0 0 : o
| P T > - :
13¢ LllZJc:I 1=1/2Avcscq r 1/2d¢,, | pa y
Découplage ca C3

Figure 26. Schéma de la séquence Semisdlective POCE (SPOCE) appliquée a I'édition
semisélective des satellites C3 et C4 du glutamate. L’impulsion d’inversion **C de la séquence
POCE est remplacée par deux impulsions d'angle 6, et 6. Le temps entre I'impulsion 90° et la
premiére impulsion *C, ains que le temps entre la deuxiéme impulsion **C et le début de
I'acquisition, est égal & 1/2Jcy. Le temps entre les deux impulsions °C est égal & 1/24vcs.ca, OU
Aveacy €st I'écart de fréguence de résonance entre les carbones C3 et C4 du glutamate. La
fréquence d’ émission °C est choisie égale a |a fréquence de résonance du C4.

Dans la séquence POCE classique, |a séquence est répétée deux fois avec (01,02)=(0°,0°)
(séguence A) et avec (01,02)=(0°,180°) (séguence B). Les satellites C3 et C4 sont inverses par
rapport a la raie-mere dans la séquence B, mais ne sont pas inverses dans la séquence A. La
différence (A-B) co-édite les satellites C3 et C4 avec le méme signe. Dans la nouvelle
méthode SPOCE, deux séquences sont gjoutées avec (01,0,)=(90°,90°) (séquence C) et avec
(61,62)=(90°,-90°) (séquence D). Toutes les impulsions **C sont appliquées & la fréquence du
glutamate C4 a 34,4 ppm. Les séquences C et D ont pour effet d’inverser sélectivement soit
les satellites C3 soit les satellites C4 du glutamate.

Le fonctionnement de la séquence peut étre analysé en utilisant le formalisme des
opérateurs-produits. Examinons par exemple I'évolution d’ un proton couplé a un carbone 13
pendant la séquence C. On définit deux référentiels tournants, I’ un pour le proton, |’ autre pour
le carbone 13. Le proton est suppose a la résonance, donc fixe dans le référentiel proton. La
fréquence d'émission *C est choisie & un offset Av de la résonance dans le référentiel carbone,
ou Av est une valeur arbitraire. On suppose de plus que toutes les impulsions sont appliquées
selon +x dans chacun des deux référentiels. Enfin, les effets du déplacement chimique en

proton sont refocalisés par I'écho de spin et ne sont pas pris en compte dansle calcul.

Tout d’ abord, pour des protons non couplés & un carbone 13, les impulsions *3C n’ont

aucun effet et la séquence se réduit a un simple écho de spin :
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Pour un proton couplé a un carbone 13, I'impulsion d’ excitation bascule I’ aimantation I,

dansle plan tranversal :

s(0) =1,
L’ aimantation évolue ensuite pendant le délai 1/2J sous I’ effet du couplage J :
o(l/23) =21.S,

La premiére impulsion 90° sur le canal *3C donne:

o(1/2)) =-21.S,

Ce terme représente un mélange de cohérences a zéro et double quantum qui n’ évoluent

pas sous |’ effet du couplage J. Le déplacement chimique **C pendant le délai /2 a pour effet :
o(1/23+1/2) =-2I - [Sy cog(ntAv)-S, s n(m:Av)]
L’impulsion proton 180° sur x ne changerien :
o(1/23+1/2) =21, -[s, cos(ntAv)-S, sin(nrAv)]
et I’aimantation évolue de méme pendant |a deuxiéme moitié du délai t :
o(1/2)+1) =-2I, - [Sy cog(2ntAv)-S, S n(2m:Av)]
La deuxiéme impulsion 90° *3C appliquée selon I’ axe x donne:
o(1/23+1) =-2I,-[S, cos(2ntAv)-S, sin(2ntAv)]
Enfin, I’aimantation évolue pendant le temps 1/2J :

o(l/I+1)=-I y cos(2ntAv) + 1. S, sin(2ntAv)
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Le terme 1S, n'est pas détectable (cohérences a zéro et double quantum). Le signal

détecté provient donc simplement de:

o(l/JI+1)=-I y cos(2ntAv)

L'amplitude du signa des protons couplés au carbone 13 (satellites) est donc modulée

par un terme cos(2rAv). Deux cas particuliers sont intéressants :

Premier cas: Av=0= o(l/J+1)=-I,

Par conséquent, si I"aimantation *C est & la résonance, les satellites du protons couplés

aun carbone 13 sont inversés par rapport alaraie-meére quelle que soit la valeur de .

Deuxiéme cas: r:i:c(ll\kr):l

Av Y

Donc, si Av est non-nul et si T est choisi égal a 1/(2Av), les satellites des protons couplés

sont détectés en phase par rapport alaraie-mere.

Dans le cas du glutamate, la fréquence *3C est placée sur le glutamate C4 et on choisit
1=1/Avcaca . De cette maniére, les satellites du glutamate C4 sont inversés par rapport a la
raie-meére (premier cas) et les satellites du glutamate C3 ne sont pas inversés (deuxiéme cas).
Tout se passe comme si, bien que le délai t soit du méme ordre que 1/Jcy, le couplage scalaire
pouvait étre négligé pendant ce délai. L’'impulsion 90°-1-90° se comporte alors comme une
impulsion semisélective classique [Plateau-1982] [Hore-1983] sous I’ effet du déplacement
chimique. Cette interprétation intuitive est en réalité rigoureusement exacte puisque les termes
transverses de |’ opérateur densité pendant le délai t se réduisent a des cohérences a zéro et

double quantum qui n’ évoluent pas sous I’ effet du couplage J.

On montre de méme gqu’ alafin delaséquence D, on a:

o(l/d+1)= I, cos(2ntAv)

Lorsgue la fréguence d'émission est placée a la fréquence du glutamate C4 et que

1=1/Avcsca, la Séguence D inverse donc les satellites C3, mais pas les satellites C4. L'effet
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des quatre séquences A, B, C, D sur les satellites C3 et C4 du glutamate est résumé dans le

tableau suivant qui donne le signe des satellites C3 et C4 par rapport aux raies meres :

Séquence satellites C3 satellites C4

A 1 (01,02)=(0°,0°) + +

B : (01,0,)=(0°,180°) - -

C : (01,02)=(90°,90°) + }

D : (01,02)=(90°,-90°) - +

La derniére étape de SPOCE consiste a combiner les spectres A,B,C,D de maniere a
éditer sélectivement soit les satellites C4, soit les satellites C3. La différence (A-B) supprime
les raies-meéres et édite |es satellites C3 et C4 en phase |’ un par rapport al’ autre. La différence
(C-D) supprime également les raies-méres mais édite les satellites C3 et C4 en opposition de
phase I'un par rapport al'autre. La combinaison (A-B+C-D) édite uniquement les satellites C3
et la combinaison (A-B-C+D) uniquement les satellites C4 (Figure 27). Par conséquent, les
mémes acquisitions A, B, C, D permettent d'obtenir séparément le signal des satellites C3 et
C4.
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Figure 27. Smulation avec le logiciel Bruker NMRSIM® de I’ effet de la séquence SPOCE sur le
glutamate enrichi en **C & 50% sur les carbones C3 et C4. La largeur de raie est de 15 Hz. (a)
spectres obtenus avec les séquences A, B, C, D de la méthode SPOCE. Les séquences A et B
correspondent aux deux acquisitions de la méthode POCE, avec les satellites C3 et C4
respectivement en phase et inversés par rapport aux raies-meres. (b) Spectres édités obtenus en
combinant les spectres A, B, C, D. La différence A-B correspond a I’ édition POCE classique et les
satellites C3 et C4 sont coédités avec la méme phase. La différence C-D edite les satellites C3 et
C4 en opposition de phase. Finalement la combinaison A-B-C+D édite uniquement les satellites
C4 et la combinaison A-B+C-D édite uniquement les satellites C3.

Calcul de|'effet desinhomogénéités de B, sur le canal **C

|déalement, les impulsions *C 6, et 0, de la méthode SPOCE sont parfaitement
calibrées. Cependant, lorsgue ces impulsions sont émises avec une antenne de surface, I’angle
effectif varie en fonction de la distance par rapport a I’antenne. 1l est alors légitime de se

demander dans quelle mesure une variation des angles 61 et 6, modifie I’ efficacité de la
méthode SPOCE.

Pour simplifier, on considere uniquement le cas ou I’aimantation du carbone 13 est ala

résonance dans |e référentiel tournant *3C (i.e. Av=0). On a comme précédemment :
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. (1Y
o(0)" = -1, puis G(Z—J) =21,S,

Lapremiére impulsion *C d’angle 6, a pour effet

G(Z—U =21, S, cod0,)-21,S, sin(6,)

Le deuxiéme terme (mélange de cohérences a zéro et double quantum) n’évolue pas

sous |’ effet du couplage J, et le premier terme évolue sous I’ effet du couplage J pendant /2 :

cl(i + lj_ = cod(0,)- {m S, co{nJ%j 1, Sin(nJ%ﬂ 21,8, sin(o,)

2) 2

L’impulsion proton 180° inverse le signedey :

2) 2

c(i + 3j+ = cod(0,)- [2| S, co{nJ%j -1, sin(n%ﬂ -21.S,sin(e,)

L’aimantation évolue sous |’ effet du couplage J pendant la deuxiéme partie du délai 7 :

o 2—1J + rj_ = cos(el)cos(nJ%j : [ZI .S, cos(nJ%J +1, sin(n\]%ﬂ
(
—cos(0,)s n(nagj . P , cos(nJ%J ~21.8, sin(m]%ﬂ 21,8, sin(6,)

=21, S, cos(0,)-21,S, sin(6,)
On retrouve bien que :

o) o]

c'est-a-dire que le terme 1S, n'évolue pas pendant |'écho de spin proton.

Ladeuxiéme impulsion **C d’ angle 6, conduit &:
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0(2—]:] + T)“L = cos(0,)- [21,S, cos(0, ) - 21,8, sin(6,)]-sin(6,)- [21,S, cos(6,)+ 21,S, sin(6,)]

=21,S, - [cos(6, ) cos(8, ) - sin(6, )sin(6, )] - 21, S, - [cos(6, )sin(6,) + sin(6, )cos(6, )]

=21, S, cos(0, +6,)- 21, S, sin(0, +6,)

Enfin, leterme IS, évolue sous I’ effet du couplage J :
1 .
o 3+7|= l, cos(6, +0,)-21,S,sin(0, +9,)

Leterme 1S, n’est pas détectable et correspond a une perte de signal.

En supposant que |’angle o impulsion *C calibré normalement & 90° vaut en rédlité o,

le signal détecté pour les quatres séquences A, B, C, D de SPOCE, est :
Séquence A : (6, =0,0,=0)=c=1,
Séquence B : (0, = 0,0, = 20) = o = |, cos(20)
Séquence C: (0, = 0;0, =0)= o =, cos(20)
SéquenceD : (6, =0;0, =-0)=>oc =1,
Lesigna des satellites du glutamate C4 obtenu par (A-B-C+D) est :
o=1,-[2-2cos(20)]=1, - 4sin*(0)

Laperte designal est: 4—4sin®(0) = 4cos’(0). Par exemple, s 6=45° au lieu de 90°, la
perte de signal est de 50%. En revanche, avec la combinaison (A-B+C-D) qui correspond a
I'édition sélective des satellites du glutamate C3, on obtient toujours un signa nul quelle que

soit lavaleur del’angle 6, ce qui signifie que laséectivité de |’ édition n’ est pas modifiée.

En conclusion, une mauvaise calibration des impulsions *C entraine une perte
d’intensité globale des satellites édités par création de cohérences a zéro et double quantum
non détectables. En revanche, la sélectivité de la méthode SPOCE n’ est pas modifiée: il n'y a

pas contamination des satellites édités par les satellites non édités.
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|.2.4. Matériels et méthodes

Fantdéme de glucose et préparation animale

Une sphere de 1,8 ml contenant une solution de 500 mM de glucose dans du DO pur &
99,9% a été utilisée pour la validation de la méthode SPOCE in vitro. L'enrichissement du
glucose sur le carbone 1 a été gjusté a 50% par un mélange équimolaire de glucose non
marqué et de [1-*C]glucose enrichi &100% (ISOTEC Inc.).

B, Sphére de calibration 13C
(formate)
RF H
V' reic %
Z \
\ —
K étamine-xylazinei E)\ Glucose.v.
X Prd évem%‘

artériels

Figure 28. Dispositif expérimental pour les mesures de SRM avec la séquence SPOCE chez le rat.
Les deux sondes *H et *3C sont positionnées au dessus du crane de I’ animal aprés rétraction de la
peau et des tissus sous-jacents. La sphére de calibration **C est placée & 1,5 cm au dessus des
sondes. Deux cathéters fémoraux, I'un artériel et I’autre veineux, sont posés pour permettre
respectivement les prélévements sanguins et la perfusion de glucose marqué. Une cathéter
intrapéritonéal est utilisé pour I'injection de I’ anesthésique. Le repére indique le positionnement
du rat par rapport aux axes x, y, zcommunément utilisés en RMN et par rapport au champ B,.

Un rat Sprague-Dawley méle (300 g), mis a jeun la veille, a éé anesthésié avec un
mélange de kétamine (100 mg/kg ip puis 50 mg/kg toutes les 45 minutes) et de xylazine (5
mg/kg ip puis 2,5 mg/kg toutes les 45 minutes). La veine fémorale gauche a été cathétérisée
avec du PE 50 pour la perfusion de glucose. La peau du créne a été retirée et le crane nettoyé
de tous les tissus entre les crétes temporales avec de I'eau oxygénée (20%). L'anima a été
placé dans un support amagnétique spécialement construit et sa téte maintenue en place par
une barre a dents et des barres d'oreilles. Une feuille de plastique rigide rectangulaire a été
insérée entre le crane et I'antenne pour éviter le contact de I'humidité avec la sonde détectrice
(le contact de liquides physiologiques modifie les caractéristiques éectriques de la sonde). Le

centre des sondes conecentriques *H et 3C a été positionné environ 2 mm en arriére du



[.2. POCE semisélectif 67

bregma. Un soin particulier a été pris pour positionner la téte horizontalement dans le

support.

Pour I'acquisition des cinétiques de marquage, la concentration de glucose plasmatique a
été augmentée rapidement de I'euglycémie (1,1 g/l) a environ 4 g/l par un bolus de 3,5 mi/kg
de [1-23C]glucose enrichi & 100%. Le bolus a été perfusé & une vitesse diminuant de maniére
exponentielle sur 9 minutes, et a été suivi par une perfusion continue a3 ml.kg™.h* jusqu'ala
fin de I’expérience. Ce protocole de perfusion a été optimisé auparavant hors aimant pour

réaliser un plateau hyperglycémique stable.

Spectroscopie RMN

Tous les spectres ont été acquis sur un spectrometre Avance relié a un aimant 3T corps
entier (Oxford). Un tunnel-téte de gradients avec un temps de montée de 170 us et une
intensité maximale de 25 mT/m a été utilisé pour le déphasage des signaux parasites et la
localisation. La sonde fabriquée spécialement et intégrée au support du rat consistait en une
boucle circulaire accordée a la fréguence du proton (diamétre 12 mm) pour I'émission et la
réception, et une boucle *C concentrique (diamétre 30 mm) pour l'inversion °C et le

découpl age.

La méme séquence dimpulsions SPOCE a été utilisee pour éditer les satellites des
carbones Cla et C1B du glucosein vitro et les satellites des carbones C3 et C4 du glutamate
in vivo. Seules les valeurs de 1/2Jcy et 1=1/2Av dépendent du sytéme de spins étudié. Les
carbones Cla et C13 du glucose résonnent respectivement & 92,7 et 96,6 ppm (Av=125Hz a
2,94T) avec des constantes de couplage hétéronucléaires de valeur Jocy=162 Hz et J-y=170
Hz. Les carbones C3 et C4 du glutamate résonnent a 27,7 ppm et 34,4 ppm (Av=201 Hz a
2,94T) avec Joy=127 Hz et Jo1=130 Hz. (Ces valeurs ont éé mesurées précisement sur un
fantéme de 500 mM glutamate en abondance naturelle par détection directe en *C). Par
conséguent, les délais de la séquence ont été fixés a 1/2J=3,0 ms et t=4,0 ms pour le glucose
(soit TE=10,0 ms), et 1/2J=4,0 ms et t=2,5 ms pour le glutamate (soit TE=10,5 ms). Les
valeurs exactes de Joy €t Av ont été veérifiées par détection 13C directe sur des fantdmes de
glucose marqué et de glutamate en abondance naturelle. Dans les deux cas, la fréquence
d' émission *3C était placée sur la résonance de plus haute fréquence (C1p pour le glucose, C4

pour e glutamate). Des gradients de déphasage de 2.5 ms a 70% de la valeur maximale ont été
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placés dans I’ écho de spin symétriqguement avant 6, et aprés 6, pour éiminer I'aimantation

non refocalisée.

Pour les expériences in vivo, deux images de référence sagittale et coronale en écho de
gradient ont été acquises afin de choisir le volume d'intéré pour la spectroscopie. Une
premiere image sagittale (5 tranches de 3 mm, matrice 128x128, FOV 8x8 cm) a permis de
positionner les tranches pour I'image transverse. L’image tranverse (9 tranches de 2 mm,
256x192, FOV 3x3 cm) a été acquise avec une séquence d’inversion-récupération pour
obtenir un constraste T, (temps dinversion 550 ms, TR 1,7 s). Le volume d'intéré de
10x6x10 mm (dans les directions X,y,z) centré sur le corps calleux englobait |a majeure partie
du cerveau. Lalocalisation par suppression du volume externe (Outer Volume Suppression ou
OVS) consistait a saturer six tranches adjacentes au voxel en —x, +x, -y, +y, -z, +Z grace a six
impulsions 90° sélectives (impulsion sech tronquée a 5%, 2 ms, largeur de bande 6000 Hz)
suivies par des gradients de déphasage. Bien que les impulsions sech ‘full passage’ utilisées
comme 90° ne soient pas adiabatiques, leur profil fréquentiel se dégrade peu lorsque I’angle
d’excitation varie. La puissance des impulsions d' OVS a été calibrée séparément en X,y et z
sur un profil gréce a I'gjout gradient de lecture pendant I'acquisition. L’homogéenéité du
champ By, a été ajustée manuellement (shims X,Y, Z et Z%) pour obtenir une largeur de raie sur
I’eau de 15 Hz environ. La méhode SWAMP a été utilisée pour obtenir une suppression
d’ eau adiabatique [de Graaf-1998].

Calibration dela puissance et de la fréquence desimpulsions **C

La puissance et la fréquence des impulsions **C (impulsion rectangulaire de 300 ps)
doivent étre calibrées précisément, malgré |’ absence d' un signal *C endogéne suffisamment
intense dans | e cerveau pour effectuer une calibration directe. Pour la calibration de puissance,
une sphére de 1 ml contenant une solution de [1-*C]formate a servi de référence externe. La
sphere a été positionnée a 1,5 cm au-dessus des sondes, suffisasmment loin du volume cérébral
d'intérét pour ne pas perturber I’homogeénéité du champ By. La puissance de I'impulsion 90°
3C sur le volume o' intérét a été déduite de cette calibration de I'impulsion 90° sur le signal
externe en gjoutant 8,5 dB. Cet écart relatif de 8,5 dB, constant si le volume d'intérét est
positionné toujours a la méme distance de la sonde, avait été mesuré auparavant in vitro. La
fréquence **C du glutamate C4 in vivo a été déduite de la fréquence *H de la créatine & 3,0

ppm apres mesure du rapport des fréquences in vitro : bf2(gluC4)/bf1(Cr)=3,9768135 ou bf2



[.2. POCE semisélectif 69

est la fréquence **C du glutamate C4 et bfl la fréquence *H de la créatine). Le découplage
large-bande a été réalisé avec un train dimpulsions WALTZ-8 (longueur de I'éément 90°:

300 ps) appliquée en continu sur le canal *3C pendant I’ acquisition [Shaka-1983].

Entrelacage et analyse des données

Les scans individuels A, B, C, D de la méthode SPOCE ont été entrelacés en utilisant
les possibilités de “ pipeline filter” du systéme Bruker Avance. Cet entrelacage est
indispensable pour obtenir une bonne soustraction des raies °C ainsi ques des résiduels de
I'eau et des lipides présents sur les spectres avant soustraction. Les cinétiques de marquage in
vivo ont été acquises par blocs de 128 scans (plus deux scans perdus pour atteindre |’ état
stationnaire) avec TR=2,5 s, soit une résolution temporelle de 55 mn. Ces 128 scans
entrelacés ont été automatiquement séparés et sommeés en 4 blocs de 32 scans chacun,
correspondant aux séguences A, B, C, D. Les spectres édités ont éé obtenus en combinant
directement les signaux temporels de décroissance d’'induction libre avant transformée de
Fourier. L’intensité des satellites C3 et C4 au cours du temps a été mesurée en imprimant les
spectres et en mesurant alaregle la hauteur des pics a 2,09 ppm et 2,33 ppm apres avoir tracé

manuellement laligne de base. Un élargissement lorentzien de 5 Hz a été appliqué.

Découplage

Le découplage pendant I’ acquisition permet de gagner un facteur deux en rapport signal-
sur-bruit. 1l pose cependant d'importants problémes techniques liés ala sensibilité de la chaine
de mesure aux perturbations électromagnétiques. Il sagit en effet de détecter un signa RMN
extrémement faible (de I'ordre du microvolt) tout en appliquant aux bornes de I'antenne *C
une tension de découplage de plusieurs centaines de volts. Si aucune précaution n'est prise, le
bruit généré par les interférences de la RF de découplage avec la chaine de mesure rend
impossible la détection du signal RMN. Ce bruit prend notamment la forme de ‘spikes' dans
le domaine temporel. Pour éviter ces interférences, des filtres et des blindages doivent étre
placés a différents points de la chaine de mesure afin de minimiser le couplage
électromagnétique entre la chaine d'émission *3C et la chaine de réception proton. La Figure

29 montre la chaine de mesure utilisée pour les expériences POCE sur |e cerveau de rat.
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Cage de Faraday

Aimant 3T

Filtre
passe-bande

o U preee—

ampli.

[ Filtre
passe-bas

13C

v
Réception RF 14 13C

Emission RF

Figure 29. Schéma de I’ émission et de la réception radiofréquence pour la séquence SPOCE. Un
filtre basse-bas est inséré aprés |’ amplificateur d émission *3C pour diminer le bruit émis a la
fréguence du proton. Un filtre passe-bande a la fréquence du proton est inséré avant le
préamplificateur (préampli) & la réception pour éiminer la HF & la fréquence **C ramenée par
I” antenne proton.

