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ACP Analyse en composantes principales

ADC Coefficient de diffusion apparent
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AMARES Advanced method for accurate, robust and efficient spectral
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et du travail
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FDA Food Drug administration
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L’Imagerie et la Spectroscopie par Résonance Magnétique du proton (IRM et 'H SRM) sont
des techniques basées sur le principe de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et ayant
émergé depuis le milieu du 20°™ siécle. En 1971, Raymond Damadian démontra la premiére
application médicale en utilisant les propriétés de la RMN pour distinguer le tissu sain du
tissu tumoral chez le rat. En 1973, Paul C. Lauterbur fut le premier a utiliser la méthode RMN
pour I’imagerie en produisant la premiére image de deux tubes tests. Parallelement au
développement de I’IRM, la SRM in vivo se développe des 1974 dans le groupe de Rex E.
Richards et George K. Radda a Oxford.

Des les années 1980, I’IRM se démocratise trés largement dans le domaine de la radiologie
clinique de par I’absence de radiation ionisante et son excellent contraste entre les tissus
mous. La SRM est une technique complémentaire a I’IRM pour I’identification des processus
physiopathologiques par la caractérisation des métabolites dans le volume tissulaire
sélectionné. L’IRM et la SRM sont utilisées a des fins de diagnostic en neurologie (e.g.
accident vasculaire cérébral, sclérose en plaques) et dans la détection des dommages des
tissus mous (e.g. cartilage, ligament). Elles permettent aussi le suivi longitudinal du grade