Deux filtres passe-bas "3C-pass/*H-stop” (Bruker) sont placés a la sortie de
I'amplificateur d'émission **C pour éiminer le bruit de I'ampli & la fréquence du proton. Un
filtre passe-bande "'H-pass’ (Trilitic) est placé juste & I'entrée du préamplificateur pour
éiminer la RF a la fréquence du **C ramenée dans le cable de réception proton. Un filtre
passe-bande *H est également gjouté & la sortie du préamplificateur. Les deux cables °C et *H
connectés aux deux antennes 1H et **C sont blindés par de la tresse métallique et positionnés
avec un angle de 90° l'un par rapport a l'autre a la sortie des sondes. Enfin, le
préamplificateur est protégé des interférences par une toile de cuivre faisant office de cage de
Faraday rudimentaire. Avec tous ces ééments, le découplage sur le cerveau de rat ne ragjoute

pas de bruit supplémentaire.
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|.2.5. Résultats

1.2.5.1. Validation in vitro

La séguence SPOCE a d'abord été évaluée in vitro sur une sphere contenant une solution
de glucose enrichi en *C sur le carbone 1. Contrairement au glutamate, le glucose marqué
présente |'avantage de fournir a 3 T deux paires de satellites bien résolus correspondant aux
résonances des protons liés au Cla et C1f a 5,23 ppm et 4,63 ppm respectivement. En
adaptant les délais de la sequence d'acquisition, les satellites Cla et C1B peuvent étre édités
sdlectivement de la méme maniéere que les satellites C3 et C4 du glutamate. Le glucose
marqué sur le C1 permet ainsi d'évaluer la qualité de I'édition semisélective in vitro dans des

conditions optimal es de résolution spectrale et de rapport signal-sur-bruit.

La Figure 30 montre les spectres acquis sans découplage **C sur le fantéme de glucose
marqué avec la méthode SPOCE. La Figure 30a correspond al'édition POCE classique avec la
différence A-B. Les satellites Cla et C1p sont co-édités avec le méme signe. En prenant la
différence C-D (Figure 30b), les satellites sont également co-édités, mais avec des signes
opposés. Le spectre de la Figure 30c est la somme des deux spectres précédents (combinaison
A-B+C-D) et montre I'édition sélective des satellites Cla. De méme, le spectre de la Figure
30d résulte de la soustraction des deux premiers spectres (combinaison A-B-C+D) et montre
I'édition sélective des satellites C1B. L'excellente sélectivité de la méthode SPOCE est
démontrée par la tres faible contamination des satellites édités par les satellites non-édités sur
les Figure 30c et Figure 30d. Le petit signal résiduel de soustraction a 4,8 ppm provient du pic

de I'eau.
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Figure 30. Validation de la méthode SPOCE sur un fantdme de glucose enrichi en **C sur le
carbone 1 sans découplage pendant I’ acquisition. Les quatre spectres correspondent a différentes
combinaisons des séquences A, B, C, D. (a) Edition des satellites Cla et C1 en phase par A-B
(POCE). (b) Edition des satellites Cla et C14 en antiphase par C-D. (c) Edition sélective des
satellites Cla par A-B+C-D. (d) Edition sélective des satellites C14 par A-B-C+D.

1.2.5.2. Validation in vivo

La Figure 31 montre |'édition sélective avec la méhode SPOCE des satellites C3 et C4
du glutamate in vivo avec découplage pendant I'acquisition. Ces spectres acquis sur un volume
de 600 ul dans le cerveau de rat correspondent a une accumulation de 22 minutes centrée 70
minutes apres le début de la perfusion de glucose marqué. Sur la Figure 31a, les satellites C3
et C4 sont coédités avec le méme signe, et sur la Figure 31b avec des signes opposés. La
somme et la différence de ces deux spectres donne respectivement I'édition sélective des
satellites C3 a 2,09 ppm et des satellites C4 a 2,33 ppm (Figure 31c et Figure 31d). Les
spectres édités comportent également des signaux plus faibles, désignés par des astérisques,

provenant du lactate et de I'alanine vers 1,4 ppm, de |'aspartate vers 2,8 ppm, du GABA et de
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la créatine vers 3,0 ppm. L'identification de ces résonances a été faite a partir des spectres

obtenus a 9,4T apreés perfusion de glucose marqué [ Pfeuffer-1999a] .

C4
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3530 25 20 15 ppm

Figure 31. Validation de la méthode SPOCE in vivo sur le cerveau d'un rat anesthésié pendant
une perfusion de [1-*C] glucose. Les quatres spectres découplés du glutamate correspondent &
différentes combinaisons des séquences d’acquisition A, B, C, D. (a) Coédition des satellites C3 et
C4 en phase par A-B (POCE). (b) Coédition des satellites C3 et C4 en antiphase par C-D. (c)
Edition sélective des satellites C3 par A-B+C-D. (d) Edition sélective des satellites C4 par A-B-
C+D. Le seul post-traitement a consisté en un élargissement lorentzien de 5 Hz Les spectres
résultent de 22 minutes d' accumulation centrée 70 minutes apres le debut de la perfusion de
glucose. Les étoiles désignent des résonances plus faibles attribués au lactate et a I’alanine (1,3
ppm), a |’ aspartate (2,8 ppm), a la créatine et au GABA (3,0 ppm) selon [ Pfeuffer-1999a] .

La Figure 32 montre les cinétiques de marquage des satellites C3 et C4 sur un cerveau
de rat avec une résolution temporelle de 5,5 minutes. Les deux séries de spectres ont été
acquises simultanément pendant |a méme perfusion de glucose marqué. |l apparait clairement
que le pic de glutamate C3, marqué au deuxiéme tour du cycle de Krebs, augmente plus
lentement que le glutamate C4. Un gjustement monoexponentiel a trois parametres de la
hauteur du pic en fonction du temps (Figure 33) donne une constante de temps de 33 minutes
pour le C4 et de 62 minutes pour le C3. En rédité, ces courbes ne sont pas des
monoexponentielles et doivent étre gjustées par un modele métabolique plus complexe (voir

partiel1.3.).
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C4 C3

Figure 32. Séries de spectres SPOCE acquis sur le cerveau d'un rat anesthésié pendant une
perfusion de [ 1-3C] glucose et montrant le marquage progressif du glutamate C3 et C4 au cours
du temps. Les chiffres de droite, précisés un spectre sur deux, indiquent le temps correspondant au
milieu de I'acquisition du spectre en minutes depuis le début de la perfusion de glucose marqué.
Seul un éargissement lorentzien de 10 Hz a été appliqué aux données.
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Figure 33. Décours temporel du marquage du glutamate C3 et C4 obtenus avec la méthode
SPOCE sur le cerveau d'un rat anesthésié (méme expérience que la Figure 32). Les hauteurs des
pics ont été mesurées apres tracage manuel d'une ligne de base. Les traits pleins représentent
I’ ajustement des données par moindres carrés par une fonction monoexponentielle.
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|.2.6. Discussion

La méthode SPOCE proposée permet d’ éditer séparément deux résonances de protons
liés au *3C, méme si ces résonances se superposent, & condition que les résonances des deux
carbones liés a ces protons soit suffisamment séparées en fréquence. La méthode a été validée
invitro en éditant séparément les satellites Cla et C1f du glucose enrichi sur le carbone 1. La
détection séparée des satellites C3 et C4 du glutamate a rendu possible la mesure simultanée
des cinétiques de marquage des carbones C3 et C4 du glutamate dans le cerveau derat a3 T

avec une résolution temporelle de 5,5 minutes.

La méthode SPOCE peut étre vue comme la combinaison de deux modules distincts de
spectroscopie par différence, un module SQ (Simple Quantum) correspondant aux séquences
A et B, et un module ZDQ (Zéro et Double Quantum) correspondant aux sequences C et D. Le
module SQ est identique a la séquence POCE classique et n'implique gue des cohérences a
simple quantum. Il co-édite les satellites C3 et C4 avec le méme signe, quelle que soit la
valeur du délai . En revanche, dans le module ZDQ, la fréquence d'émission **C ainsi que la
valeur du délai t (1/2Avcs.cq) doivent étre gjustés précisement afin de co-éditer les satellites
C3 et C4 avec des signes opposés. En goutant et en soustrayant les spectres par différence
issus des modules SQ et ZDQ, on obtient soit les satellites C3 soit les satellites C4 avec une
efficacité de 100%.

Les séquences C et D sont identiques a la séquence classique HMQC. Parce que les
impulsions **C sont appliquées & la fréquence du glutamate C4, |es satellites C4 sont toujours
édités par ZDQ avec une amplitude maximale, quelle que soit la valeur du délai t. Au
contraire, I’amplitude des satellites C3 est modul ée par un facteur cos(2n.t.Avcs.ca) parce que
I'efficacité de la conversion des cohérences a zé&ro et double quantum en cohérences a simple

quantum par |a deuxiéme impulsion **C varie avec .

Calibration dela fréquence d’ émission *C

L’ gjustement trés précis de la fréquence d’émission **C n’est pas nécessaire avec la
méthode POCE classique car I'impulsion d’inversion **C est une impulsion large-bande. En
revanche, dans la méthode SPOCE, la calibration précise de la fréquence d'émission *C est

particuliérement importante si I'on se souvient que I'impulsion dinversion **C dans le module
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ZDQ se comporte comme une impulsion semiséective 6:-1-0, (8 1.2.3.). Si la fréquence
d'émission *3C n'est pas égale & la fréquence du glutamate C4, |a semisélectivité de la méthode
SPOCE n'est plus assurée. Dans le cas extréme ol la fréquence d émission °C se situe
exactement entre la fréguence du glutamate C4 et du glutamate C3, le module ZDQ n’ édite ni
le glutamate C3, ni le glutamate C4 car |e terme en cos(2rAv) est nul. La méthode SPOCE se
réduit alors au module SQ identique a la méhode POCE classique, avec le bruit
supplémentaire gjouté par le module ZDQ. La Figure 34 démontre la sélectivité de |la méthode
SPOCE in vivo. Le lactate marqué sur le carbone 3 est coédité avec le glutamate C4 et n'est
pas visible sur les spectres du glutamate C3. Ceci est cohérent avec la valeur du déplacement

chimique du carbone 3 du lactate, soit 21,0 ppm.

Figure 34. Sries de spectres SPOCE acquis sur le cerveau d'un rat anesthésié pendant une
perfusion de [1-*C] glucose et montrant le marquage progressif du glutamate C3 et C4 au cours
du temps. Le rat a subi une hypoxie transitoire pendant 10 minutes au cours de I’ acquisition des
spectres. Le pic de lactate correspondant a | hypoxie est détecté uniquement sur les spectres du
glutamate C4, démontrant la bonne sélectivité de la méhode SPOCE. Un ralentissement du
marquage du glutamate C4 est visible pendant I hypoxie, cohérent avec un arrét du métabolisme
oxydatif pendant cette période.
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Découplage

Le découplage in vivo pendant I’ acquisition pose d’importants problémes techniques liés
a I’émission RF & la puissance du **C pendant I'acquisition d'un signa trés faible a la
fréquence du proton. Si aucune précaution n’'est prise pour limiter les interférences RF, du
bruit supplémentaire est rgjouté sur les spectres, rendant ces derniers inexploitables (Figure
35). Ces problemes de bruit di au découplage ont pu étre surmontés pour les expériences chez
le rat en insérant des filtres et en blindant les cébles et le préamplificateur, mais se sont
révélés plus difficiles a résoudre chez le singe, a cause de la puissance émise plus importante
et de la taille plus importante des sondes qui rayonnent a grande distance vers la chaine de
réception. Dans ce cas, il est possible de limiter ce rayonnement en plagant le singe et les
sondes a l'intérieur d'une cage de Faraday. Une telle cage a été construite et est actuellement

en cours de test.

a C4
C3
T T T T T
4 3 2 1 0 ppm
b
e T T T T .
4 3 2 1 0 ppm

Figure 35. Conséquences du bruit supplémentaire dii au découplage pendant I'acquisition. (a)
spectre POCE du glutamate C3 et C4 sur le striatum d’un babouin anesthésié sans bruit ajouté
par le découplage. Le spectre correspond a 6 minutes d’acquisition sur un volume de 5 ml. Un
glargissement lorentzen de 7 Hz a éé appliqué. (b) Spectre similaire avec du bruit
supplémentaire di au découplage. La mesure des signaux C3 et C4 glutamate devient impossible.
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Contamination des satellites du glutamate par la glutamine et le NAA

A champ magnétique supérieur a 4 T, ou les résonances des satellites C3 et C4 du
glutamate sont suffisasmment résolues pour ére mesurées directement a condition que le
champ magnétique B, soit assez homogene, la méhode SPOCE pourrait étre également
utilisée pour supprimer la contamination des satellites du glutamate C4 (2,33 ppm) par ceux
de laglutamine C4 (2,44 ppm) dont les carbones résonnent respectivement a 34,4 ppm et 31,3
ppm. A 4 T, I'écart de fréquence entre les satellites du glutamate C4 et ceux de la glutamine
C4 est de moins de 20 Hz mais les deux carbones sont séparés de 130 Hz. La mesure
simultanée des vitesses de marquage du glutamate C4 et de la glutamine C4 pourrait servir par
exemple a déterminer la vitesse du cycle glutamate-glutamine entre les neurones et la glie
dans des éudes fonctionnelles localisées. Il existe en effet de nombreux ééments montrant
que la vitesse de ce cycle glutamate-glutamine serait directement proportionnelle a I'activité

neuronal e glutamatergique.

II faut noter que que la contamination du glutamate C4 par la glutamine C4,
habituellement négligée car la glutamine est deux atrois fois moins concentrée et se marque
plus lentement que le glutamate, est d§a réduite dans les données présentées plus haut a3 T.
Larésonance C4 de la glutamine (31,3 ppm) est en effet située a peu prés a mi-chemin entre le
glutamate C4 (34,4 ppm) et le glutamate C3 (27,7 ppm). Elle n'est donc quasiment pas éditée
par le module ZDQ de laméthode SPOCE, aors que le module SQ édite la glutamine C4 avec
la méme efficacité que le glutamate. Seule environ la moitié de la glutamine C4 est donc
éditée. Par conséquent, la contamination du glutamate C4 par la glutamine C4 en divisée par
deux par rapport a la sequence POCE. En revanche, la glutamine C3 est presque totalement
co-éditée avec le glutamate C3 car les résonances *C des deux carbones sont trés proches
(27,0 et 27,7 ppm).

Lesdéais 1/2J et t de la séquence SPOCE sont optimises pour séparer deux résonances
particuliéres, par exemple le glutamate C3 et C4 ou bien le glutamate C4 et la glutamine C4.
La mesure simultanée des cinétiques de marquage du glutamate C3 et C4 et de la glutamine
C3 et C4 n'apparait donc pas possible avec la méthode SPOCE. Les systémes a tres haut
champ [Pfeuffer-1999al ou des approches par spectroscopie 2D [Watanabe-2000a] peuvent
apporter des solutions & ce probléme important. Néanmoins, la spectroscopie *C directe,

malgré sa faible sensibilité, reste une alternative attractive pour éudier le marquage des
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métabolites qui possedent une vitesse de synthese beaucoup plus faible que celle du

glutamate.

Une autre source possible de contamination dans la région 2,0-2,5 ppm des spectres
édités par SPOCE est la résonance du groupe méthyl du NAA a 2,0 ppm. Le NAA se marque
extrémement lentement a partir du glucose dans le cerveau [Choi-2000], maisil est détectable
méme en abondance naturelle & cause de sa forte concentration. Le déplacement chimique **C
du CH3; du NAA (22,9 ppm) est tel que les satellites correspondant sont co-édités
majoritairement avec le glutamate C4. Lorsgue la résolution spectrale est suffisante, un
épaulement est vishile sur le spectre édité du glutamate C4 a 2,0 ppm. Cette contamination
reste cependant faible.

|.2.7. Conclusion

En conclusion, la méthode SPOCE devrait remplacer avantageusement la méthode
POCE classique pour toutes les éudes de marquage du glutamate C3 et C4, particulierement
aux champs inférieurs a4 T. En mesurant séparément les résonances C3 et C4, I'information
cinétique obtenue est plus précise et I'analyse des spectres est simplifiée. Cela devrait faciliter
les mesures de vitesse du cycle de Krebs aux champs magnétiques intermédiaires couramment

utilisés chez I'hnomme.






|.3. Edition du GABA sans contamination par les
macr omolécules

|.3.1. Introduction : mesure du GABA par spectroscopie RMN

L’ acide y-amino butyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur inhibiteur dans le
cerveau des mammiferes. 1l est impliqué dans de nombreuses pathologies neurologiques et
psychiatriques, parmi lesquelles I'épilepsie, la maladie de Huntington, la dépression,
I’ acoolisme et la schizophrénie. En particulier, la maladie de Huntington se traduit par une
dégénérescence séective des neurones GABAergiques dans le striatum. La détection du
GABA de maniére non-invasive chez I'nomme et chez I'animal présente donc un intérét
majeur pour |’étude de la physiopathologie de ces maladies et I'évaluation de nouveaux

traitements neuroprotecteurs.

La détection et la quantification du GABA par SRM est rendue difficile par la faible
résolution spectrale de la spectroscopie proton. En effet, les résonances du GABA, dont la
concentration dans le cerveau est de I’ordre de 1 mM, sont recouvertes par celles d'autres
métabolites plus concentrés. Plus précisement, le spectre RMN proton de la molécule de
GABA (HOOC-C»H2-C(3H2-CaH2-NH>) comprend trois résonances a 3,0 ppm, 2,3 ppm et
1,9 ppm qui correspondent respectivement aux protons des groupements CiyH,, Co)Ho, et
C)H2 (Figure 36). Les couplages scalaires (couplage J) entre les protons subdivisent ces
résonances en deux triplets a 3,0 et 2,3 ppm et un quintuplet & 1,9 ppm. Le spectre proton du
cerveau est dominé par les résonances des autres métabolites plus concentrés, en particulier la
choline (3,2 ppm), la créatine (3,0 ppm), le glutamate et la glutamine (entre 2,1 et 2,4 ppm) et
le NAA (2,0 ppm). La comparaison du spectre GABA et du spectre du cerveau obtenus par
simulation (Figure 36) montre que la résonance du GABA & 3,0 ppm est masquée par le
singulet de la créatine, la résonance a 2,3 ppm par les multiplets du glutamate et de la
glutamine, et larésonance a 1,9 ppm par le NAA a 2,0 ppm. Les résonances du GABA a2,3
ppm et 1,9 ppm sont les plus difficiles a observer in vivo, a cause des effets de couplage fort

entre ces deux résonances (Av=0,4 ppm soit 50 Hz a3 T, alors que Juy=7 HZz) et parce que les
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propriétés de couplage du glutamate sont proches de celles du GABA, ce qui rend ces deux
métabolites difficiles a éditer séparément. De plus, la résonance du GABA a 1,9 ppm est un
quintuplet : la dispersion spectrale du signal due au couplage J diminue le rapport signal-sur-
bruit de cette résonance. Par conséquent, la résonance du GABA a 3,0 ppm constitue la cible
principale des méthodes de détection du GABA. A cette fréguence, le GABA est superpose a

un singulet de créatine environ 10 fois plusintense.

Cr NAA
Cho
Glx
f_%
cerveau
* *
GABA 7 N 2 e N
CwHz CgHz CoHa
lysine 4 - NGk
y Colls CoH oMz CgHe
T | I LI B I T
4.0 35 3.0 2.5 2.0 ppm

Figure 36. Spectres proton du GABA (spectre du milieu), de la lysine (spectre du bas) et d'un
mélange des métabolites les plus concentrés dans le cerveau (créatine, choline, glutamate,
glutamine et NAA). Les simulations ont été réalisées avec le logiciel Bruker NMRSIM® et | échelle
relative des spectres correspond approximativement aux concentrations des métabolites in vivo.
En particulier, la résonance du GABA a 3,0 ppm est recouverte par un pic intense de créatine et
par une des résonances de la lysine. Les étoiles indiquent que la résonance du GABA a 3,0 ppm
est couplée a une résonance a 1,9 ppm et la résonance de la lysine a 3,0 ppm est couplée a une
résonance a 1,7 ppm.

Un deuxieme pic, provenant des macromolécules, est égaement présent a 3,0 ppm,
d’intensité comparable a celle du GABA. Le terme générique de macromolécules regroupe les
nombreuses résonances provenant des acides aminés constituant les protéines [Behar-1993;
Behar-1994]. Parmi celles-ci, la résonance a 3,0 ppm a été attribuée au groupement Cg)H, de
la lysine (NH-Cg)H2-C(s5)H2-CaH2-Ci3)H2-C2HNH,-COOH). Elle est couplée a la résonance
CiH2a1,7 ppm (Jun=7 Hz) (Figure 36). Les valeurs de déplacement chimique et de couplage
J des groupements CgH, et CiH, de la lysine sont donc tres proches de celles des
groupements CuyH» et CzH, du GABA, car la partie terminale de la chaine latérale de la
lysine est identique a celle du GABA. Ceci complique la discrimination du GABA et des
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macromolécules a 3,0 ppm. En effet, la plupart des techniques d'édition utilisent les propriétés

de couplage pour simplifier le spectre proton et détecter sélectivement certaines résonances.

Une technique efficace de détection du GABA a 3,0 ppm doit éiminer a la fois la
contamination par le singulet du CH3 de la créatine et la contamination par le CH; la lysine.
De nombreuses approches ont été proposées pour y parvenir. Parmi celles-ci, la technique
d'édition par différence mise au point par I'éguipe de l'université de Yae occupe une place
particuliere. En effet, la quasi-totalité des applications pharmacologiques et
physiopathologiques de mesure du GABA in vivo chez |I'animal et chez I'nomme a été réalisée
avec cette technique et par cette équipe. En outre, seule cette technique permet de corriger la
contamination par les macromolécules. Cette correction exige d'acquérir séparément un signal
de GABA (contaminé par les macromolécules) et un signal de macromolécules (contaminé

par le GABA), ce qui double ladurée d'acquisition.

Apres une revue des techniques existantes, ce chapitre présente une nouvelle méthode
dédition qui permet de mesurer le signa de GABA directement par différence sans
contamination par les macromolécules. Il ne sagit pas d'une nouvelle séquence, mais plutét
d'une mise en cauvre différente de la technique d'édition par différence mise au point a Yale.
Cette méthode nécessite I’emploi d’une impulsion sélective en fréguence qui posséde des
caractéristiques spectrales bien définies. Une telle impulsion a éé synthétisée en utilisant

I'algorithme de Shinnar-Le Roux.

|.3.2. Revue des techniques existantes

[.3.2.1. Edition du GABA par spectroscopie différentielle

Principe

Le principe de la technique d'édition homonucléaire par différence est d'éditer le GABA
en soustrayant deux spectres obtenus avec deux sequences d'écho de spin notées A et B
(Figure 37). Dans la sequence A, I'impulsion de refocalisation agit sur le C4H2 a 3,0 ppm,
mais n’a pas d'effet sur le CzH, a 1,9 ppm. Dans la séquence B, I'impulsion de refocalisation

agit alafoisa 3,0 ppm et 1,9 ppm.
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Signal a 3 ppm

Cr/PCr GABA

:)équence A ) / Sdlectif sur le CyH,

o 180°
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Figure 37. Schéma de principe de I'édition du GABA par différence. Dans la séquence A,
I'impulsion de refocalisation de I'écho de spin est sélective sur le CiyH,. Le signal de GABA
obtenu est un triplet en phase. Dans la séquence B, I'impulsion 180° est non sélective. Le signal de
GABA obtenu est un triplet antiphase. La soustraction des deux signaux aboutit & un pseudo-
doublet. La créatine se comporte de maniére identique dans les deux séquences et disparait dans
la différence.

Lorsque I'impulsion de refocalisation est séective sur le Cg)H,, la J-modulation du
triplet du GABA a 3,0 ppm est annulée et le triplet apparait en phase quelle que soit la valeur
du temps d'écho. En revanche, lorsque I'impulsion de refocaisation est non sélective, le
triplet subit I’ effet de la J-modulation pendant le temps d'écho. Si le temps d’'écho total est
choisi égal a 1/2Jyy, le triplet obtenu est un triplet antiphase dont la raie centrale n'est pas
inversée alors que les deux raies latérales sont inversées (Figure 37). La différence du triplet
en phase et du triplet antiphase aboutit & un pseudo-doublet. Le singulet de la créatine a 3,0
ppm ne subit pas la Jmodulation et est refocalisé de maniére identique dans les deux
séquences A et B. |l est donc éiminé dans la différence. A cause de la soustraction de laraie
centrale du triplet du GABA, le rendement de la technique d édition par différence est de

seulement 50%.

Le résultat des séquences A et B peut étre analysé en utilisant le formalisme

vectoriel (Figure 38). Le triplet est représenté par trois aimantations correspondant a chacune
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des troisraies, et laraie centrale est supposée a la résonance. Les deux raies latérales ont une
fréquence de —J/2 et +J/2 dans le référentiel tournant. Pendant la séquence A, I'impulsion
d’ excitation bascule I’'aimantation dans le plan tranverse. Les deux amantations
correspondant aux raies latérales effectuent chacune un quart de tour pendant le premier délai
1/4J. L’impulsion de refocalisation sélective sur le Cs)H, inverse I'aimantation de la raie
centrale et est sans effet sur les aimantations des deux raies latérales. Ces dernieres tournent a
nouveau d'un quart de tour et se trouvent en phase avec la raie centrale au début de
I"acquisition. Pendant la séquence B, I’ évolution est la méme, mais I’impulsion 180° est cette
fois non sélective et inverse non seulement I’aimantion de laraie centrale, mais également les
populations des spins résonnant a 1,9 ppm. Ceci a pour effet d’'intervertir les deux
aimantations correspondant aux raies centrales. Celles-ci se refocalisent alors en opposition de

phase avec laraie centrale du triplet pendant le second délai 1/4J.

Séquence A (180° sélectif sur le C»H))

a _— b C d _~

- > “ > - > - >
o v ~ ¥
X X X X

Séquence B (180° non sélectif)

] 0 L ]
a _—i b 4 C i d _~
- > -‘ > - > -z >
v +v v - v
X X X X

Figure 38. Analyse de la séquence d'édition du GABA avec le formalisme vectoriel. Les temps
notés a, b, ¢, d sont indiqués sur la Figure 37. Les trois fleches représentent respectivement
I’aimantation de la raie centrale du triplet du GABA, fixe dans le référentiel tournant, et les
aimantations de chacune des deux raies latérales notées + et -. Dans la séquence B, I'inversion
180° non sélective inverse les sens de rotation des aimantations correspondant aux raies latérales,
qui se refocalisent en opposition de phase par rapport a I’ aimantation de la raie centrale.

Remarque: la premiére sequence d édition par différence fondée sur ce principe,
proposee par Rothman et al., utilise un découplage homonucléaire continu a la place de

I'impulsion de refocalisation sélective a 3,0 ppm de la séquence A. Ce découplage est
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appliqué une fois sur deux a 1,9 ppm [Rothman-1984]. L’effet résultant est le méme car le

découplage continu a 1,9 ppm supprime la J;modulation du triplet a 3,0 ppm.

Analyse avec |le formalisme des opérateurs-produits

La séguence peut également étre analysée en utilisant le formalisme des opérateurs-
produits. Les deux protons du groupement Ci,)H, du GABA sont équivalents et e calcul peut
étre mené sur un seul proton. Ce proton est couplé aux deux protons du groupement CH, a
1,9 ppm. Le systéme de spins étudié est donc un systeme a trois spins de type AX,. Dans la
suite, le spin | représente un des deux protons a 3,0 ppm, aors que S; et S, représentent
chacun des deux protons a 1,9 ppm. Les effets de déplacement chimique sont refocalisés par
I’ écho de spin et ne sont pas pris en compte dans le calcul. La phase de toutes les impulsions

est supposee selon I'axe x.

Avant deffectuer le calcul complet, caculons I|'évolution dune amantation
transversale I, et |y sous I'effet du couplage J pendant un délai t. L’effet du couplage entre le
spin et les spins S; et S, peut étre calculé successivement car les opérateurs 1,S;; et 1,S,,

commutent :

IX

— e | cos(ndt)+21,S,, sin(rdr)
2 ) cos(nd)+ 21,S,, sin(nde) cos(ndr)

+21,S,, sin(nJr)cos(nk) - 41,S,,S,, sin(ndr)

En notant : c=cos(nJr) et s=sin(nJt), on a:

| —2HaSe 2SS ) .¢? 4 2] S, -sc+21,S, - 4,S,S,, S

X

De méme:

|, —=me nee 5 ,.¢?-21,S,,-s¢-21,S, -sc—4l,S.S,, - §°

Calculons maintenant I’ évolution pendant |a séquence d’ écho de spin :
Premier cas: impulsion de refocalisation sélective sur le CaH, (i. €. sur 1).

L’aimantation est basculée dans |e plan tranversal :
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o(0) =-1

y

puis évolue pendant le premier délai 7 :

o(t) =-1,-¢’+21.,S,,-sc+2, S, -sc+41,S,S,, - §°
L’impulsion 180°, sélective sur | conduit a:

o(t) =1,-¢*+21,S,,-sc+21, S, -sc- 4, S,S,, - &

Les aimantations I et Iy évoluent de nouveau pendant le deuxiéme délai t sous I’ effet du
couplageavec S, et S; :
o(21)=(1,-c*-21,S,, -c-21.S, -c-41 S.S,, -5 )¢
+2(1,-c2-2.S,, -sc-21.S, -c-41 S.S,,-§)S,, -cs
+2(1,-c-21,S,, -c-21.S, -c~41 S.S,,-$°) S, s

~4(1,-c2-21.S,,-x-21.S, -c-41,S,S,, -$)S,S,, -
Aprés regroupement, on obtient :

o(21)=1,- (c“ +c°s” +c%s° +s' )+ 21.S, - (— c’s—s’c+C’s+ ssc)
+21.S,, - (— c’s+c’s-s’c+ ssc)+ 421.8,S,, - (— s’c® +s°c® +s°c* —s°c? )

o(21)=1,-(c* +c*s +? +5')=1, - (% +°f

Comme ¢?+s?=1, on obtient finalement :

o(21)= I,

Lorsque I'impulsion de refocalisation est selective sur le CH,, tout se passe donc

commesi le couplage J n’avait aucun effet. Le signal obtenu est un triplet en phase.
Deuxiéme cas : impulsion de refocalisation non sélective.

L’ évolution jusgu’al’impulsion 180° est identique a précédemment :
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o(t) =-1,-¢’+21.S,,-sc+21. S, - sc+41,S,S,, - §°
L’impulsion 180°4 non sélective conduit a:
o(t) =1,.¢*-21,S,,-sc- 21, S, -sc—41,S.,S,, - §°

Les aimantations I et 1, évoluent pendant |e deuxiéme délai t sous I’ effet du couplage
avecS et Sy

o(21)=(1,-c*~21,S,, -c-21,S, -c— 41 S,.S,, -5 ) ¢
~2(1,-c*-21,S,,-c-21,S, -c—41,S.S,,-$°)S,, -cs
~2(1,-c2-21,S,,-x-21.S, -c-41,S,S,,-$)S, ¢S

~4(1,-c*-21,S,,-c-21.S, -c-41 S.S,,-5) S, S,, -
Apres regroupement, on obtient :

o(21)=1,-(c* -’ -’ +5° )+ 21, S, - (- Ps+S°c— ¢+ 5%)
+21.S,, - (— c’s—cis+s’c+ s3c)+ 4.S,S,, - (— o g i L szcz)

o(21)=1,-(* - +21,8, -(2c-2c%)+ 21 S,, - (25°c-cs)-41 S, S,, - (4s°c?)

Lorsgue I'impulsion de refocalisation est non sélective sur le CigHy, I’aimantation au
début de I"acquisition comprend 4 termes. Le terme |y correspond a un triplet en phase, les
termes de la forme 1S, correspond a un doublet antiphase et |e terme —41,S;,S,, correspond a
un triplet antiphase.

Dansle cas particulier ot 1=1/4J,0na: s=c= , Cequi entraine:

NI

G(ZT) =4 ysleZZ

On obtient alors bien un triplet antiphase.
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Réalisation desimpulsions de refocalisation sélective et non-sélective

Plusieurs possibilités ont été proposees pour réaliser les impulsions de refocalisation
sélective et non-sélective dans les séquences A et B. Deux contraintes doivent étre respectées.
Premierement, I’ effet de la séquence A et de la sequence B doit étre strictement identique a
3,0 ppm afin que la créatine soit parfaitement soustraite. Ceci impose que les séquences A et
B difféerent le moins possible I’une de I'autre. Deuxiemement, le temps d’écho total de la
sequence est fixé a /2y, limitant ainsi la durée des impulsions qui peuvent étre intégrées

dans I’ écho de spin.

Dans la méthode proposée par Rothman et al. et représentée sur la Figure 39, la
refocalisation sélective a 3,0 ppm de la séquence A est réadisée avec une impulsion
semisélective 2-2 possedant un zéro de refocalisation a 1,9 ppm et un zéro sur |I’eau [Hore-
1983; Rothman-1993]. La refocalisation non-sélective de la séquence B est obtenue en
gjoutant a I’impulsion semisélective une impulsion 180° tres sélective en fréguence appliquée
a 1,9 ppm. La combinaison de I'impulsion semisélective 2-2 et de I'impulsion DANTE inverse
lespinsalafoisa 3,0 ppm et a1,9 ppm. L’ impulsion utilisée par Rothman et al. consiste en
un train d'impulsions DANTE [Morris-1978].

Séquence A

90° 2-2
1N I I Acquisition

Séquence B

90° 2-2

1 DANTE Acquisition
Iy ‘mW“m“m||”|||||||||||||||||||||||||,,,,|,,,,.... .....

Figure 39. Séquence d'édition du GABA par différence proposée par Rothman et al. Dans la
séquence A, I'impulsion de refocalisation sélective sur le CiyH, est réalisée par une impulsion
semisélective 2-2 avec un zéro a 1,9 ppm et un zéro sur I'eau. Dans la séquence B, une impulsion
DANTE est appliquée a 1,9 ppm de maniére a refocaliser les spins a la foisa 3,0 ppmet a 1,9
ppm.
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Exactement sur le méme principe, Hetherington et al. ont proposé d' utiliser ala place de
I"impulsion DANTE une impulsion sélective optimisée numériquement pour améliorer son
profil fréquentiel [Hetherington-1998]. L’ impulsion optimisée a été définie par une succession
de 30 impulsions séparés par 29 délais avec une symétrie palindromique. La durée des
impulsions et les délais ont été optimisés par moindres carrés pour que le profil de I’'impulsion

approche au mieux le profil fréquentiel rectangulaire idéal.

Keltner et al. ont proposé une approche |égérement différente représentée sur la Figure
40a [Keltner-1996]. L’ impulsion de refocalisation non sélective de la séquence B est réaisée
par une simple impulsion rectangulaire large bande. L’impulsion de refocalisation sélective a
3,0 ppm est obtenue en goutant a I'impulsion large bande une impulsion rectangulaire
sdlective en fréquence. La durée de cette impulsion a été optimisée pour n’avoir aucun effet a
3,0 ppm. L’ effet a 1,9 ppm résultant de I’ action combinée de I’impulsion large bande (180°) et
de I'impulsion sélective (-180°) est bien 0°. Par ailleurs, alors que les méthodes présentées
précédemment ont été utilisées avec la méthode de localisation ISIS, Keltner et al. ont intégré
le module d'édition du GABA dans une localisation PRESS. Weber et al. ont également
proposé d éditer le GABA avec une séquence PRESS en introduisant une impulsion de

refocalisation semisélective 2-2 une acquisition sur deux [Weber-1999].

Enfin, Mescher et al. ont proposé I’ édition du GABA avec la technique MEGA selon le
schéma de la Figure 40b [Mescher-1998]. Le principe de la séquence MEGA est d’intégrer
dans I’écho de spin une impulsion 180°5 sélective en fréquence, entourée par des gradients
asymétriques. Cette impulsion 180°s a pour effet de déphaser sélectivement le signa a la
fréquence a laquelle elle est appliquée. Elle est appliquée deux fois de part et d’autre de
I'impulsion 180° pour respecter la symétrie de I’écho de spin. Pour I’édition du GABA,
Mescher et al. ont utilise une impulsion 180°¢ double bande. Dans la séquence A
(refocalisation sélective a 3,0 ppm), les deux bandes ont été appliquées a 1,9 ppm et sur |’ eau
a 4,7 ppm. Dans la séquence B (refocalisation non sélective), les deux bandes ont été
appliquées a 4,7 ppm et a 7,5 ppm (symétrique de 1,9 ppm par rapport a 4,7 ppm). Cette
technique permet d’ effectuer simultanément la suppression du pic de I’eau et |’édition du
GABA.
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Figure 40. Autres approches proposées pour réaliser I'impulsion de refocalisation sélective sur le
C(aH: et I'impulsion non sélective. (a) Dans I approche proposée par Keltner et al., I'impulsion de
refocalisation non sélective est réalisée par une impulsion large-bande bp. La refocalisation
sélective est obtenue en ajoutant une impulsion sélective a 1,9 ppm. (b) Schéma de la séguence
MEGA dans laquelle la bande spectrale autour de 1,9 ppm est déphasée une acquisition sur deux
par desimpulsions 180° sélectives entourées de gradients asymétriques.

En résumé, la plupart des techniques d’ édition par différence utilisent une impulsion de
refocalisation tres sélective en fréquence appliquée une fois sur deux a 1,9 ppm. Dans la suite,
cette impulsion sélective sera appelée impulsion sélective d'édition. Le choix de cette
impulsion est critique pour I'efficacité de la technique d'édition du GABA, car la créatine ne
Se soustrait correctement que si les séquences avec et sans I'impulsion d’ édition ont un effet
identique autour de 3,0 ppm. En particulier, I'impulsion d’ édition ne doit pas introduire de
distorsion d'intensité ou de distorsion de phase a 3,0 ppm. Si I'on suppose par exemple une
concentration de créatine de 8 mM et une concentration de GABA de 0,8 mM, un résiduel
d'intensité de 1% de la créatine suffit a provoguer une erreur de 10% sur le GABA. De méme,
un déphasage méme faible de la créatine entraine un résiduel dispersif dans la différence qui

distord fortement le signa de GABA. Ces effets de déphasage peuvent néanmoins étre
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supprimés (ou plutét convertis en perte dintensité) par un cyclage de phase approprié qui

élimine I’ aimantation dispersive refocalisée par un écho de spin [Hetherington-1985].

Correction de la contamination par les macromolécules: approche « Yale »

La sdlectivité en fréguence de I'impulsion d’ édition est également primordiae dans les
méthodes d’ édition par différence pour limiter la contamination par les macromolécules. En
effet, I'impulsion d'édition appliquée a 1,9 ppm a pour but d'inverser sélectivement le triplet
CH2 du GABA a 1,9 ppm et n'aidéalement aucun effet sur le reste du spectre. En pratique,
cette contrainte est bien sir impossible a réaliser et I'impulsion possede une bande d'inversion
spectrale de largeur a mi-hauteur Af non-nulle. L’ effet non-nul de I'impulsion d édition a 1,7
ppm entraine la coédition partielle des macromolécules avec le GABA. Lalargeur de bande Af
peut étre diminuée en augmentant la durée de I'impulsion. Cependant, cette derniére est
limitée par le temps d'écho total de la séquence fixé a /23y, soit environ 70 ms. Le temps
effectivement disponible pour insérer I'impulsion d’ édition dans la sequence d’' écho de spin
est obtenu en retranchant de ces 70 ms le temps nécessaire a |'application des autres

impulsions RF et des impulsions de gradients.

Comme la dispersion spectrale augmente avec le champ magnétique By, la
contamination du GABA par les macromolécules est d'autant plus faible que le champ est
élevé. A 7 T, I'écart de 0,2 ppm entre le GABA et lalysine correspond a 60 Hz, et il est facile
de réaliser une impulsion suffisamment sélective pour inverser le GABA a 1,9 ppm sans
affecter les macromolécules a 1,7 ppm. En revanche, a3 T ou 0,2 ppm équivalent a 25 Hz, il
n'est pas possible de réaliser une impulsion suffisasmment sélective et la contamination du
GABA par les macromolécules ne peut pas étre évitée par I'approche décrite précédemment.
Lorsgue I'impulsion d’édition est appliquée a 1,9 ppm (Figure 41a), le signal G* obtenu

correspond alors au signal de GABA contaminé par le signal des macromolécules :
G*=e.G+sM

ou e est I'efficacité d'édition alarésonance et sl'efficacité d'édition a 0,2 ppm de la résonance.
Les valeurs de e et s sont exprimeées par rapport a I’ efficacité théorique maximale de I’ édition
par différence qui vaut 50%. La valeur de e est en général proche de 100%. La valeur de s
dépend de I'impulsion d’ édition utilisée et du champ Bo. A 3 T, il est difficile d’ obtenir une

valeur de sinférieure a 40%.
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Figure 41. Schéma de principe de la correction de la contamination du GABA par les
macromolécules par |’ approche « Yale ». (a) Dans une premiére expérience, I'impulsion d’ édition
Séective est appliquée sur le CgH, du GABA & 1,9 ppm. A cause de I effet non-nul de I’impulsion
a 1,7 ppm, le signal de GABA obtenu est contaminé par les macromolécules. (b) Dans une
premiére expérience, I'impulsion d' édition sélective est appliquée sur le CigH, de la lysine. Le
signal de macromolécules obtenu est contaminé par le GABA. La déconvolution de ces deux
signaux permet de calculer la concentration de GABA et de macromolécules.

La contamination peut étre corrigée en répétant |'expérience de fagon symétrique sur les
macromolécules, c'est-a-dire en appliquant I'impulsion d'édition a 1,7 ppm (Figure 41b). Le

signal de macromolécules édité est alors contaminé par le GABA :
M*=¢.M+s.G

En faisant I’ hypothese que I'effet de I'impulsion sélective est symétrique lorsque cette
impulsion est appliquée a 1,9 ppm ou a 1,7 ppm, on a e=€' et s=s.Les valeurs e et s peuvent
étre calibrées précisement in vitro. De la connaissance de G* et M*, on déduit alors

facilement G et M :
G=VA*(e.G*-s.M*)
M=1/A*(eM*-s.G*)
avec A=e*-&*

Ains la contamination du GABA par les macromolécules peut étre corrigée, au prix
d'un doublement de la durée de I'expérience pour la mesure du signal M*. La mesure de la
concentration de GABA corrigée de la contamination nécessite donc un total de quatre
acquisitions, deux pour G* et deux pour M*, comme le montre la Figure 42. La séquence A,

congtituée d' un écho de spin avec une impulsion de refocalisation semisélective et aucune
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impulsion d’édition, semble identique dans les deux expériences de mesure de G* et M*,
offrant théoriquement la possibilité de réduire de quatre a trois le nombre d acquisitions
nécessaires. En réalité, ceci n'est pas tout a fait vra car le z&o de I'impulsion de
refocalisation semiséective doit en principe étre placé a 1,9 ppm pour la mesure de G* et a
1,7 ppm pour la mesure de M*. La question de la position du zéro de I'impulsion 2-2 est

examinée en détail plusloin.

Premiére mesure : Deuxiéme mesure :
a GABA contaminé MM contaminées b
par MM par GABA
GABA MM GABA MM

Séguence A Séguence A
(sansimpulsion (sansimpulsion
d’ édition) d’ édition)
Séquence B Séguence B
(avec impulsion (avec impulsion
d édition a 1,9 ppm) d’édition a 1,7 ppm)
Edition : Edition :
différence B-A A A A ‘ | . différence B-A

G*=100%[GABA]+50%[MM] M*=500%[GABA]+100% MM |

Figure 42. Effet de la méthode d'édition du GABA par différence (approche « Yale») sur les
triplets du GABA et de la lysine. (a) Dans la premiére mesure, le triplet de GABA est totalement
inversé par I'impulsion sélective d’édition et le triplet de la lysine est partiellement inversé. Le
doublet de GABA obtenu par différence est contaminé par la lysine. (b) Dans la deuxiéme mesure,
de facon symétrique, le triplet de la lysine est totalement inversé par I'impulsion sélective
d édition et le triplet du GABA est partiellement inversé. Le doublet de lysine obtenu par
différence est contaminé par le GABA. On a supposé que e=100% et s=50%.

1.3.2.2. Autres approches d’édition du GABA

Bien que I'édition du GABA par différence développée a Yae, combinée avec une
localisation ISIS, soit la seule technique ayant réellement débouché sur des applications in

vivo, plusieurs autres méthodes ont été proposées pour mesurer le GABA.

Parmi les approches directes sans édition, il est possible d estimer la concentration des
différents métabolites, dont le GABA, en introduisant de la connaissance a priori dans

I’ analyse du spectre. La méthode LCModel, par exemple, approxime le spectre proton a temps
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d'écho court par une combinaison linéaire des spectres individuels de chague métabolite
acquis in vitro [Provencher-1993; Pfeuffer-1999b]. Le probléme de cette approche est I'erreur
importante sur I'estimation du GABA (par exemple Provencher et al. mesurent une déviation
standard de 67% sur la mesure du GABA a 1,5 T), et cette erreur ne devient acceptable qu’a
tres haut champ (12% a 9,4 T). Une seconde solution consiste atirer parti delaRMN 2D pour
acquérir plus dinformation que sur un spectre 1D. Le GABA est alors mesuré sur le pic de
corrélation entre 1,9 ppm et 3,0 ppm. La méthode SUPERCOSY permet notamment d'obtenir
des pics de corrédation en phase aors que ces derniers sont en antiphase dans la méthode
COSY standard et sannulent partiellement voire totalement lorsque la largeur de raie est
importante. Récemment, cette technique de détection 2D a éé combinée & une mesure du
GABA extracellulaire par microdialyse afin d' éudier la compartimentation du GABA in vivo
apres administration de gabaculine chez lerat 49,4 T [Piérard-1999]. Les méthodes 2D ont
cependant I'inconvénient d'étre peu sensibles et nécessitent des temps d'acquisition longs.

Elles n’ont jamais permis de mesurer le GABA in vivo achamp intermédiaire (1,5T-4T).

D'autres techniques d'édition que I'édition par différence ont également été proposées.
L'édition par sélection des cohérences a double quantum permet par exemple d'éiminer toutes
les résonances non couplées (singulets) en une seule acquisition. Elle permet ains de
supprimer trés efficacement la résonance de créatine qui recouvre le GABA a 3,0 ppm
[Wilman-1993 ; Keltner-1997]. Cependant, la technique d édition a double quantum ne
permet d éditer que 25% du signal de GABA, contre 50% pour la technique d’ édition par
différence. Des améliorations de la séquence ont été proposées pour augmenter |’ efficacité de
I’ édition de 25% a 39% [Wilman-1995]. L’ édition a double quantum a permis de démontrer la
faisabilité de I’imagerie de déplacement chimique (CSI) du GABA in vivo [Shen-1999b]. Le
principal inconvénient de I’édition a double quantum reste cependant |'impossibilité de
corriger la contamination par les macromolécules. La spectroscopie J-resolue, dérivée de la
spectroscopie J en 2D, a également éé suggérée pour mesurer le GABA [den Hollander-
1997]. Récemment, il a été montré que la spectroscopie J-résolue “ suréchantillonnée” permet
de mesurer les métabolites, notamment le GABA, sur des spectres sans suppression du pic de

I’ eau [Hurd-1998]. En revanche la contamination par |es macromolécules n’ est pas éliminée.
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1.3.3. Edition sans contamination par les macromolécules
principe, matériels et méthodes

1.3.3.1. Principe

Le principe de la méthode proposée ici est de soustraire deux spectres pour lesquels
I'impulsion sélective a été appliquée a 1,9 ppm (premier spectre) et a 1,5 ppm (deuxieme
spectre) (Figure 43). Si I'impulsion sélective d'édition est symétrique, I'effet a 1,7 ppm est
identique dans les deux cas, et le pic de macromolécules a 3,0 ppm subit une J-modulation
identique. Par conséquent, les macromol écules disparai ssent dans la différence (Figure 44). En
revanche, le GABA est complétement inverseé lorsque I'impulsion est appliquée a 1,9 ppm, et
n'est pas inversé lorsque I'impulsion est appliquée a 1,5 ppm. Ceci impose toutefois que
Iimpulsion n'ait aucun effet a 1,9 ppm lorsguelle est appliquée a 1,5 ppm (réponse

fréquentielle suffisamment étroite).

a b
SLRal1.9ppm SLRal1l5ppm

180° :
< <

ppm 19 1.7 15 ppm 19 17 15

Figure 43. Principe de la nouvelle méthode d’ édition directe du GABA sans contamination par les
macromolécules. Le signal de GABA est obtenu par différence entre deux acquisitions avec (a)
I"impulsion d’ édition appliquée a 1,9 ppm et (b) I'impulsion d’ édition appliquée a 1,5 ppm. L’ effet
de I'impulsion d'édition sur les macromolécules a 1,7 ppm est identique en (a) et (b) et la
contamination par les macromolécules disparait dans la différence. Le groupement CH, du
GABA a 1,9 ppm subit bien 180° en (a) et 0° en (b), ce qui entraine I'édition du GABA a 3,0 ppm.
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Figure 44. Effet de la nouvelle méthode d' édition du GABA sur lestriplets du GABA et de la lysine
a 3,0 ppm. (a) le triplet de GABA est totalement inversé par I'impulsion sélective d' édition et le
triplet de la lysine est partiellement inversé (b) le triplet de GABA n'est pas inversé par I'impulsion
sélective d' édition et le triplet de la lysine est partiellement inversé. Le signal de lysine dusparait
dela différence et le doublet du GABA édité n'est pas contaminé.

1.3.3.2. Synthese del'impulsion sélective d'édition

Le profil dinversion fréquentiel idéal de I'impulsion dédition serait un profil
rectangulaire autour de 1,9 ppm, assez large pour inverser correctement le GABA, et assez
étroit pour ne perturber ni la résonance des macromolécules a 1,7 ppm, ni la résonance de la
créatine a 3,0 ppm. Le choix de I'impulsion sélective d'édition doit permettre d'obtenir un
profil dinversion fréquentiel le plus proche possible de ce profil idéal. L’agorithme de
Shinnar-Le Roux permet précisément de trouver la solution optimale compte tenu des
contraintes imposées sur les caractéristiques temporelles et fréquentielles de I'impulsion.
Nous avons donc décidé dutiliser cet agorithme pour synthétiser I'impulsion d'édition du
GABA.

L'algorithme de Shinnar-Le Roux (SLR)

L'algorithme de Shinnar-Le Roux établit une relation bijective (appelée transformée
S_R) entre une impulsion modul ée en amplitude définie par n segments d'amplitude constante
et son profil fréguentiel défini par un polyndme de degré (n-1) [Pauly-1991]. La synthese
d’ une impulsion par |’ algorithme de Shinnar-Le Roux se fait en deux étapes. Tout d abord, le

profil fréquentiel désiré doit étre approximé par un polynédme dordre (n-1). Ensuite,
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I'impulsion est calculée a partir de ce polynéme par application de la transformée SLR
inverse. Aingi, la synthese d'une impulsion possédant un profil fréguentiel donné se raméne a

la synthése d'un polyndme approximant au mieux le profil fréquentiel désiré.

Bande de

transition Profil
fréquentiel
l idéa
ripple _
out WVWW
B1(t) Transformée

SLR directe @
1 n =

Transformée SynthAese
—_—> SLRinverse polyndme

t @ ripplein

Figure 45. Principe de la synthése d'une impulsion par |’ algorithme de Shinnar-Le Roux (SLR).
La transformée SLR établit une relation bijective entre la forme d impulsion dans le domaine
temporel (représentée par n éléments d amplitude constante) et le profil fréquentiel de I’impulsion
sous la forme d’un polyndme d' ordre (n-1). La premiére étape de la synthése d’ une impulsion (1)
consiste a synthétiser un polyndme approximant le profil fréquentiel désiré. La deuxiéme étape (2)
consiste a appliquer la transformée SLR inverse pour obtenir By(t).

Parmi les avantages de |’agorithme de Shinnar-Le Roux, notons qu’il s'agit d'une
méthode non pas itérative, mais analytique. Cela implique que les caractéristiques du
I'impulsion sont connues avant méme que la synthése soit effectuée. Les méthodes itératives
ne possedent pas cet avantage et les caractéristiques exactes de I'impulsion ne sont pas
connues a |I’avance. De plus, la solution trouvée n'est pas optimale si la synthese converge

vers un minimum local.

Synthése du polyndme approximant la réponse fréquentielle

Cette approximation d'un profil par un polyndme est un probléme classique du filtrage
numérique en traitement du signal. L'algorithme de Parks-McClellan permet de trouver la
solution optimale. Le polyndme est alors caractérisé par trois parametres : I'oscillation dans la
bande passante (ripple in), l'oscillation en dehors de la bande passante (ripple out), et la
largeur de la bande de transition W. Ces trois parametres sont reliés par une relation semi-

empirique, si bien que seuls deux parametres peuvent étre fixés de maniére indépendante, le
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troisiéme étant alors déterminé. Par exemple, le ripple in et le ripple out peuvent étre choisis
par |'utilisateur, mais la bande de transition W est alors imposée. C'est la relation entre ces
trois paramétres qui oblige a faire un compromis sur la qualité de I'approximation du profil
idéal par le polyndme. La solution optimale obtenue par I'agorithme de Parks-McClellan

assure que le meilleur compromis est trouvé entre ces trois parametres.

Le polyndme peut également étre déterminé par l'algorithme des moindres carrés
(minimisation de la distance entre la réponse fréquentielle idéale et |e polyndme). Dans ce cas,
la solution n'est plus optimale, ce qui se traduit par une augmentation de la bande de transition
pour des ripples in et out donnés. Néanmoins, en utilisant les moindres carrés, le ripple out
diminue quand on séloigne de la bande passante (contrairement a la solution obtenue par
['algorithme de Parks-McClellan qui donne un ripple constant), ce qui se révele avantageux
dans le cas de I'édition du GABA.

Le programme MATPULSE

Le programme MATPULSE, écrit par G. B. Matson, est un logiciel disponible sur
internet (www.mmrrcc.upenn.edu) qui permet de synthétiser des impulsions en utilisant
I'algorithme de Shinnar-Le Roux [Matson-1994]. |l est écrit en langage MATLAB et possede

une interface utilisateur conviviae. Il suffit de spécifier la longueur de I'impulsion, la bande
passante et I’intensité maximale 3, et 5, des oscillations dans et hors de la bande passante (la
largeur de la bande de transition est alors connue). Le programme synthétise I'impulsion SLR

correspondant a ces parameétres.

Choix des caractéristiques de I'impulsion d'édition

Le temps d'écho total de la séquence éant fixé a 1/2Jyy, soit 70 ms, et compte-tenu du
temps nécessaire pour |’ application des impulsions RF et des gradients de déphasage, |a durée
de I'impulsion sélective d’édition ne peut pas étre supérieure a 43 ms dans nos conditions
expérimentales. Les caractéristiques fréguentielles imposées a I'impulsion d'édition (180° a
1,9 ppm, effet minimal a 1,7 ppm, effet quasiment nul (0°) a 3,0 ppm) se transposent pour la
synthése de I'impulsion SLR en conditions draconiennes : 6; minimal, &, minimal, W
minimal. Comme il est impossible de minimiser en méme temps ces trois parametres, il sagit

de trouver un compromis acceptable. La valeur de &, (ripple in) semble la moins critique:
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guelques pourcents d'erreur peuvent étre tolérés dans la bande dinversion. En revanche, la
valeur de 6, (ripple out) doit rester faible pour que I'impulsion appliquée a 1,9 ppm ne
perturbe pas la créatine a 3,0 ppm, et la valeur de W doit étre minimisée pour perturber le
moins possible la résonance des macromolécules & 1,7 ppm. Finaement, le compromis
suivant a été adopté 6,=0.5%, 6,=3%. On a alors W=35 Hz. La largeur de la bande
dinversion au maximum dinversion a éé fixée a 10 Hz (Ce paramétre n'influe que la

puissance du I'impulsion).

1.3.3.3. Coupuredel'impulsion SLR par I'impulsion semiséective 2-2 : ssimulation

L'utilisation de l'impulsion SLR pour |'édition du GABA nécessite dinsérer une
impulsion de refocalisation semisdlective 2-2 au milieu de I'impulsion SLR. On peut
|égitimement se demander si le fait de combiner une impulsion semisélective 2-2 al'impulsion
SLR modifie les caractéristiques spectrales de chacune des impulsions prises séparément. |l
convient de s assurer notamment que ni I’inversion du signal a 1,9 ppm, ni larefocalisation du
signal a 3,0 ppm ne sont pertubés. Ce probléme a été analysé par simulation en calculant
numeériquement I’ évolution de I'aimantation transversale d’ un spin non couplé sous I’ effet des
impulsions 2-2 et SLR prises isolément, puis combinées. Un programme a été écrit en langage
C pour permettre un calcul plus rapide qu'avec MATLAB. Ce programme calcule I’ évolution
des spins hors-résonance en présence d’'un champ radiofréquence B en utilisant les matrices
de rotation [Bittoun-1987]. L’impulsion SLR, de la méme facon qu'elle est émise par le
spectrometre RMN, a été divisée en 128 impulsions élémentaires d’ amplitude constante. Les
effets de gradients de déphasage dans la séquence d’ écho de spin ont été simulés en calculant
simultanément I’ évolution de 500 aimantations éémentaires pendant I'écho de spin. L'effet
des gradients déphaseurs a été pris en compte en appliquant a chacune de ces aimantations une
valeur différente de champ magnétique comprise entre 0 et 80000 Hz pendant 5 ms de part et

d'autre de I'impulsion simul ée.

Deux options sont possibles pour combiner I'impulsion 2-2 et I'impulsion SLR : soit
I'impulsion semisélective 2-2 est insérée dans I'impulsion SLR sans l'interrompre, soit
I'impulsion SLR est coupée en deux moitiés pour insérer l'impulsion 2-2 et le délai
d'évolution t. La Figure 46c montre que dans le premier cas, |I'impulsion combinée 2-2+SLR
ne refocalise pas toute I’ aimantation a 3,0 ppm. La soustraction de la séquence sans impulsion

SLR et avec impulsion SLR entraine donc une erreur de soustraction de la créatine de I’ ordre
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de 7%. Notons gue cette option a tout de méme été retenue dans les études initiales de
Rothman et al. dans lesquelles une impulsion 2-2 a été combinée avec une impulsion sélective
de type DANTE [Morris-1978]. La perte de refocalisation sur la créatine (7%) provoquée par
la combinaison des deux impulsions a é&é corrigée manuellement en gjustant le facteur
d'échelle entre les deux spectres avant différence. Méme s le profil fréquentiel de I’'impulsion
DANTE possede des lobes latéraux, la perte de refocalisation dans la combinaison 2-
2+DANTE n'est pas due a une imperfection du profil du DANTE, mais au fait que

I"'impulsion DANTE n’est pas interrompue pendant le délai t del’impulsion 2-2.
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Figure 46. Effet résultant de la combinaison de I'impulsion 2-2 et de I'impulsion SLR lorsgue
Iimpulsion SLR n’est pas interrompue pendant le délai 7. (a) Profil fréquentiel de I’impulsion 2-2
seule. (b) Profil fréquentiel de I'impulsion SLR seule (c) Profil fréquentiel de la combinaison des
deux impulsions. La refocalisation de I'aimantation est incompléte & 3,0 ppm. L'aimantation au
début de I'écho de spin est égale a M,

Considérons maintenant la deuxieme possibilité. La Figure 47b montre que le seul fait
de couper I'impulsion SLR en deux moitiés modifie le profil fréquentiel de I'impulsion a
cause des effets de déplacement chimique pendant le délai t. Cependant, contrairement au cas
précédent, la combinaison de I'impulsion 2-2 et de I’'impulsion SLR coupée en deux moitiés
(Figure 47c) entraine une refocalisation parfaite du signal a 3,0 ppm. La différence des
seguences avec et sans impulsion SLR n’entraine donc pas d’ erreur de soustraction des spins
non couplés. Ce résultat est en réalité tout a fait général : Shen et al. ont montré en effet que
lorsgu’ une impulsion symétrique quelconque est coupée par une impulsion semisélective 2-2

et qu’'aucune impulsion n'est appliquée pendant le délai d’évolution 1, la refocalisation du
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signal sous |’ effet de la combinaison des deux impulsions est parfaite (sans perte d’ intensité et

sans déphasage) au maximum de I’'impulsion 2-2 [ Shen-1998].
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Figure 47. Effet résultant de la combinaison de I'impulsion 2-2 et de I'impulsion SLR lorsgue
I"impulsion SLR est interrompue prendant le délai 7. (a) profil fréquentid de I'impulsion SLR
seule (b) profil fréquentiel de I’'impulsion SLR coupée en deux moitiés séparées par un délai . (c)
profil fréquentiel de la combinaison de deux impulsions. L’ aimantation est totalement refocalisée
a 3,0 ppm.

Fréguence d' émission de l'impulsion semisélective 2-2

Dans les simulations qui précedent, I'impulsion semisélective 2-2 barre (notée 2-2) et
I'impulsion SLR sont appliquées a la méme fréguence a 1,9 ppm. Or dans la méthode
proposée d' édition du GABA sans contamination par les macromolécules, I'impulsion SLR
doit étre appliquée aternativement a 1,9 ppm et a 1,5 ppm. Pour préserver la symétrie de
I'édition & 1,7 ppm dans les deux séguences, cruciale pour la bonne soustraction des
macromolécules, le zéro du 2-2 a éé placé a 1,7 ppm. La Figure 48b montre le profil
fréquentiel de I’impulsion combinée 2-2 plus SLR lorsgue I'impulsion SLR est appliquée ala
résonance a 1,9 ppm et que I'impulsion 2-2 est appliquée a —0,2 ppm (soit —24 Hz) de la
résonance, ¢’ est-a-dire a 1,7 ppm. Le léger effet hors résonance de I'impulsion 2-2 a 1,7 ppm
entraine un décalage du maximum d’ édition de 5 Hz vers les hautes-fréquences. Si cet effet
n'est pas compensg, il introduit d’ une part une perte d’ efficacité d'édition a 1,9 ppm, d’ autre
part une assymétrie de I’ édition des macromolécules a 1,7 ppm. Le maximum d’ édition est

déplace de 5 Hz environ vers les hautes-fréquences.
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Figure 48. Effet du positionnement du zéro de I'impulsion 2-2 a 1,7 ppm. (a) Profil fréquentiel de
I"impulsion 2-2 avec un zé&ro a 1,7 ppm (-24 Hz) et un maximum a 3,0 ppm (140 H2). (b) Profil (en
valeur absolue) de la combinaison de I’ impulsion précédente avec une impulsion SLR appliquée a
1,9 ppm (0 HZz). Le maximum d’inversion de I'impulsion SLR est décalé de 5 Hz a cause des effets
deI’impulsion semisélective a 1,9 ppm (fleche).

1.3.3.4. Spectroscopie RMN

Les spectres ont é&é acquis sur un spectrométre corps entier a 3 T équipé de gradients
d'une intensité maximale de 10 mT/m avec un temps de montée de 600 ps. Une antenne
volumique en cage doiseau fabriquée au laboratoire (diamétre 15 cm, longueur 8 cm, 8
barreaux) a été utilisée pour I'émission et la réception RF. La localisation a été réalisée avec
une séquence I SIS en trois dimensions (impulsion d'inversion sech tronquée a 5%, durée 8 ms,
largeur de bande 2000 Hz) et une suppression de volume externe composee de six impulsions
d'excitation sélectives SLR appliquées en présence d'un gradient et suivies de gradients de

déphasage.

Le module d'édition du GABA consistait en une séquence d'écho de spin avec une
tranche d'excitation dans la direction y (SLR 4 ms, ripple in 1%, ripple out 1%, largeur de
bande a mi-hauteur 1600 Hz) pour éviter d'exciter la région tres inhomogeéne des sinus, et une
impulsion de refocalisation 2-2 barre semiséective (impulsion rectangulaire 90° 336 pns)
appliquée soit a 1,8 ppm (-352 Hz du pic de I'eau) pour la méthode de Yale, soit a 1,7 ppm (-
364 Hz) pour la nouvelle méthode. Le déla 1 de I'impulsion semisélective a été fixé de
maniere a placer le deuxiéme zéro d'excitation sur I'eau a 4,7 ppm. Ce dédlai t a été diminué de

65 us, valeur déterminée par simulation, par rapport a la valeur théorique 1/2Av pour
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compenser |'évolution pendant la durée des impulsions. Pour la méthode de Yale I'impulsion
dédition (SLR durée 43,01 ms, ripple in 3%, ripple out 0,5%) était soit non appliquée
(séquence A), soit appliquée a 1,9 ppm (-340 Hz de I'eau) (séquence B), soit appliquée 1,7
ppm (-364 Hz de I'eau) (séguence C). Pour la nouvelle méthode, I'impulsion d'édition a été
appliquée successivement a 1,9 ppm (-340 Hz) (séquence A) et 1,5 ppm (-396 Hz) (séquence
B"). La suppression deau a é&é améiorée en goutant un module CHESS (impulsion
gaussienne de 20 ms tronquée a 1%) avant les inversions de localisation 1SIS. Le temps de
répétition de la séquence était de 3 secondes. Les impulsions de I'écho de spin ont été
calibrées en maximisant le signal de I'eau. L'impulsion d'édition a éé calibrée avec une
séguence d'gjustement comportant trois impulsions de refocalisation sélectives en présence de
gradients de localisation successivement dans chague direction X, y, z et en gjustant le gain de

I'impulsion a calibrer placée en excitation pour minimiser le signal.

Pour les expériences in vitro, trois fantdmes sphériques ont été utilisés, contenant du
GABA seul, de lalysine seule, ou un mélange équimolaire des deux métabolites. La solution a
été mélangée a un gel d'agarose (40 g/l) pour limiter les instabilités dues aux vibrations
induites par les gradients. Les spectres in vivo ont été acquis sur un babouin (Papio Papio)
anesthésié avec un mélange kétamine-xylazine, intubé et placé dans un support stéréotaxique
équipé de barres d'oreille et d'une mentonniére. Une image sagittale en écho de gradient, puis
une image transverse en écho de gradient avec inversion-récupération ont été acquises pour

positionner un voxel de 33x14x12 mm (5,5 ml) bilatéralement dans le striatum.

L'homogénéité du champ a été optimisée in vivo avec FASTMAP pour obtenir une
largeur deraie de I'eau de 6 a7 Hz sur le voxel. Lafréquence a été corrigée en temps réel pour
compenser la dérive de fréquence liée a l'utilisation de FASTMAP. En outre, la fréguence de
la créatine était mesurée automatiqguement a la fin de I'accumulation de chague spectre et
I'erreur de fréquence par rapport a 3,0 ppm (soit -205 Hz de I'eau) corrigée pour |'acquisition
du spectre suivant. En effet, il est difficile de gérer manuellement I'gjustement de fréquence
entre deux spectres lorsque la fréquence de l'amant dérive rapidement. La gestion
automatique de cette correction entre deux spectres assure que la fréguence des métabolites

est stable par rapport alafréquence d'émission a1l Hz pres.

Aprés éargissement lorentzien de 5 Hz et transformée de Fourier, la résonance de

GABA (G*, M* ou G*") a é&é intégrée par rapport ala résonance de la créatine pour calculer
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la concentration de GABA, en supposant la concentration de créatine égale a 8 mM. Pour la
méthode Y ale, les valeurs précises de e et s ont été calibrées sur des fantdmes de GABA et de

lysine, et les concentrations de GABA et de macromolécules ont été cal culées par :

G=1/A.[0,97xG*-0,43xM*] avec A=1,03*0,97-0,43*0,57=0,75
M=1/A.[1,03xM*-0,57xG*]

|.3.4. Résultats

1.3.4.1. Validation in vitro

lysine GABA+lysine (1:1)

Différence

SLRa15 M JL
a - w\A{\\Nw‘M -
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Figure 49. Validation in vitro de la nouvelle séquence d'édition du GABA sur des fantbmes
contenant du GABA (a gauche), de la lysine (au milieu) et un mélange équimolaire des deux
composés (a droite). Les spectres de la ligne du bas ont été obtenus avec la séquence A (impulsion
d édition a 1,9 ppm) et ceux de la ligne du milieu avec la séquence B’ (impulsion d’ édition a 1,5
ppm). La ligne du haut montre le signal édité par la différence B’-A. Pour le fantdme de GABA,
I"aire du pseudo-doublet a 3,0 ppm (B’-A) représente 99% de I'aire du triplet obtenu avec B'.
Pour le fantdme de lysine, I’aire du résiduel a 3,0 ppm représente 1% de I’ aire du triplet. Pour le
mélange GABA:lysing, I’aire du pseudo-doublet a 3,0 ppm représente 49% de I'aire du triplet, ce
qui correspond au rapport attendu d’ apreés les concentrations respectives de GABA et de lysine.

Les résultats obtenus in vitro sur les fantémes contenant du GABA, de lalysine, et un
mélange éguimolaire des deux métabolites sont présentés sur la Figure 49. L'efficacité de la
méthode d'édition proposée repose sur |a stabilité du comportement de la résonance CgH, de
la lysine a 3,0 ppm lorsque I'impulsion d'édition est décalée de 1,9 ppm (séquence A) a
1,5 ppm (séquence B'). Le résiduel de lysine aprés soustraction représente 4% en intensité et
seulement 1% en aire de la résonance de lysine non Jmodulée (Figure 49, milieu). En

revanche, le GABA est édité a 99% (Figure 49, a gauche). Par conséquent, le signal G*'
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(différence B'-A) mesuré sur le mélange égquimolaire GABA-lysine est exactement
proportionnel a la concentration de GABA, avec une contamination négligeable par la lysine
(Figure 49, adroite).

1.3.4.2. Validation in vivo

La Figure 50 montre les spectres de GABA obtenus in vivo sur un cerveau de singe. A
cause de la suppression de la contamination par les macromolécules, la nouvelle méthode
fournit un signal G*' a 3,0 ppm nettement moins intense que le signal G* obtenu avec la
méthode de Y ale. Cependant, les concentrations de GABA calculées avec les deux méthodes
sont comparables, environ 0,5 mM, en supposant une concentration de créatine de 8 mM. La
différence importante entre G* e G*' sexplique par la concentration éevée de

macromol écules, environ 2,5 mM.

Méthode Y ale Nouvelle méthode
G*=GABA
+MM
J GABA
] T T T I RERERE! T T T
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Contamination Pas de contamination

Figure 50. Position du volume d'intérét sur une image axiale pondérée en T, (& gauche) et
spectres acquis sur le striatum d’'un babouin anesthésié en utilisant la séquence d' édition du
GABA qui a été majoritairement utilisée jusqu’a présent (au milieu) et avec la nouvelle méthode
(a droite). Le méme nombre de répétitions (1440) a été accumulé pour chacune des deux méthodes
avec un temps de répétition de 2,5 s. Les spectres ont été traités avec un éargissement lorentzien
de5Hz

|.3.5. Discussion et conclusion

Nous avons décrit une nouvelle méthode pour détecter le GABA sans contamination par
les macromolécules, comme c'est le cas avec les techniques proposées jusqu'a présent. Le
principe est d'affecter la résonance des macromolécules a 1,7 ppm de la méme facon dans les
deux acquisitions de I'édition par différence (sequences A et B') de maniere a éliminer cette

résonance dans la différence et a ne conserver gque le signal de GABA. Parce que seuls deux
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spectres sont nécessaires, au lieu de trois (voire quatre) dans la méthode développée a
['université de Y ale, notre méthode apporte un gain de 33% en temps expérimental. Le fait que
le signal G*' détecté sur la différence (B'-A) soit moins intense que le signal G* détecté sur
(B-A) ne doit pas étre interprété comme une précision moins bonne de notre méthode. Au
contraire, on peut montrer facilement par un calcul de propagation d'erreur que la nouvelle
approche offre un gain d'un facteur 1,3 a 2 en précision, en plus du gain de 33% en temps. |l
semble en effet raisonnable de supposer que, en mesurant G*, M* et G*', I'incertitude absolue
(notée U) reste laméme puisque le bruit est identique. Avec notre méthode, I'incertitude finale
sur la concentration de GABA vaut U puisgue qu'il sagit d'une mesure directe. En revanche,
avec l'ancienne méthode, I'incertitude finale sur le signa G de GABA apres correction est
proportionnelle & U.(e+s)/(e*-s%) parce que deux mesures séparées sont effectuées et que la
valeur de G est obtenue a partir de G* et M*. Par conséquent, avec e proche de 1 et s variant

de 0,25 a 0,5 suivant les études, I'incertitude finale sur G varie entre 1,3xU et 2xU.

Une contrainte critique pour |'efficacité de la nouvelle méthode d'édition du GABA in
vivo est la symétrie d'excitation de la résonance de macromolécules a 1,7 ppm, lorsgue
I'impulsion d'édition est appliquée successivement a 1,9 ppm et 1,5 ppm. Ceci suppose un
gjustement parfait des offsets de fréquence pour I'impulsion 2-2 et pour I'impulsion sélective
d'édition. Ces paramétres ont donc été soigneusement optimisés par simulation numérique,
puis in vitro en utilisant la lysine pour simuler les macromolécules. Toute erreur d'ajustement
de la fréguence d'émission pendant |'acquisition des spectres induit une contamination du
signal G*' a cause d'une assymétrie de I'excitation de la résonance de macromolécules a 1,7
ppm. Il faut noter cependant que cette source d'erreur potentielle n'est pas spécifique de la
nouvelle méthode. Avec la méthode de Yale, les facteurs e et s utilisés pour calculer G et M a
partir de G* et M* sont également déterminés par calibration in vitro. Par conséguent, toute
erreur dans I'gustement de la frégquence d'émission des impulsions entraine une erreur dans

|'estimation de G a cause de valeursinexactesdeeet s.

En conclusion, la nouvelle méhode d'édition du GABA proposeée offre une réduction
significative du temps d'acquisition ainsi qu'un gain en précision, sans pour autant éliminer la
sensibilité des méthodes d'édition par différence vis-a-vis des petites erreurs d'ajustement de la

fréguence d'émission des impulsions RF.
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|1.1. Le modele 3-NP de la maladie de Huntington

La maladie de Huntington (MH) est une maladie neurodégénérative héréditaire a
transmission autosomique dominante qui se caractérise par des mouvements anormaux
(dyskinésie), des déficits cognitifs et des troubles psychiatriques associés a une atrophie
progressive du striatum. Les premiers symptémes apparai ssent en général vers 30-40 ans et la
maladie évolue sur 15 a 20 ans vers une issue fatale. La prévalence des cas de MH
cliniquement identifiés est proche de 1/10000 dans les pays occidentaux. Le géne responsable
de lamaladie a été identifié sur le chromosome 4 et la mutation observée dans la MH consiste
en une répétition anormale de triplets CAG dans la partie codante du gene. La fonction de la
protéine normale codée par ce géne, la hungtintine, ains que les mécanismes
physiopathologiques reliant la mutation de la proténe a la mort neuronale, demeurent

largement inconnus.

La manifestation neuropathologique la plus frappante de la MH est la
neurodégénérescence sélective du striatum. Cette dégénérescence touche de maniére
préférentielle les neurones GABAergiques épineux de taille moyenne qui constituent 96% du
striatum, alors que les autres populations de cellules striatales sont relativement préservées.
Les mécanismes conduisant a la dégénérescence ne sont pas encore connus. Néanmoins,
I'excitotoxicité, c'est-a-dire les effets déléteres sur les neurones d'une activation excessive des
récepteurs du glutamate, semble jouer un réle important dans le développement des Iésions.
Récemment, cette hypothese a été reformulée dans le concept d'excitotoxicité indirecte qui
suggere qu'un déficit énergétique précoce pourrait induire une excitotoxicité chronique méme
en présence de concentrations physiologiques de glutamate. Le déficit énergétique entrainerait
en effet une dépolarisation membranaire et un déblocage des canaux NMDA. De fait, les
|ésions provoquées par un déficit énergétique sont diminuées par I'injection d'antagonistes du
récepteur NMDA (MK-801, APV) ou bien lorsque les fibres corticostriatales

glutamatergiques afférentes sont supprimées.

Plusieurs observations chez les patients atteints de la MH vont dans le sens d'une
atération du métabolisme énergétique. Premierement, ces patients présentent a un stade

avanceé de la maladie un état d'affaiblissement et d'amaigrissement (cachexie) malgré un
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régime alimentaire normal. De plus, des éudes en TEP utilisant du fluoro-déoxyglucose
(FDG) ont montré que le métabolisme cérébral du glucose est diminué dans le striatum des
patients, méme en |'absence de perte neuronale importante [Martin-1992]. Enfin, la
spectroscopie RMN a permis de mettre en évidence une augmentation de la concentration de
lactate, non seulement dans le striatum, mais également dans le cortex, une région qui ne
dégénere habituellement pas [Jenkins-1998]. Cette derniére observation suggere une altération
générale du métabolisme oxydatif et une réorientation de la production d'énergie vers la voie

anaérobie.

Chez I'animal, de nombreux ééments vont également dans le sens d'une excitotoxicité
indirecte consécutive a un déficit énergétique. Tout d'abord, I'injection directe dans le striatum
de rat d'agonistes des récepteurs NMDA, tels le kainate ou le quinolinate, produit des Iésions
qui ressemblent a celles de la MH. De plus, l'inhibition de la succinate déshydrogénase
(SDH), une enzyme appartenant au cycle de Krebs et au complexe Il de la chaine respiratoire
mitochondriale et qui joue donc un réle clé dans la production d'énergie par |'oxydation du
glucose, provoque également des |ésions rappelant celles de laMH. C'est |e cas notamment si
I'on injecte directement dans | e striatum du malonate ou du 3-NP, deux inhibiteurs de la SDH.
Le 3-NP administré par voie systémique produit également des lésions sélectives dans le
striatum [Beal-1993]. A partir de cette derniere observation, un modéle phénotypique de la
MH a été développé par injection systémique chronique de 3-NP aussi bien chez le rat que
chez le singe (pour revue [Brouillet-1999]). En effet, I'injection systémique aigué de 3-NP
produit bien des Iésions spécifiques dans le striatum, mais elle ne reproduit pas les
caractéristiques histologiques de la dégénérescence telle qu'elle est observée dans la MH. En
revanche, l'intoxication chronique au 3-NP reproduit la plupart de ces caractéristiques et
provoque, en particulier chez le singe, I'apparition de symptdmes trés proches de ceux
observeés chez les patients atteints de la MH [Brouillet-1995].

Ces derniéres années, le modéle animal par intoxication chronique au 3-NP a donc été
utilisé pour tenter de mieux comprendre I'origine de la dégénérescence striatale dans la MH. |l
a été rapporté notamment que I'inhibition de la SDH due au 3-NP est non séective : I'injection
d'une dose de 25 mg/kg de 3-NP chez le rat entraine une inhibition de la SDH de I'ordre de
50% dans la plupart des régions du cerveau pendant 24 a 48 heures [Brouillet-1998]. La
dégénérescence du striatum ne sexpligue donc pas par une inhibition plus importante de la

SDH dans cette région, mais bien par une vulnérabilité particuliére du striatum a un déficit
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énergétique. L'un des enjeux de la recherche actuelle est de comprendre les raisons de cette

vulnérabilité sélective.

En conclusion, I'administration chronique de 3-NP reproduit de maniere remarquable le
phénotype neurodégénératif de laMH. En particulier, la dégénérescence sélective du striatum
ains que la vulnérabilité croissante avec I'ége peuvent étre étudiés. Bien qu'ils ne soient pas
fondés sur I'anomalie génétique sous-jacente a la maladie, les modéles phénotypiques sont
donc utiles pour tenter de comprendre les mécanismes conduisant a la mort neuronale
sélective dans le striatum. Méme si des modeles de souris transgéniques sont actuellement
dével oppés en remplacant le géne de la huntingtine par un gene muté contenant une répétition
anormae de triplets CAG, le modéle phénotypique chez le primate permet de tester des
stratégies thérapeutiques chez des animaux possédant une anatomie cérébrale et un répertoire

comportemental proche de ceux de I'hnomme.






|1.2. Spectroscopie proton simple et modele 3-NP

[1.2.1. Introduction

La spectroscopie RMN du proton offre la possibilité de mesurer in vivo la concentration
de nombreux meétabolites. Elle permet ains d'étudier certains aspects de la biochimie du
cerveau dans des conditions normales et pathologiques. Cependant, la quantification des
métabolites cérébraux sur un spectre proton obtenu in vivo est rendue particulierement
difficile par la faible dispersion spectrale et la largeur de raie importante. Le spectre se
simplifie considérablement en détectant le signal avec une séquence d'écho de spin a un temps
d'écho relativement long (supérieur a 50 ms) : l'intensité des résonances correspondant aux
protons couplés diminue alors fortement a cause de la J-modulation et le spectre est dominé
par les singulets des protons non couplés de la choline (3,2 ppm), de la créatine (3,0 ppm) et
du NAA (2,0 ppm). Cette ssimplification du spectre a temps d'écho long entraine cependant
une perte d'information biochimique a cause de la disparition des résonances couplées et une
perte de rapport signal-sur-bruit a cause de la relaxation (voir les spectres de la Figure 52).
Malgré la J-modulation, il est possible de détecter également le signal de |actate en choisissant
un temps d'écho égal a 135 ms ou 270 ms. Le doublet du lactate a 1,33 ppm (Jun=7 Hz) est en
opposition de phase par rapport aux résonances non couplées a TE=135 ms et en phase a
TE=270 ms.

Outre la simplification spectrale, la spectroscopie a temps d'écho long permet d'atténuer
fortement une éventuelle contamination du spectre par les lipides sous cutanés qui possedent
un temps de relaxation T, court, imposant ainsi moins de contraintes sur la qualité de la
localisation. La ligne de base est également simplifiée par la disparition du signal provenant
des macromolécules, ce qui facilite la quantification des métabolites. Enfin, a temps d'écho
long, les résonances ne sont pas déformeées par les courants de Foucault dus a des impulsions
de gradients appliquées trop peu de temps avant le début de I'acquisition, méme si ces derniers
peuvent étre corrigés facilement. Pour ces raisons, la plupart des études physiopathol ogiques
par spectroscopie RMN menées in vivo, chez I'homme et chez I'animal, se limitent a la

détection de lacholine, de la créatine, du NAA et parfois du lactate.
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La reproductibilité et la signification biologique des résultats obtenus dans de telles
études dépendent beaucoup de la qualité de lalocalisation et de la procédure de quantification
du signal obtenu. Les techniques de localisation permettent de restreindre la mesure a une
région déterminée du cerveau. Les plus utilisées sont les séquences de localisation a scan
unique STEAM (STimulated Echo Acquisition Mode) [Frahm-1987] et PRESS (Point
RESolved Spectroscopy) [Bottomley-1987] a cause de leur moindre sensibilité au
mouvement. De plus, il est souvent nécessaire d'gouter a la séquence un module de

suppression du volume externe pour améliorer lalocalisation.

La quantification des métabolites se heurte a plusieurs difficultés [Michaelis-1993].
Tout d'abord, les singulets détectés ne correspondent pas a un seul métabolite [Miller-1991].
Le pic a 3,0 ppm est la somme de la créatine et de la phosphocréatine. Le pic de NAA
provient du NAA et du NAAG. Enfin, le pic de choline provient de plusieurs dérivés. Par
ailleurs, la quantification des métabolites nécessite une référence de concentration. Celle-ci
peut étre soit interne, soit externe au volume d'intérét (pour revue [Henriksen-1995]). Le pic
de créatine a souvent été pris comme référence interne de concentration en exprimant les
résultats sous forme de rapport NAA/Cr et Cho/Cr. Cependant, dans de nombreuses
pathologies et notamment dans les maladies neurodégénératives, la concentration de créatine
est susceptible d'ére modifiée, et il est préférable de mesurer la concentration absolue de
chague métabolite. Pour ce faire, il est possible de prendre le pic deau tissulaire comme

référence interne de concentration [Ernst-1993a] [Ernst-1993b].

La spectroscopie RMN a déa éé utiliste a plusieurs reprises pour éudier les
modifications métaboliques dans des maladies neurodégénératives, en particulier la sclérose
en plaques [Larsson-1991], la maadie de Parkinson [Holshouser-1995] et la maladie
d'Alzheimer [Moats-1994]. La maladie de Huntington a elle-méme fait I'objet de plusieurs
études. Jenkins et al. ont montré une augmentation du rapport lactate/créatine et
choline/créatine ainsi qu'une baisse du rapport NAA/créatine dans le striatum de patients
[Jenkins-1993]. Ces modifications métaboliques, rapportées a l'age, sont corrélées au nombre
detriplets CAG dans |e géne de la hungtintine [ Jenkins-1998]. Une étude récente réalisée avec
une quantification absolue a montré que les concentrations de créatine et de NAA baissent
dans le striatum de patients et que cette baisse est corrélée a la sévérité des symptomes
[Sanchez-Pernaute-1999]. Par ailleurs, la spectroscopie RMN peut étre utilisée pour évaluer

des traitements neuroprotecteurs. Une éude effectuée par Ross et al. suggére ains que les
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greffes de neurones de fagus dans le striatum de patients survivent apres transplantation
[Ross-1999].

Plusieurs études par spectroscopie RMN ont également été menées chez des modeles
animaux de la maladie de Huntington. L'injection directe de malonate ou de 3-NP dans le
striatum de rats provoque une diminution de la concentration de NAA et une augmentation de
la concentration de lactate mesurées par imagerie de déplacement chimique [Jenkins-1996].
Une injection aigué de 3-NP par voie intraveineuse entraine dans les deux heures qui suivent
une hausse du succinate, du lactate et de I'acétate ainsi qu'une baisse du NAA par rapport ala
créatine et une hausse du coefficient de diffusion dans le striatum de rat [Lee-2000]. Une
étude chez des souris transgéniques dont le gene de la huntingtine contient une répétition
anormale de triplets CAG montre une baisse du NAA et du glutamate et une hausse de la
glutamine [Jenkins-2000]. Enfin, une intoxication chronique au 3-NP chez |le singe entraine
une baisse du NAA et une hausse du lactate dans le striatum [Dautry-1999]. Aucune hausse de
la concentration de lactate n'est en revanche notée dans le cortex. Ces données soulignent
I'intérét de la spectroscopie RMN non seulement pour trouver des corrélations entre des
altérations métaboliques et des symtdémes de la maladie, mais également pour comprendre les

mécani smes biochimiques impliqués dans la neurodégénérescence sélective du striatum.

Dans ce contexte, cette partie présente deux études effectuées chez I'animal par
spectroscopie RMN atemps d'écho long. La premiere éude montre que le NAA est marqueur
réversible de dysfonctionnement neuronal chez le rat et chez le babouin intoxiqués de fagon
chronique au 3-NP. La deuxiéme étude sintéresse aux effets neuroprotecteurs de la créatine.
Auparavant, les développements méthodol ogiqgues RMN communs a ces deux études seront

présentés.
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11.2.2. Spectroscopie in vivo chez lerat et le primate a 3 Teda:
matériels et méthodes

Spectroscopie PRESS chez lerat

Les mesures de spectroscopie RMN chez le rat ont été effectuées a 3 T avec une bobine
de gradients d'une intensité maximale de 25 mT/m et un temps de montée de 170 us. Lesrats
ont été positionnés sur le ventre et maintenus par des barres d'oreille et une barre a dents.
L'émission et la réception RF ont été réalisées avec une sonde de surface circulaire de
diamétre 1 cm positionnée au dessus de la téte du rat. Une image sagittale acquise en écho de
gradient (champ de vue 8x8 cm) et une image coronale acquise au moyen d'une séquence
d'écho de gradient précédée d'une inversion-récupération ont servi a positionner le volume
dintérét (10x4x4 mm dans le striatum ou 7x2x7 mm dans le cortex) pour la spectroscopie

localisée.

Une séquence PRESS comprenant une impulsion 90° et deux impulsions 180° modul ées
en amplitude par une fonction sinus cardina a 5 lobes a été utilisée pour la localisation,
sélectionnant successivement une tranche perpendiculaire a z, x et y. La durée respective des
impulsions 90° et 180° était de 3 ms et 2,25 ms afin d'avoir une bande passante identique de
2000 Hz pour les deux impulsions. Des gradients appliqués a 80% de l'intensité maximale
pendant 3 ms de part et d'autre de chaque impulsion 180° ont servi a déphaser le signal non
refocalisé par I'écho de spin. La suppression du volume externe a éé améliorée en appliquant
six impulsions 90° sélectives en présence d'un gradient pour saturer le signal dans six tranches
de 1 cm de part et d'autre du volume dintérét dans chacune des trois directions x, y et z
(Figure 51). Pour cette suppression du volume externe, une impulsion sech "full passage"
(tronquée a 5%, durée 2 ms, largeur spectrale 6000 Hz) a été utilisée comme 90° de fagon non
adiabatique. La puissance des impulsions de supression du volume externe dans chaque
direction a été calibrée lors de chague expérience en observant le profil obtenu grace a un

gradient de lecture appliqué pendant I'acquisition (6250 Hz/cm).
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LI\

5000 0 -5000 Hz 5000 0 -5000 Hz

Figure 51. Profil obtenu en présence d'un gradient de lecture dans la direction z sur une sphére de
2 cm avec une sonde de détection homogeéne (a) sans et (b) avec suppression du volume externe
pour localiser une tranche de 1 cm d'épaisseur. La suppression du volume externe élimine presgue
complétement le signal en dehors de la tranche.

La suppression du signal de I'eau a été réalisée par un module CHESS [Haase-1985]
placé avant la suppression de volume externe en utilisant une impulsion gaussienne (tronquée
a 1%, durée 25 ms). Lafréquence d'émission de toutes les impulsions, exceptée I'impulsion de
suppression du pic de l'eau, a éé placée a 2,3 ppm pour minimiser les artefacts de
déplacement chimique. Cette séquence permet d'obtenir une localisation de bonne qualité chez
le rat intact avec détection en sonde de surface, comme l'indique la faible contamination des

spectres par le signal des lipides sous-cutanés (Figure 52).
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Figure 52. Spectres PRESS obtenus sur le striatum de rat avec une sonde de surface (<71 cm)
dans un volume de 10x4x4 mm a temps d'écho (a) TE=30 ms et (b) TE=135 ms. Chaque spectre
est la somme de 256 répétitions (TR 2,5 s) et a été traité avec un élargissement lorentzien de 1 Hz
Le spectre a TE=30 ms a été corrigé pour les courants de Foucault (routine VRAP de Bruker).
L'échelle verticale est la méme en (a) et (b).
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Spectroscopie PRESS chez le primate

Les mesures de spectroscopie RMN chez le primate ont éé menées a 3 T avec une
bobine de gradient corps-entier d'une intensité maximale de 10 mT/m et de temps de montée
600 us. Les singes ont été positionnés sur le dos, la téte éant maintenue par un support
stéréotaxique permettant un repositionnement identique de la téte d'un I'animal lors d'un suivi
longitudinal. Une sonde de type cage d'oiseau (diametre 15 cm, longueur 8 cm, 8 barreaux)
fabriquée au laboratoire a été utilisée pour I'émission et la réception RF. Une image sagittale
avec une ségquence d'écho de gradient et une image coronale avec une séquence d'écho de
gradient précédée d'une inversion-récupération ont servi a positionner le volume d'intérét

(32,5x13,3x11,5 mm dans le striatum ou dans |e cortex) pour la spectroscopie localisée.

Une séquence PRESS sélectionnant trois tranches successivement en Z, X et Y a été
utilisée pour la localisation. La durée des impulsions 90° et 180°, modulées en amplitude par
un sinus cardinal a cing lobes, a été choisie égde a 5 ms et 3,75 ms respectivement,
conduisant & une largeur spectrale de 1175 Hz identique pour les deux impulsions. Des
gradients appliqués a 80% de I'intensité maximale pendant 3 ms de part et d'autre de chaque
impulsion 180° ont servi a déphaser le signal non refocalisé par 1'écho de spin. La suppression
du volume externe a été améliorée en appliquant sept impulsions 90° sélectives en présence
d'un gradient pour saturer le signal dans des tranches adjacentes au volume d'intérét. Pour
cette suppression du volume externe, une impulsion SLR (tronquée a 5%, durée 2 ms, largeur
spectrale 6000 Hz) a été utilisée. La puissance des impulsions de suppression du volume
externe dans chague direction a été calibrée a chaque expérience sur un profil grace a un
gradient de lecture pendant |'acquisition. La suppression du signal de I'eau a été réalisée par un
module CHESS placé avant |la suppression de volume externe en utilisant une impulsion

gaussienne (trongquée a 1%, durée 25 ms).



I1.2. Spectroscopie proton et modele 3-NP 121

11.2.3. Premiére étude : le NAA comme marqueur réversible de
dysfonctionnement neuronal

Une étude entreprise par |’ équipe de I’'URA CEA-CNRS 2210 en collaboration avec le
groupe RMN a montré récemment que le N-acétyl-aspartate (NAA) n’'est pas seulement un
marqueur de mort neuronale, mais auss un marqueur réversible de dysfonctionnement
neuronal chez les rats et les primates traités de maniére chronique par le 3-NP. Ce travall
associe des mesures par spectroscopie RMN in vitro sur des extraits de cerveau de rat, des
mesures par spectroscopie  RMN in vivo chez le primate, des mesures
histochimiques (inhibition de la SDH e méhode TUNEL) et des méthodes
immunohistochimiques (NeuN, calbindin-D28k). Notre contribution a ce travail a consisté a
développer les outils méthodologiques nécessaires a la spectroscopie RMN in vivo chez le
primate, puis a mettre en ceuvre cette technique lors du suivi longitudinal de babouins pendant
une intoxication chronique au 3-NP. Plus précisément, nous avons développé sur le
spectrometre Bruker 3 T la séquence de spectroscopie localisée PRESS avec suppression du
volume externe, la méthode de correction automatique de I'homogénéité du champ
magnétique (FASTMAP) avec suppression des lipides de la région oculaire, et la méthode de
correction automatique de la dérive de fréquence (Chapitre 1.1.). Tous ces dével oppements ont
permis d'obtenir chez le singe une spectroscopie proton a TE 135 ms de bonne qualité et la
guantification des trois métabolites choline, créatine et NAA. L'article rapportant les résultats

de cette étude est présenté dans les pages qui suivent.
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NB : Lespages 122 a 134 reproduisent la publication suivante :

Dautry, C., Vaufrey, F., Brouillet, E., Bizat, N., Henry, P.-G., Condé, F., Bloch, G. and
Hantraye, P. (2000). Early N-acetylaspartate depletion is a marker of neuronal death in
rats and primates chronically treated with the mitochondrial toxin 3-nitropropionic
acid. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism 20:789-799.
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11.2.4. Deuxieme étude : effet d’une supplémentation en créatine
chezlerat et le primate

La principale hypothése avancée pour expliquer la maladie de Huntington est une
excitotoxicité provoguée par un déficit énergétique chronique. Les composés permettant
d'augmenter ou de maintenir les réserves énergétiques cérébrales pourraient donc avoir un
effet neuroprotecteur. En particulier, la créatine est impliquée dans la régulation de la
production et de la répartition d'énergie dans la cellule a travers le systéme tampon
créatine/créatine kinase. Une supplémentation de I'alimentation par 1% ou 2% de créatine
chez le rat protége contre des Iésions focales par injection intrastriatale de malonate et contre
une intoxication systémique au 3-NP [Matthews-1998] [Malcon-2000]. De méme, une
supplémentation a 1% ou 2% en créatine (une dose de 1% correspond environ a 125
mg/kg/jour) ralentit le développement des Iésions dans un modéle de souris transgénique de la
maladie de Huntington [Ferrante-2000]. Dans ces études, la neuroprotection est plus faible
lorsque la supplémentation en créatine est portée a 3%, suggérant une réponse dose-effet en
cloche avec un effet neuroprotecteur maximal pour une supplémentation a 2% et un effet

neuroprotecteur plus faible, voire un effet protoxique de la créatine a des doses supérieures.

Dans ce contexte, la spectroscopie RMN peut étre utilisée d'une part pour mesurer la
hausse de la concentration de créatine apres une supplémentation en créatine, d'autre part pour
évaluer I'effet neuroprotecteur de la créatine en utilisant notamment le NAA comme marqueur
de dysfonctionnement neuronal. L'effet d'une supplémentation en créatine sur le spectre RMN
varie suivant les études. Une étude menée chez I'nomme montre que le signal du singulet de la
créatine a 3,0 ppm augmente de 9% aprés consommation orale de créatine a une dose de
20 g/jour pendant 4 semaines [Dechent-1999]. Chez le rat, une augmentation du pic de
créatine a été mise en évidence avec une supplémentation importante de 2,2 a 2,5 g/kg/jour
pendant 10 jours [Michaelis-1999] [Wick-1999]. Cependant, cette dose est tres supérieure aux
doses de créatine supposées neuroprotectrices lors d'une intoxication au 3-NP chez le rat
(environ 200 mg/kg/jour).

Un éventuel clinique chez des patients atteints de la maladie de Huntington

nécessite de déterminer la dose de créatine potentiellement neuroprotectrice, en évitant



136 Deuxieme partie : application au modele 3-NP

d'administrer une dose trop forte qui risque d'aggraver les symptomes. Plusieurs études par
spectroscopie RMN ont été initiées par I'URA CEA-CNRS pour trouver une réponse a cette
guestion, en collaboration avec le groupe RMN du SHFJ. Deux de ces éudes, I'une chez le
singe in vivo, l'autre chez le rat ex vivo, sont décrites dans la thése de C. Dautry et nous en

rappel ons simplement les principaux résultats [ Dautry-2000a].

Etude n°1. Effet d'une supplémentation en créatine chezle singein vivo

Six babouins ont été répartis en deux groupes de trois animaux. Un groupe a été nourri
avec des granulés contenant 1% en poids de créatine pendant 4 semaines (en tenant compte de
la quantité d'aliment ingérée, la dose quotidienne de créatine en mg/kg absorbée par les singes
avec des granulés contenant 1% de créatine est équivaente a celle absorbée par les rats avec
des granulés contenant 2% de créatine). Puis tous les animaux ont subi une intoxication
systémique au 3-NP. Les résultats montrent que le pic de créatine augmente de 20% dans le
groupe supplémenté par rapport au groupe controle avant traitement au 3-NP, et que cette
supplémentation en créatine possede un effet protoxique lors de I'intoxication au 3-NP. Il se
pourrait donc que la dose de créatine administrée soit dga trop élevée pour obtenir un effet

neuroprotecteur.

Etude n°2. Effet d'une supplémentation en créatine chez le rat ex vivo

Trente deux rats méles Lewis ont été répartis en 4 groupes : un groupe controle, un
groupe créatine, un groupe 3-NP et un groupe créatine+3-NP. Le groupe créatine a recu une
une dose quotidienne de 600 mg/kg de créatine par gavage gastrique pendant 19 jours. Le
groupe 3-NP a recu une dose de 38 mg/kg/jour de 3-NP délivrée par une pompe osmotique
sous-cutanée pendant 4 jours. Le groupe créatine+3-NP a tout d'abord éé supplémenté en
créatine (600 mg/kg/jour pendant 15 jours) puis intoxiqué au 3-NP (38 mg/kg/jour pendant 4
jours). La supplémentation en créatine a éé poursuivie pendant l'intoxication. A la fin du
traitement, les animaux ont été sacrifiés et les cerveaux préparés pour la mesure en

spectroscopie RMN haute résolution a7 T.

Les résultats montrent que la supplémentation en créatine n'a aucun effet mesurable en
spectroscopie RMN sur e groupe créatine par rapport au groupe contrdle (notamment pas

d'augmentation du pic de créatine). En revanche, les effets du 3-NP sont aggravés dans le
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groupe créatine+3-NP par rapport au groupe 3-NP : la baisse de NAA, de glutamate et
d'aspartate est amplifiée.

Il est surprenant de constater que la supplémentation en créatine augmente le pic de
créatine par spectroscopie RMN chez le singe in vivo alors que ce pic n‘augmente pas dans le
méme type d'étude chez le rat ex vivo. Une troisiéme étude a été entreprise chez lerat in vivo
pour vérifier quil n'y avait pas deffet spécifique in vivo pouvant expliquer ces résultats

différents.

Etude n°3. Effet d'une supplémentation en créatine chezlerat in vivo.

Dix rats méales Sprague-Dawley ont été répartis en deux groupes. Un premier groupe de
cing animaux a servi de contréle et un deuxiéme groupe a regu une dose quotidienne de 600
mg/kg de créatine pendant 4 jours (2 animaux) ou 5 jours (3 animaux). Le cinquiéme jour, des
spectres ont été acquisin vivo a3 T dans le striatum (volume 10x4x4 mm). Les spectres ont
été acquis avec TE=135 ms, TR=2,5 s et un total de 3x256 répétitions. Le traitement des
spectres a consisté en un éargissement lorentzien de 1 Hz et une ligne de base manuelle.
L'aire des pics de NAA et de choline a été rapportée a l'aire de la créatine. Les résultats
(Tableau 1) montrent une tendance a la hausse du signal de créatine de I'ordre de 10% mais

cette tendance n'est pas statistiquement significative (test-t non apparié, p=0,1).

Cr/INAA
Groupe controle (n=5) 0,84+0,09
Groupe créatine (n=5) 0,92+0,03

Tableau 1. Concentrations de NAA mesurées in vivo par rapport a la créatine chez un groupe de
rats contréle et un groupe de rats supplémentés par gavage gastrique pendant 4 a 5 jours avec
600 mg/kg/jour de créatine.

En conclusion, plusieurs questions restent encore sans réponse claire. Tout d'abord, quel
est |'effet d'une supplémentation en créatine sur le pic mesuré par spectroscopie RMN a 3,0
ppm ? Cet effet dépend-il de I'espece animale considérée, de la durée de la supplémentation,
du mode d'administration (supplémentation dans la nourriture, gavage gastrique, injection ip)

? Quelle est la contribution respective des variations des deux composes créatine et
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phosphocréatine qui constituent le pic a 3,0 ppm ? Enfin, puisquil semble y avoir un effet
protoxique de la créatine, comment déterminer la dose optimale pour un éventuel effet
neuroprotecteur, sachant que cette dose peut varier dune espéce a l'autre. Ces questions

meéritent d'étre posées et résolues avant de conduire des essais thérapeutiques chez I'homme.



11.3. Mesure de la vitesse du cycle de Krebs apres
uneintoxication aigué au 3-NP chez lerat

I1.3.1. Introduction

Etude du cycle de Krebs par spectroscopie RMN

La spectroscopie RMN permet d'étudier le cycle de Krebs in vivo en détectant le
marquage isotopique de métabolites a partir d'un précurseur marqué. Cette approche a été
beaucoup utilisée pour étudier le métabolisme énergétique cardiaque. Le coaur présente
['avantage de pouvoir fonctionner longtemps ex vivo et beaucoup d'équipes ont éudié le coaur
isolé et perfusé par spectroscopie RMN en utilisant comme précurseur de |'acétate marqué au
13C [Sherry-1994]. L'application de cette approche & la biochimie complexe du cerveau est en
plein développement. Le glucose est la principale source d'énergie du cerveau [Magistretti-
1999]. La quasi-totalité du glucose est oxydée en CO, et en eau par la glycolyse puis par le
cycle de Krebs. La spectroscopie RMN offre la possibilité de suivre le marquage *C de
certains métabolites intermédiaires produits par |'oxydation du glucose a la suite d'une
perfusion de glucose enrichi en *3C, en particulier le glutamate et la glutamine (voir chapitre
I.2. pour une revue des techniques de détection). La Figure 53 rappelle le marquage des
principaux métabolites du cycle de Krebs & partir du [1-*C]glucose. Le glutamate ne fait pas
directement partie du cycle de Krebs, mais est marqué via I'échange avec I'a-cétoglutarate. La
vitesse du cycle de Krebs est notée Vi, et la vitesse d'échange entre I'a-cétoglutarate et le
glutamate est notée V,. De méme, la glutamine est synthétisée a partir du glutamate et sa
vitesse de synthése est notée Vy,. De nombreuses études ont été menées par spectroscopie
RMN du 3C in vitro ou ex vivo sur des extraits perchloriques, des cultures cellulaires ou des
tranches de cerveau (pour revue [Bachelard-1993] [Cruz-1999]). En revanche, peu d'équipes
ont mesuré des flux métaboliques par spectroscopie RMN in vivo et il est intéressant de voir
quelles informations métaboliques ont pu étre obtenues par cette approche chez I'animal et

chez I'nomme. Auparavant, les problemes liés ala modélisation seront examinés rapidement.
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Figure 53. Marquage des métabolites liés au cycle de Krebs & partir de [1-*C]glucose. Le
glutamate est en échange avec |' a-cétoglutarate. Le glutamate C4 est marqué au premier tour du
cycle de Krebs et e glutamate C2 et C3 au deuxiéme tour.

Modélisation

Les cinétiqgues de marquage mesurées par spectroscopie RMN ne mesurent pas
directement les flux métaboliques mais plutét des combinaisons des différents flux. Par
exemple, lavitesse de marquage du glutamate dépend a lafois de la vitesse du cycle de Krebs
et de la vitesse d'échange Vy entre I'o-cétoglutarate et le glutamate. Les valeurs de ces flux
sont déterminées en gjustant aux cinétiques expérimentales un modéle mathématique qui rend
compte de I'ensemble des réactions biochimiques mises en jeu dans le métabolisme. La
modélisation est donc essentielle pour obtenir une information biochimique quantitative sur

les flux métaboliques a partir des données RMN.

Cette modélisation se heurte a deux difficultés. La premiere difficulté, dordre
méthodologique, est liée aux limitations de la spectroscopie RMN. En effet, la faible
sensibilité de la technique ainsi que sa résolution spectrale limitée ne permettent pas de
mesurer les cinétiques de marquage de |'ensemble des métabolites provenant du précurseur
marqué. Ceci est particuliérement vrai in vivo ou l'information se limite essentiellement aux

cinétiques de marquage du glutamate et de la glutamine, dont la concentration dans le cerveau



[1.3. Mesure du cycle de Krebs chez le rat 3-NP 141

est élevée. Méme pour ces deux métabolites, la détection séparée et simultanée du marquage
de chaque carbone C2, C3 et C4 est difficile. La plupart des études effectuées jusqu'a présent,
aussi bien chez le rat que chez I'homme, se sont limitées aux cinétiques de marquage des
carbones C3 et C4 du glutamate, ou bien du carbone C4 du glutamate et de la glutamine, ou
méme uniguement du glutamate C4 (voir plus bas les tableaux 1 et 2). Tres récemment, les
améliorations méthodologiques ont augmenté de maniere significative la quantité
d'information disponible en rendant possible la mesure simultanée du marquage des carbones
C2, C3 et C4 du glutamate et de la glutamine, mais également de I'aspartate, du GABA et du
lactate, chez I'homme a4 T [Gruetter-1998a] et chez lerat 49,4 T [Pfeuffer-1999a). Le faible
nombre de métabolites détectables in vivo oblige a élaborer un modéle simplifié du
métabolisme en faisant un certain nombre d'hypotheses. Ces hypothéses, notamment sur les
concentrations des différents métabolites, doivent sappuyer sur des données obtenues par
d'autres techniques [Mason-1992b], a partir par exemple d'études antérieures in vitro, et il

peut alors subsister un doute sur leur validité in vivo.

La deuxieme difficulté tient a la complexité du métabolisme cérébral. Le cerveau est
composé de types cellulaires trés différents. En particulier, les cellules neuronales et gliales
possedent des caractéristiques fonctionnelles tres différentes et n'ont pas les mémes
caractéristiques métaboliques. De fait, de nombreuses expériences ont montré que le
métabolisme cérébral comprend au moins deux compartiments, I'un neuronal et |'autre glial.
Cette compartimentation métabolique est confirmée par la localisation exclusive de certaines
enzymes dans |'un des deux compartiments. Par exemple, la glutamine synthase et |a pyruvate
carboxylase sont présentes uniquement dans les cellules gliales. La compartimentation du
glutamate a été particulierement étudiée. Selon un schéma largement accepté, le glutamate
libéré par les terminaisons présynaptiques est rapidement recapté par les astrocytes et converti
en glutamine. Cette derniere, inactive dans la neurotransmission, est alors retournée aux
neurones et reconvertie en glutamate [Hertz-1999]. Selon ce schéma, la coopération étroite
entre les neurones et les astrocytes établit un cycle glutamate-glutamine dont la vitesse serait

directement proportionnelle al'activité synaptique.

De méme, Magistretti et al. ont suggéré que le glucose serait capté préférentiellement
par les astrocytes a partir de la circulation sanguine [Magistretti-1996]. Le glucose serait
dégradé en lactate dans les astrocytes avant d'étre transféré vers les neurones. Ces deux

exemples montrent que la compartimentation du métabolisme doit étre prise en compte dans
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la modélisation des cinétiques de marquage isotopique en considérant deux cycles de Krebs
différents correspondant a chagque compartiment (Figure 54). Dans certains cas, cependant, les
deux compartiments peuvent ére modélisés par un seul compartiment. Par exemple, il a é&é
montré gque le pool de glutamate est principalement neuronal. Le pool de glutamate glial peut

étre négligé en premiere approximation.
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Figure 54. Modéle bicompartimental montrant le cycle de Krebs neuronal et le cycle de Krebs
glial ains que le cycle glutamate-glutamine entre les neurones et la glie. Dans ce modéle, le
glucose est capté et métabolisé préférentiellement par les astrocytes pour produire du lactate. Le
lactate est alors utlisé par les neurones. Par ailleurs, le cycle glutamate-glutamine refléte I'activité
synaptique glutamatergique. D'aprés [Gruetter-1998a]. Notations : OG=oxoglutarate= a-
cétoglutarate, OAA=oOxaloacétate, Glc=glucose, Glu=glutamate, GIn=glutamine, Vpc=flux a
travers la pyruvate carboxylase, V,=vitesse d'échange entre I'a-cétoglutarate et le glutamate,
Vemu=flux de glutamine sortant du cycle glutamate-glutamine.

Mesures de flux par spectroscopie RMN dans le cerveau in vivo chezlerat

Les études cinétiques effectuées in vivo sur le cerveau de rat sont résumées dans le
Tableau 2.
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Auteur Anesthésie Bo Détection Cinétiques Résultats modélisation
Mason 1992 N,O 84T POCE gluCg, gluC4 V=1,58 umol/g/mn
(Fitzpatrick non localiseé V,~100V
1990)
Hyder 1996 N,O et T POCE gluC4 Viea= 0,49 umol/g/mn contréle
a-chloralose ISIS50 ul Va=1,48 umol/g/mn activation
Hyder 1997 N,O et T POCE gluC4 Va=0,47 umol/g/mn contréle
a-chloralose SIS 24 pl Va=1,44 umol/g/mn activation
(tubocurarine) [1,6-*Clglc
Hyder 1999 N,O et 4 POCE glucC4 Faisabilité carte de Ve,
morphine CSl echoplanar V. Varie entre
(tubocurarine) [1,6-*C]glc 0,5 et 1,2 umol/g/mn
Sibson 1997 N,O et 7T 3¢ direct gluC4, ginC4 | Mesure delavitesse du cycle
a-chloralose non localisé glu-gIn (Vyae)
Ve=0,46 umol/g/mn contréle
Va=0,57 umol/g/mn
hyperammonémie
Sibson 1998 Morphineou | 7T 13C direct gluC4,ginC4 | Couplage stoechiométrique
a—chloralose non localisé entre Vica €t Veyae
ou Va=0,16 pmol/g/mn pentob.
pentobarbital Vz=0,53 umol/g/mn o.-chlor.
Ve=1,01 pumol/g/mn morphine

Tableau 2. Etudes du métabolisme oxydatif in vivo par spectroscopie RMN chez le rat. Les
abréviations utilisées sont : glu=glutamate, gln=glutamine, POCE=Proton-Observed Carbon

Edited, CS=Chemical Shift Imaging

Les premiéres mesures in vivo dans | e cerveau, effectuées chez lerat a8,4 T, ont permis
d'obtenir les cinétiques de marquage du glutamate C3 et C4 pendant une perfusion de glucose
marqué. Ces données ont été utilisées pour calculer, al'aide d'une modéisation, la vitesse du
cycle de Krebs Vi, et la vitesse d'échange Vi entre l'a-cétoglutarate et le glutamate.
[Fitzpatrick-1990] [Mason-1992b]. Ces données montrent notamment que Vi, est trés
inférieure aVy. Lestrois études réalisées plus tard par Hyder et al. chez lerat a7 T ont mesuré
uniquement la vitesse de marquage du glutamate C4 et en ont déduit Vi, en faisant
I'hypothése, fondée sur I'étude précédente, que V est trés supérieure a Vi, Il a ains été
montré dans deux éudes que la vitesse du cycle de Krebs augmente fortement dans une région
activée du cerveau pendant une stimulation sensorielle [Hyder-1996; Hyder-1997]. La
troisiéme étude démontre la faisabilité d'associer |'imagerie de déplacement chimique avec les

techniques echo-planar pour mesurer la vitesse du cycle de Krebs dans I'ensemble du cerveau
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simultanément [Hyder-1999]. Tous ces travaux avaient pour but de mesurer essentiellement la
vitesse du cycle de Krebs et ont utiliseé un modele a un seul compartiment métabolique. Au
contraire, deux études réalisées chez le rat par Sibson et al. se sont concentrées sur la mesure
in vivo du cycle glutamate-glutamine [Sibson-1997] [Sibson-1998a]. Pour mesurer la vitesse
de ce cycle, Sibson et al. ont mesuré simultanément par spectroscopie **C directe la vitesse de
marquage du glutamate C4 et de la glutamine C4. Le modéle utilisé était un modele a deux
compartiments métaboligues, I'un neuronal, I'autre glial. Selon cette étude, la majorité du flux
a travers la glutamine synthase serait attribuable au cycle glutamate-glutamine et refléterait
donc directement I'activité synaptique glutamatergique [Sibson-1997]. Par ailleurs, la vitesse
du cycle de Krebs serait couplée de fagon stoechiométrique a la vitesse du cycle glutamate-
glutamine [Sibson-1997]. Autrement dit, selon les auteurs, la vitesse d'oxydation du glucose

est proportionnelle &l'activité neuronal e glutamatergique.

Mesures de flux par spectroscopie RMN dans le cerveau in vivo chez|'homme

Le Tableau 3 ci-dessous résume | es études réalisées in vivo chez I'homme :

Auteur Bo Détection Cinétiques Résultats modélisation
Beckmann 1991 | 1,5T B3C direct GIx C2,C3, C4 Pas de modélisation
1D-CSl
Rothman 1992 | 2,1T POCE GlucC4 Pas de modélisation
1SIS21 ml
Mason 1995 | 2,1T 3¢ direct glu C3, C4 V=0,73 umol/g/mn
(Gruetter 1994) SIS 144 mi (gln C4, asp C3) V,=57 umol/g/mn
Vgn=0,47 umol/g/mn
Mason 1999 | 4,1T POCE gluC4 Va=0,8 pmol/g/mn (m. grise)
Jrefocused CT V=0,17 umol/g/mn (m. blanche)
22,5 et 56 ml
Shen1999 | 21T 3C direct glu C4, gin C4 V=0,77 umol/g/mn
HPT 144 ml Vn=0,32 umol/g/mn
Gruetter 1998 | 4T 13C direct gluC2, C3,C4 M odélisation non encore publiée
HPT 72 ml gnC2,C3,C4
asp C2, C3
gaba C3, lac C3

Tableau 3. Etudes du métabolisme oxydatif in vivo par spectroscopie RMN chez I'homme. Les
abbréviations utilisées sont
asp=aspartate, lac=lactate, HPT=Heteronuclear Polarization Transfer, POCE=Proton-Observed
Carbon-Edited, CS=Chemical Shift Imaging, J-refocused CT=J-refocused coherence transfer.

glu=glutamate, gln=glutamine, glx=glutamate+glutamine,
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Les deux premiéres éudes de marquage réaisées, I'une en détection °C directe
[Beckmann-1991], l'autre en POCE [Rothman-1992] n'ont pas éé accompagnées d'une
modélisation. La premiere éude de modélisation a été menée a partir des cinétiques de
marquage du glutamate C3 et C4 et de la glutamine C4, obtenues par détection *C directe
[Gruetter-1994]. La modélisation a permis de calculer la vitesse du cycle de Krebs, la vitesse
d'échange a-cétoglutarate-glutamate et la vitesse de synthese de la glutamine [Mason-1995].
Une autre étude, mesurant uniquement la cinétique de marquage du glutamate C4, a montré
que la vitesse du cycle de Krebs est plus élevée dans la substance grise que dans la substance
blanche [Mason-1999]. Shen et al. ont obtenu la premiére détermination de la vitesse du cycle
glutamate-glutamine in vivo chez I'homme en mesurant les cinétiqgues de marquage du
glutamate C4 et de la glutamine C4 et en modélisant les deux compartiments neuronal et glial
[Shen-19994]. Enfin, méme si |a modélisation compléte n'a pas encore été publiée, Gruetter et
al. ont démontré qu'il est possible de mesurer ssmultanément les cinétiques de marquage du
glutamate (C2, C3 et C4), de la glutamine (C2, C3 et C4) et de |'aspartate (C2 et C3), ains
gue du GABA et du lactate avec un moins bon rapport signal-sur-bruit [Gruetter-1998a].
Aing, il devrait étre possible de déterminer simultanément in vivo la consommation de
glucose, I'activité glutamatergique via le cycle glutamate-glutamine, la vitesse du cycle de
Krebs, le flux a travers la pyruvate carboxylase et la vitesse d'échange a-cétoglutarate-

glutamate.

Ces études in vivo chez le rat et chez I'hnomme ont apporté des données précieuses pour
éclairer les questions de neurophysiologie soulevées par les nouvelles techniques dimagerie
fonctionnelle (PET et IRMf). Un premiére question concerne la fagon dont le cerveau produit
I'énergie supplémentaire dans une région activée et Il'origine du contraste BOLD (Blood
Oxygenation Level Dependent) en IRM fonctionnelle [Barinaga-1997; Shulman-1999]. Chez
I'nomme éveillé, les mesures par spectroscopie RMN montrent que l'activité neuronae
glutamatergique utiliserait 80% de I'énergie produite par I'oxydation du glucose dans le
cerveau [Shen-1999a] [Shulman-1998]. Une deuxieme question concerne le mécanisme de
couplage entre I'activité neuronale et la production localisée d'énergie. Dans ce contexte,
Pellerin et Magistretti ont proposé un meécanisme de couplage entre le cycle glutamate-
glutamine et la glycolyse aérobie [Pellerin-1994]. En résumé, I'examen des éudes réalisées
jusgu'ici par spectroscopie RMN in vivo montre d'une part qu'elle peut apporter des données

qui ne peuvent étre obtenues par aucune autre technique, d'autre part que les progres récents
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permettent d'acquérir plus d'informations métaboliques et ouvrent la voie a des modélisations
moins simplifiées. Ces progres peuvent étre appliqgués non seulement a I|'étude du
fonctionnement normal du cerveau, mais également a |'étude des nombreuses maladies dans

lesquelles |e métabolisme énergétique pourrait étre perturbé.

Objectif del'étude

Dans le modéle animal 3-NP, aussi bien aprés une intoxication aigué que pendant une
intoxication chronique, on observe une dénégérescence sélective du striatum aors que
I'inhibition de la SDH causée par la toxine est non-sélective et agit dans tout le cerveau. Apres
I'injection d'une dose unique de 3-NP chez le rat (25 mg/kg ip), les mesures histochimiques
montrent en effet que l'inhibition de la SDH atteint rapidement environ 50% dans tout le
cerveau et se prolonge pendant pres de 48h [Brouillet-1998]. La vulnérabilité sélective du
striatum est au centre des questions concernant les mécanismes physiopathologiques
impliqués dans la neurodégérescence sur ce modéle animal, et probablement également dans
la maladie de Huntington. Cependant, la mesure statique du taux dinhibition de la SDH ne
permet pas de savoir quel est I'effet de cette inhibition enzymatique sur le flux métabolique a
travers I'enzyme, et plus généralement quelles en sont les conséquences sur I'ensemble du
métabolisme oxydatif. On peut notamment se demander quel est I'effet d'une intoxication au
3-NP sur la vitesse du cycle de Krebs. Bien que I'injection aigué de 3-NP soit tres toxique et
ne reproduise pas le développement progressif des Iésions caractéristiques de la maladie de
Huntington, elle a été préférée dans un premier temps au modéle chronique pour simplifier le
protocole expérimental. L'intoxication chronique chez le rat nécessite en effet I'implantation
d'une pompe osmoatique sous-cutanée et un traitement pendant 3 a5 jours. Le but de I'éude
présentée dans ce chapitre a donc été de mesurer chez le rat aprés une intoxication aigué au 3-
NP |a vitesse de marquage du glutamate C3 et C4 pendant une perfusion de [1-**C]glucose, et

de calculer a partir de ces données la vitesse du cycle de Krebs.
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11.3.2. Matériels et méthodes

Préparation des animaux

Deux groupes de rats méales Sprague-Dawley ont été étudiés : un groupe contréle (n=5;
poids 324+29 g, moyennetSD) et un groupe 3-NP (n=5; poids 303+57 g). Environ 16 heures
avant |'expérience, les animaux ont &é mis a jeun avec de I'eau a volonté et les animaux du
groupe 3-NP ont recu une dose unique de 3-NP (25 mg/kg ip). Le 3-NP était dissous dans de
I'eau et le pH gusté a 7,4 avec du NaOH. Le jour de I'expérience, les animaux ont été
trachéotomisés sous isoflurane grace a un masgue puis intubés et ventilés mécaniguement
(volume 2,5 ml, fréguence 65/minute) avec un méange 30% O,/70% N,O. L'anesthésie
gazeuse a éé maintenue (isoflurane 3%) pendant toute la durée de la chirurgie. La veine
fémorae et |'artére fémorale ont été cathétérisées (PE 50) pour permettre respectivement la
perfusion de glucose et les prélévements sanguins. Les animaux ont ensuite été placés dans un
support construit au laboratoire, la téte étant maintenue par des barres d'oreilles et une barre a
dents. La peau du créane a été retirée pour minimiser la contamination lipidique et le créane
nettoyé de tous les tissus entre les crétes temporales avec de I'eau oxygénée (30%). La sonde
proton-carbone (proton & 1 cm, carbone & 3 cm) a éé positionnée environ 2 mm en arriére
du bregma et une lamelle de plastique a été insérée entre le crane et I'antenne pour éviter que
les ligquides physiologiques ne perturbent les caractéristiques éectriques de la sonde.
L'anesthésie sous isoflurane a été aors arrétée et remplacée par de I'a-chloralose ip (80 mg/kg
puis 20 mg/kg toutes les 40 mn). La température rectale des animaux était mesurée par un
thermocouple et maintenue a 38° C par de |'eau chaude circulant dans le support. Les gaz du
sang étaient analysés régulierement pour vérifier la bonne respiration des animaux. La

glycémie & jeun a été mesurée avant le début de la perfusion de glucose.

Apres les réglages pour la spectroscopie, la glycémie a été augmentée brusguement
d'environ 1,5 g/l 24,5 g/l par un bolus (0,35 mi/kg) de [1-**C]glucose & 20% (poids/volume)
enrichi &100% en *C, suivi par une perfusion continue (1,02 mi/kg/heure) de [1-*3C]glucose
enrichi a 67% jusqu'a la fin de I'expérience. Le bolus a éé perfusé de maniére exponentielle
sur 5 minutes. Ce protocole a été optimisé auparavant hors aimant pour obtenir un plateau
hyperglycémique stable a environ 4,5 g/l (Figure 55) et un enrichissement du glucose
plasmatique stable entre 60% et 65%.
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Figure 55. Exemple de glycémie mesurée au cours du temps pendant le protocole de perfusion de
glucose utilisé pour réaliser un plateau hyperglycémique.

Aprés acquisition des cinétiques de marquage du glutamate par spectroscopie RMN, les
animaux ont été sortis de I'aimant et décapités pour prélévement du cerveau. Un hémisphere a
€été congelé immédiatement aprés prélévement dans de I'azote liquide pour analyse en RMN
haute résolution a 7 T, l'autre hémisphére a é&é congelé dans de I'isopentane a -25°C pour

mesure histochimique du taux d'inhibition de la SDH.

Spectroscopie RMN in vivo

La séguence SPOCE (voir Chapitre 1.2.) a été utilisée pour mesurer simultanément les
cinétiques de marquage des carbones 3 et 4 du glutamate a partir du glucose. Pour |es animaux
du groupe contrble, chaque point temporel a é&é acquis avec 128 répétitions (soit 32
répétitions pour chague spectre individuel A, B, C et D de la méhode SPOCE) plus deux
répétitions en début de spectre pour atteindre I'équilibre, soit une résolution temporelle de 5,5
minutes. Pour les animaux 3-NP, la concentration de succinate était susceptible d’ augmenter
fortement & cause de I’ inhibition de la SDH. Ce pic de succinate a 2,4 ppm peut contaminer la
mesure du glutamate C4 & 2,34 ppm. Avec la séquence SPOCE, le succinate marqué au *C
sur les carbones 2 et 3 est coédité majoritairement avec le glutamate marqué sur le C4 car les
fréguences des carbones sont tres proches (35,0 ppm et 34,4 ppm respectivement). Par
conséguent, pour les animaux du groupe 3-NP, deux spectres supplémentaires ont été acquis
pour chaque point temporel de la cinétique en plus des quatre spectres de la séquence SPOCE
afin de mesurer I'éventuel pic de succinate par POCE non sélectif. Ces deux spectres
supplémentaires ont été acquis avec un temps d' écho de 45 ms. Ce temps d'écho a éé

optimisé par simulation pour annuler le signa de glutamate J-modulé dans I'écho de spin
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(Figure 56) alors que le succinate, non couplé, reste sous la forme d' un singulet. Pour les
animaux 3-NP, chaque point temporel a ains éé acquis avec 144 répétitions (soit 24
répétitions pour chacun des 6 spectres) plus deux répétitions pour atteindre |’ état d’ équilibre,

soit une résol ution temporelle de 6,2 minutes.

TrTTTTrTTTTrT T T T TTTTT IO T Tttt
40 35 30 25 20 ppm 40 35 30 25 20 ppm

Figure 56. Smulation avec le logiciel Bruker NMRSIM® du spectre de la choline, de la créatine,
du NAA, du glutamate et de la glutamine a temps d'écho (a) TE=10 ms et (b) TE=45 ms. Le temps
d'écho en (b) a été choisi pour atténuer au maximum le signal du glutamate et de la glutamine par
J-modulation et permettre la détection du singulet du succinate a 2,4 ppm. La largeur de raie
simulée est de 10 Hz

Spectrocopie RMN haute résolution

L'hémisphere prélevé pour la spectroscopie haute résolution a éé broyé dans |'azote
liquide puis dissous dans 7 ml d’acide perchlorique (0,1M) pour extraction des métabolites.
Les échantillons ont ensuite neutralisés et centrifugés. Le surnageant a été lyophilisé et
redissous dans du D,O. Deux spectres avec et sans inversion *3C correspondant & I'édition

POCE ont été acquis pour chague échantillon.

Les concentrations des métabolites ont été mesurées par intégration par rapport au pic de
créatine sur |e spectre proton découplé sansinversion *C, aprés une différence de convolution
(facteur d’ élargissement=30 Hz, facteur de soustraction=0,7) pour améiorer la ligne de base
du spectre. Le pic de NAA a été intégré directement par rapport au pic de créatine. Le triplet
du glutamate C4 a été intégré de la méme facon. Ce triplet du glutamate est |égerement
contaminé par le pic de succinate qui se superpose a une des raies latérales du triplet. La

concentration du succinate a été estimée en comparant par soustraction le pic de succinate
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avec le singulet de la créatine, et la concentration du glutamate C4 a éé corrigée en
retranchant la concentration de succinate. Enfin, la concentration de la glutamine a été
calculée en intégrant le massif du glutamate et de la glutamine C3, et en soustrayant la

concentration de glutamate de la valeur obtenue.

L'enrichissement du glutamate C4 sur le spectre édité par POCE a été déterminé en
comparant directement par soustraction la résonance des satellites édités avec la résonance des
protons ?C+1C du spectre avant édition. Pour cette mesure, il est nécessaire de corriger la
largeur de raie du spectre avant édition (+ 1,5 Hz) car la largeur de raie des satellites du

glutamate C4 est plus importante.

Modélisation

La Figure 57 décrit le modéle utilisé pour analyser les données cinétiques. Ce modele
comprend six pools métaboliques : lactate, a-cétoglutarate, glutamate, glutamine,
succinate/OAA et aspartate. Chacun de ces pools correspond en réalité a un ensemble de
métabolites en échange rapide les uns avec les autres. Par exemple, le pool de lactate L
comprend I'ensemble des métabolites de la glycolyse entre le glucose et le lactate. De méme,

le pool succinate/OAA correspond a I'ensemble des métabolites du cycle de Krebs a

I'exception de I'a-cétoglutarate.

lVgly

Lactate
\% Vi

Via l
X

o-KG |¢—p| Glutamate |q—p| Glutamine

Vtca T l Vtca

Aspartate <T> Succ/OAA
X

Figure 57. Modéle métabolique utilisé pour analyser les cinétiques de marquage des carbones C3
et C4 du glutamate. Ce modéle comprend six pools correspondant respectivement au lactate, a
I'a-cétoglutarate (a-KG), au glutamate, a la glutaming, au succinate+oxaloacétate et a
I'aspartate.

Les hypothéses du modéle sont les suivantes :
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e Lesystéme est al'éat stationnaire pendant toute la durée de I'expérience. Les

concentrations des métabolites sont constantes ainsi que | es vitesses de réaction.

e Le glucose intracérébral est en équilibre isotopique rapide avec le glucose

plasmatique.

e Lavitesse d'échange entre |'aspartate et |'oxal oacétate est identique a la vitesse

d'échange entre |'a-cétoglutarate et le glutamate (Vy).

e L'enrichissement en **C du glucose plasmatique est supposé constant et égal &

60% pendant la durée de I'expérience.

e La dilution isotopique due notamment a I'entrée de lactate non marqué est
supposée égae a 20% ([Mason-1999]). L'hypothése précédente entraine que
I'enrichissement isotopique du lactate, noté E dans la suite, est constant et égal a
24%.

e lavitesse de synthése de la glutamine a partir du glutamate est supposee égale
a0.46* V¢, ([Sibson-1997]).

Par ailleurs, les données expérimental es entrées dans |le modéle sont :

e les concentrations des métabolites mesurées sur les extraits en haute
résolution. Les concentrations du glutamate et de la glutamine sont mesurées
directement sur le spectre proton par rapport a la créatine dont la concentration est
supposée égale a 8 mM. Les concentrations des autres métabolites ne sont pas
mesurables sur ces spectres et sont choisies d apres les premieres modélisations
effectuées en spectroscopie RMN [Mason-1992b] : [L]=1 mM, [aKG]=0.5 mM,
[OAA]=1,1 mM, [ASP]=2 mM.

e les cinétiques de marquage en *3C des carbones 3 et 4 du glutamate mesurées
in vivo. Ces cinétiques sont obtenues a partir des spectres en mesurant la hauteur
des pics. Ces cinétiques en unités arbitraires doivent ére normalisées pour
correspondre aux concentrations de glutamate marqué. Pour cette normalisation,
I'enrichissement du glutamate C4 (noté EgLucs) en fin de cinétique at=120 mn est
mesure sur les extraits. Le facteur de normalisation est alors calculé en écrivant
gue la hauteur du pic de glutamate C4 en fin de cinétique (moyenne des deux

derniers points de la cinétique) correspond a la concentration Eg ycsx[GLU].
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Tous les points des cinétiques C3 et C4 sont ensuite normalisés par le méme

facteur.

Pour chague carbone de chaque métabolite, une équation différentielle décrit la
conservation de I'isotope *3C & travers le pool métabolique correspondant. Par exemple, pour
la premiére équation traduisant la conservation du pool de lactate marqué sur le C3, la
variation au cours du temps de la concentration de lactate marqué (d[L3]/dt) est égale a la
différence entre la quantité de lactate marqué rentrant dans le pool (soit E.Vis) moins la
guantité de lactate marqué sortant du pool (soit Vi [L3]/[L]). En écrivant cette équation pour

chaque pool, on obtient un systeme d’ équations différentielles coupl ées représentant |le modéle

dt L
d[a;ezﬂ v % v, [E(BBLLLEJ 43] VeV [ﬁtﬁﬁ]
e v - B
d[G;tU v, [ﬁﬁsﬁ] ~Wr V) [ELLLEJ?] Var [EBLLI\:\S]
v i i e 1B
Ot (- b v e B2

dAsP2] _ X .([OAAZ] [ASPz]j

dt [0AA]  [ASP]

d[GLN4] v ‘([GLU4] [GLN4]]

dit [GLU]  [GLN]

d[GLN3] [GLU3] [GLN3]

Ta Ve ( [GLU] ~ [GLN] j

Dans ces équations, les concentrations des métabolites marqués au *3C sur un carbone
donné sont spécifiées par un chiffre. Ainsi, [L3] désigne la concentration de | actate marqué au

3C sur le carbone 3, aors que [L] désigne la concentration totale de lactate. La résolution de
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ce systéme d' équations différentielles a été effectuée avec le logiciel MATLAB 5.3 (fonction
0del5s). Les paramétres Vi, €t Vy ont été optimisés par un agorithme de moindres carrés
non-linéaires pour gjuster les cinétiques de marquage du glutamate C3 et C4 fournies par le

modél e aux données expérimental es.

11.3.3. Résultats

Etat physiologique des animaux

Tous les animaux ont présenté une acidose métabolique en fin d'expérience. Le pH
immeédiatement avant sacrifice éait de 7,24+0,04 pour le groupe contréle et de 7,21+0,06
pour le groupe 3-NP. La pression partielle en gaz carbonique dans le sang immédiatement
avant sacrifice était de 48+12 mmHg pour le groupe contrdle et de 53+9 mmHg pour le
groupe 3-NP. La glycémie immédiatement avant le début de la perfusion de glucose était de
1,3+0,1 g/l pour le groupe contrdle et de 1,5+0,2 pour le groupe 3-NP. La glycémie avant
sacrifice était respectivement de 3,7+0,4 g/l pour le groupe contrdle et 4,3+1,2 g/l pour le

groupe 3-NP.

Lac 12C

NAA

NAA
Gluca Glx C3 Lac 13C

3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 ppm

Figure 58. Spectre d'extrait perchlorique (pH=1) d'un hémisphére de cerveau de rat controle
obtenu en haute résolution a 7 T sans découplage pendant I'acquisition. 16 répétitions, TR 15 s,
élargissement lorentzien 1 Hz. Le cerveau a été prélevé aprés 120 mn de perfusion de glucose °C.
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Concentrationsin vitro

LaFigure 58 montre un exemple de spectre proton obtenu sur extrait de cerveau, a partir

duquel les concentrations des métabolites ont été mesurées.

NAA Glu GIn Succ

Groupecontréle(n=5) | 7,7403mM |9,6+1,3mM | 50+1,1mM | 0,36+0,12 mM

Groupe 3-NP (n=5) | 6,740,5mM (*) | 85+05mM | 55+1,3mM | 0,42+0,06 mM

Tableau 4. Concentrations des principaux métabolites mesurées sur les spectres en haute
résolution par rapport a la créatine. La concentration de NAA baisse de maniére significative (*)
dans le groupe 3-NP par rapport au groupe contr6le (test-t non apparié, p=0,005)

Les concentrations totales en NAA, glutamate, glutamine, et succinate par rapport a la
créatine sont résumées dans le Tableau 4. On note une baisse significative de la concentration
de NAA (p=0,005). La concentration de glutamate a tendance a baisser et celle de glutamine a

monter, mais ces variations ne sont pas significatives. La concentration de succinate est

inchangée entre les deux groupes.

Lac

GIxC3 NAA

" " " " " " L L A
3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 ppm

Figure 59. Détection des protons liés au **C par |a technique POCE sur le méme échantillon que
celui de la Figure 58, avec découplage pendant I'acquisition. Les principaux métabolites marqués
sont le glutamate, la glutamine, le lactate, I'alanine et I'aspartate. La créatine et le NAA sont
visibles avec un enrichissement proche de I'abondance naturelle. 2x16 répétitions, TR 15 s,
élargissement lorentzien 1 Hz.
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Enrichissementsin vitro a t=120 mn

L'enrichissement du glutamate C4 en fin d'expérience a été calculé a partir de spectres

d'extrait de cerveau obtenus par la technique POCE (Figure 59).

Les enrichissements du glucose plasmatique et du glutamate C4 aprés 120 minutes de
perfusion de glucose marqué sont donnés dans le Tableau 5. Ces valeurs ne sont pas

significativement différentes dans les deux groupes.

Glucose plasma | Glutamate C4

Groupe contréle (n=5) 63,41t2,2 % 22,3t1,4 %

Groupe 3-NP (n=5) 62,5+2,2 % 22,2+1,5%

Tableau 5. Enrichissements en °C du glucose plasmatique et du glutamate C4 cérébral & t=120
minutes, mesurés par spectroscopie RMN haute résolutiona 7 T.

Modélisation et calcul de Ve, et Vy

La Figure 60 montre un exemple d'gjustement du modéle aux cinétiques expérimentales
de marquage du glutamate C3 et C4. Pour cette modélisation, |es concentrations de glutamate
et de glutamine ont éé prises égales respectivement a 9,5 mM et 50 mM pour le groupe
contréle, e¢ 85 mM et 55 mM pour le groupe 3-NP. Ces vaeurs correspondent aux
concentrations moyennes mesurées sur les extraits (Tableau 4). Les valeurs de Vi et Vi
calculées apres modélisation pour le groupe contréle et le groupe 3-NP sont données dans le

Tableau 6.

Vtca Vx

Groupe contréle (n=5) 0,65+0,05 pmol/g/mn 1,54+0,81 umol/g/mn

Groupe 3-NP (n=5) 0,54+0,06 pmol/g/mn (*) | 2,83+2,18 umol/g/mn

Tableau 6. Valeurs de V., €t V, obtenues par ajustement du modele métabolique aux cinétiques
expérimentales. La valeur de V., est significativement diminuée dans le groupe 3-NP (t-test non
apparié, p<0,02)
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Figure 60. Exemple d'ajustement du modéle aux cinétiques de marquage du glutamate C3 et C4.
(a) Série de spectres montrant les cinétiques de marquage du glutamate C3 et C4 sur un rat
contréle. (b) Les hauteurs des pics sont mesurées sur les spectres en (a) et le modéle est ajusté sur
ces données pour déterminer les flux Vig, et V.

I1.3.4. Discussion et conclusion

Les données que nous présentons dans cette étude constituent a notre connaissance les
premieres mesures de vitesse du cycle de Krebs effectuées in vivo dans un modéle de maladie
neurodégénérative. Une vitesse du cycle de Krebs de 0,65+0,05 pumol/g/mn a été mesurée sur
le groupe contrdle. Cette valeur est |égérement supérieure aux valeurs obtenues par Hyder et
al. chez le rat anesthésié sous a-chloralose, soit 0,49 pmol/g/mn [Hyder-1996], mais
inférieure a la valeur obtenue par Fitzpatrick et al. chez le rat anesthésié sous N,O seul, soit
1,48 mmol/g/mn [Fitzpatrick-1990]. Ceci n'est pas surprenant car il a éé montré que les
valeurs de Vi, dépendent beaucoup du protocole d'anesthésie utilisé [Sibson-1998b]. Par
ailleurs, il faut souligner I'excellente reproductibilité des résultats : la valeur du cycle de Krebs
a été déterminée avec une déviation standard de 10% environ dans chacun des deux groupes.
La mesure séparée du glutamate C3 et C4 gréce alatechnique SPOCE a3 T permet donc de
mesurer de maniére fiable la vitesse du cycle de Krebs dans le cerveau. En revanche, la

variabilité sur la mesure de Vy est importante. Ceci résulte du fait que lorsque Vy devient
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supérieure a Ve, la valeur de Vy influe peu sur la valeur de Vi Autrement dit, la valeur de

Vy est mal déterminée par les données expérimentales.

L'étude que nous avons réalisée montre également que, 16 heures aprés I'injection d'une
dose de 25 mg/kg de 3-NP, la vitesse du cycle de Krebs est réduite de 17% chez |es animaux
intoxiqueés par rapport aux animaux contréle. La mesure histochimique du taux d'inhibition de
la SDH sur chaque cerveau n'a pas encore été effectuée. |l seraintéressant de comparer ce taux
d'inhibition avec la diminution de 17% de la valeur de Vi mesurée. Un certain nombre
d'animaux intoxiqués au 3-NP n'ont pas survécu jusqu'alafin de I'expérience. On peut donc se
demander si les données obtenues sur le groupe 3-NP ne proviennent pas des animaux chez
lesquels I'inhibition de la SDH est la moins élevée. Les mesures histochimiques sur les
cerveaux prélevés en fin d'expérience permettront de savoir s l'inhibition de la SDH est en
moyenne plus faible chez ces animaux que la valeur de 50% attendue d'aprés I'éude de
Brouillet et al. [Brouillet-1998].

L'origine de l'acidose observée chez I'ensemble des animaux éudiés n'a pas été
déterminée avec certitude. Il est cependant connu que I'anesthésie prolongée sous a.-chloralose
peut entrainer une acidose métabolique. Une acidose d'origine respiratoire due a une mauvaise
ventilation n'a pas été observée lors d'expériences de mise au point hors aimant. Quoiqu'il en
soit, I'acidose a été observée de maniere similaire dans le groupe contréle et dans le groupe 3-

NP, ce qui exclut ce parameétre pour expliquer la différence de V., mesurée.

Parmi les métabolites mesurés sur les extraits, seul le NAA présente une baisse
significative dans le groupe 3-NP. Cette baisse de la concentration de NAA est cohérente avec
les études précédentes [ Dautry-2000b]. La concentration de glutamate présente une tendance a
la baisse et celle de glutamine une tendance a la hausse, mais ces variations ne sont pas
significatives en raison de la plus grande variabilité de concentration observée pour ces
métabolites. En revanche, de maniere surprenante, nous n‘avons pas noté d'augmentation
significative du pic de succinate chez les animaux intoxiqués au 3-NP, 16 heures apres
I'injection, malgré la présence de symptébmes moteurs et parfois de lésions visibles sur les
images pondérées en T, (Figure 61). Cette stabilité du succinate contraste avec I'observation
gue la concentration de succinate augmente fortement dans les heures qui suivent une
intoxication par voie intraveineuse [Lee-2000]. Nous avons également noté cette hausse du

succinate in vivo par RMN dans les heures suivant une intoxication par voie ip (données non
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montrées). |l est donc vraisemblable que la hausse de la concentration de succinate aprées une

injection de 3-NP soit seulement transitoire et réversible.

Figure 61. Image RMN pondérée en T; du cerveau d'un rat 16 heures aprés injection de 25 mg/kg
de 3-NP. Une lésion dorsale latérale du striatum caractéristique de I'effet du 3-NP est visible sur
I'image (fleche).

La connaissance des concentrations des principaux métabolites revét une importance
cruciae pour la modélisation des cinétiques de marquage. En effet, un pool métabolique de
forte concentration a un effet tampon qui ralentit la vitesse de marquage des métabolites situés
en aval de ce pool. Par ailleurs, la concentration de certains métabolites ne peut pas étre
déterminée avec précision, méme sur les extraits en spectroscopie haute-résolution (par
exemple |'a-cétoglutarate). Les conséguences de cette incertitude sur la modélisation doivent
étre évaluées en vérifiant qu'une modification des hypotheses n'influe pas de maniere

importante sur les valeurs de V¢, cal cul ées.

Les mesures de glycémie montrent par ailleurs que la glycémie des animaux 3-NP a
tendance a étre un peu plus élevée que chez les animaux contréle, aussi bien avant le début de
la perfusion de glucose quen fin de perfusion. Cependant, les mesures de plateau
hyperglycémique et d'enrichissement du glucose plasmatique au cours du temps effectuées sur
de nombreux animaux hors aimant n‘ont pas montré de différence significative avec et sans
intoxication au 3-NP (données non montrées). De méme, les enrichissements en **C du
glucose plasmatique mesurés sur les animaux apres I'acquisition des cinétiques de marquage
du glutamate in vivo ne sont pas significativement différents entre le groupe controle et le
groupe 3-NP (Tableau 5). La conséquence d'une incertitude sur la cinétique d'enrichissement
en *3C du glucose plasmatique (idéalement rectangulaire) devra cependant étre évaluée dans le

modéle.
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Plusieurs prolongements de I'éude peuvent étre envisagés. Tout dabord, il serait
souhaitable d'effectuer les mémes mesures aprés une intoxication chronique au 3-NP, qui
donne des lésions plus proches de celles observées dans la maladie de Huntington que
I'injection aigué. Deuxiémement, le volume de détection pourrait étre réduit pour mesurer les
cinétiques de marquage séparément dans le cortex et dans le striatum, de maniere a mettre en
évidence des éléments qui pourraient expliquer la vulnérabilité préférentielle du striatum. La
perte de sensbilité provoguée par la réduction du volume de détection pourrait étre
compensée par la perfusion de glucose doublement marqué, et le signal provenant des deux
régions pourraient étre acquis simultanément par encodage Hadamard. On peut se demander si
la vitesse du cycle de Krebs chez I'anima normal est la méme dans les deux régions. Une
vitesse du cycle de Krebs plus élevée dans le striatum que dans le cortex pourrait en effet
apporter une explication a la plus grande vulnérabilité du striatum a un déficit énergétique.
Enfin, apres ces expériences chez le rat, les mesures de cycle de Krebs pendant une
intoxication chronique pourraient ére mises en cauvre chez le singe chez lequel des
symptémes plus proches que chez le rat de la maladie de Huntington humaine peuvent étre

reproduits.






Conclusion générale

Le but de ce travail de these était de développer la spectroscopie RMN du cerveau in
vivo sur I'aimant a 3 T du Service Hospitalier Frédéric Joliot pour étudier des modeles
animaux (rat et primate) de maladies neurodégénératives. Au début de cette these, en 1997, les
travaux du laboratoire en spectroscopie RMN portaient uniquement sur le muscle squelettique
et la spectroscopie du cerveau était inexistante. Il a donc falu créer de nouveaux outils et
résoudre |es problemes spécifiques liés a la spectroscopie du cerveau. Les premiers efforts ont
porté notamment sur I'optimisation de I'homogénéité du champ magnétique, la stabilité des
spectres nécessaire pour la spectroscopie différentielle ou encore la qualité de la localisation.
La méthode FASTMAP a éé mise en cauvre pour optimiser automatiquement I'homogénéité
du champ magnétique. L'acquisition entrelacée des spectres en utilisant le mécanisme de
"pipeline filter" de Bruker a permis d'améliorer la stabilité de la spectroscopie différentielle.
Par la suite, trois développements méthodologiques originaux ont été proposes et publiés.
Tout d'abord, I'utilisation de FASTMAP a entrainé une dérive de la fréguence de I'aimant et
une méthode de correction en temps réel de la fréquence a été développée pour corriger cette
dérive. Bien gue cette méthode ait éé mise en cauvre initialement pour corriger un défaut de
['aimant du SHFJ, I'amélioration constante de la résolution spectrale en spectroscopie RMN
devrait la rendre utile pour des dérives de fréguence comprises dans les limites des
spécifications des aimants a tres haut champ. Ensuite, une nouvelle technique appelée SPOCE
(Semiselective Proton-Observed Carbon-Edited) a été développée pour détecter séparément a
3 T les résonances des protons du glutamate C3 et C4 couplés au *3C alors que ces résonances
se superposent sur le spectre. Plus généralement, cette technique permet de séparer deux
résonances non résolues de protons couplés au *C & condition que les fréquences des
carbones couplés soient différentes. La nouvelle séquence a été analysée en détail et utilisée
avec succes pour mesurer les cinétigues de marquage de glutamate C3 et C4 a partir de
glucose marqué sur le cerveau de rat a 3 T. Enfin, une nouvelle méthode a été proposée pour
mesurer directement la résonance du GABA a 3,0 ppm sans contamination par la résonance
des macromolécules. Cette méthode apporte un gain de temps d'acquisition et un gain de

précision de mesure. Une étude préliminaire effectuée chez le babouin n'a pas permis de
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détecter de variation de la concentration striatale de GABA lors d'une intoxication chronique

au 3-NP (non montré). D'autres mesures seront nécessaires pour confirmer cette observation.

Ces développements méthodologiques permettent aujourd’hui d'envisager au SHFJ de
nombreuses applications dans le domaine de la physiologie et de la physiopathologie
cérébrales. Dans ce cadre, la collaboration avec I'URA CEA-CNRS 2210 dirigée par P.
Hantraye et spéciaisée dans I'éude des maladies neurodégératives est particulierement
motivante. Plusieurs protocoles ont dga été mis en oauvre depuis environ un an pour étudier le
modele anima 3-NP de la maladie de Huntington. Des mesures par spectroscopie RMN chez
le singe in vivo et chez le rat ex vivo ont permis de montrer que le N-acétyl-aspartate (NAA)
est un marqueur réversible de dysfonctionnement neuronal dans ce modéle. Par ailleurs, les
éventuels effets neuroprotecteurs d'une supplémentation en créatine ont été recherchés chez
['animal traité au 3-NP et un effet aggravant de la créatine a pu étre mis en évidence a
certaines doses. Celan'édlimine pas la possibilité d'un effet neuroprotecteur de la créatine, mais
suggere que I'ajustement de la dose administrée est capital. Enfin, la détection du marquage
isotopique du glutamate C3 et C4 pendant une perfusion de [1-**C]glucose en utilisant la
méthode SPOCE a permis de montrer que la vitesse du cycle de Krebs est significativement
diminuée 16 heures apres une injection aigué de 3-NP chez lerat. || sagit a notre connaissance
de la premiére mesure de flux métabolique par spectroscopie RMN in vivo dans un modéle de

mal adie neurodégérative.

L'application de la spectroscopie RMN in vivo al'éude du cerveau au SHFJ n'en est qu'a
ses débuts. Les études envisagées pour |'avenir peuvent étre réparties en deux catégories :
d'une part, la quantification de métabolites en spectroscopie proton, d'autre part les mesures de
flux métaboliques par marquage isotopique. La spectroscopie proton permet aujourdhui
d'obtenir en routine & temps d'écho long les concentrations de choline, créatine, NAA et
lactate dans le cortex et dans le striatum chez le singe et chez le rat. Pour profiter de la
richesse d'information présente dans le spectre proton, il faut développer la quantification a
temps d'écho court en utilisant des techniques d'analyse automatique du spectre. L'approche
LCMode, qui utilise I'information a priori contenue dans des spectres de référence acquis in
vitro pour chaque métabolite, parait particuliérement prometteuse [Provencher-1993]. Il
devrait ére ains possible de mesurer notamment les concentrations de glutamate, de
glutamine, de taurine et de myo-inositol. L'étude de patients atteints de la maladie de

Huntington, bien que difficile & cause de mouvements involontaires provoqués par cette
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maladie, est également envisagée. Le deuxiéme type d'études est constitué par les mesuresin
vivo de flux métaboliques par marquage isotopique pendant la perfusion d'un précurseur
marqué. Il sagit d'une technique encore relativement peu utilisée in vivo a cause de sa
complexité et de son colt élevé. Dans le cadre des maladies neurodégénératives, I'étude du
métabolisme énergétique par cette approche est trés prometteuse car plusieurs de ces maladies
pourraient étre dues a un dysfonctionnement du métabolisme énergétique [Beal-2000]. La
premiere éude que nous avons réalisée chez le rat apres intoxication aigué au 3-NP peut étre
poursuivie, dune part en effectuant une mesure plus localisée séparant les effets de
I'intoxication dans le cortex et le striatum, d'autre part en utilisant un modele d'intoxication
chronique qui reproduit mieux les caractéristiques neuropathologiques de la maladie de
Huntington. Par ailleurs, bien que le glucose soit généraement considéré comme le seul
substrat énergétique du cerveau, d'autres précurseurs marqués au *C commencent & étre
utilisés pour éudier le métabolisme oxydatif cérébral. L'utilisation de précurseurs différents
du glucose ouvre des perspectives pour I'éude de la compartimentation du métabolisme. En
effet, alors que le glucose peut étre métabolisé par les deux compartiments neuronal et glial,
certains précurseurs ne rentrent que dans un seul compartiment. Par exemple, |'acétate est
métabolisé uniquement par les astrocytes [Cerdan-1990] [Waniewski-1998], alors que le
lactate semble capté uniquement par les neurones [Bouzier-2000]. Le fait d'avoir un
précurseur specifique d'un des deux compartiments simplifie la modélisation et |'interprétation
des résultats. Il devient possible d'étudier in vivo par spectroscopie RMN dans quelle mesure
la compartimentation du métabolisme est perturbée dans ces états pathologiques. Par exemple,
on peut se demander s l'intoxication au 3-NP a des effets différents sur les compartiments

neuronal et glial.

En conclusion, la mesure des concentrations de métabolites et des vitesses de réaction
biochimiques par spectroscopie RMN apporte des données précieuses pour la compréhension
du fonctionnement du cerveau. Les développements méthodologiques réalisés au cours de
cette these sinscrivent dans la continuité des progrés constants réalisés depuis 20 ans en
spectroscopie RMN. 1ls permettent également de disposer au SHFJ doutils de mesure
performants pour I'acquisition de données biochimiques in vivo chez le rat et chez le singe.
Ces données sont d'autant plus utiles qu'elles sont complétées par des études réalisees post-
mortem, soit par spectroscopie RMN sur des extraits de cerveau, soit par des techniques

immunochimiques ou immunohistochimiques. Il est possible de cette maniére de relier les
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mesures de suivi longitudinal ou les mesures cinétiques obtenues in vivo avec des
informations plus fines obtenues in vitro. Ainsi, compte tenu des progres accomplis ces
derniéres années, la spectroscopie RMN devrait Simposer comme une technique de référence

pour |'éude du métabolisme cérébral.
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Spectroscopie RMN in vivo du cerveau a 3 Teda : développements
méthodologiques pour I’ é&tude de modéles animaux de la maladie de Huntington.

Le but de ce travail de thése était de développer de nouveaux outils pour étudier par
spectroscopie RMN in vivo a 3 Tesla des modéles animaux (rat et primate) de la maladie de
Huntington. La premiéere partie présente trois développements méthodologiques originaux.
Tout d abord, une nouvelle méthode est décrite pour corriger la fréquence du spectromeétre en
temps réel, en utilisant le signal de I’ eau intracérébrale comme référence de fréquence. Cette
méthode permet d acquérir des spectres stables méme en présence d’'une dérive de la
fréguence de I’ aimant. Ensuite, une nouvelle méthode appel ée Semisel ective Proton-Observed
Carbon-Edited (SPOCE) est proposee pour détecter séparément et simultanément en proton
les signaux du [4-*C]glutamate et du [3-**C]glutamate, alors que ces signaux se superposent
a 3 teda. Cette nouvelle technique rend possible la mesure en proton des cinétiques de
marquage °C des carbones 3 et 4 du glutamate a partir du [1-*C]glucose & champ
intermédiaire. La modélisation de ces cinétiques permet de calculer la vitesse du cycle de
Krebs. Enfin, une nouvelle méthode est suggérée pour mesurer directement par spectroscopie
différentielle la résonance du GABA sans contamination par le signal des macromol écules.
Ces trois développements méthodol ogiques sont analysés en détail, puis validés in vitro et in
vivo. La deuxieme partie de ce mémoire décrit les premieres applications de ces
dével oppements au modele animal 3-NP de la maladie de Huntington. Celle-ci se caractérise
par une dégénérescence sélective des neurones GABA dans le striatum associée a un
dysfonctionnement du métabolisme énergétique. L’ intoxication au 3-NP provoque des lésions
similaires chez I’animal. Une premiéere application montre que le NAA est un marqueur
réversible de dysfonctionnement neurona. Une deuxieme étude porte sur I’éventuel effet
neuroprotecteur de la créatine. Enfin, il est montré que la vitesse du cycle de Krebs est réduite
de 17% aprés une intoxication aigué au 3-NP chez lerat.

In vivo NMR spectroscopy of brain at 3 Tesla: methodological developmentsfor
studying animal models of Huntington’s disease

The aim of this work was to develop new MR methods dedicated to the exploration of animal
models (rat and primate) of Huntington's disease by in vivo NMR spectroscopy at 3 Teda.
The first part presents three original methodological developments. First of all, a new method
is described to correct the spectrometer frequency on the fly using the intracerebral water
signal as a frequency reference. This method allows for acquisition of stable spectra even in
presence of a field-frequency drift. Secondly, a new method called Semiselective Proton-
Observed Carbon-Edited (SPOCE) is proposed to detect separately and simultaneously the
proton signals of [4-*C]glutamate and [3-*C]glutamate, even though these signals overlap at
3 Tesla This new technique allows for the measurement of *3C labeling kinetics of glutamate
carbons 3 and 4 from [1-C]glucose at intermediate field. The tricarboxylic acid (TCA) cycle
rate can be calculated by fitting a metabolic model to these kinetic data. Finally, a new method
is dedicated to direct GABA concentration measurement without contamination by
macromolecules. These three methodological developments are analyzed in detail, then
validated in vitro and in vivo. The second part of this manuscript describes the first
applications of these developments to the 3-NP animal model of Huntington’s disease. This
disease is characterized by a selective degenerescence of GABAergic neurons in the striatum
associated to a dysfunction of energy metabolism. 3-NP intoxication yields similar lesions in
animals. A first application shows that NAA is areversible marker of neuronal dysfunction. A
second study focuses on potential neuroprotective effects of creatine. Finally, it is showed that
the TCA cyclerateisreduced by 17% after acute 3-NP intoxication in rats.



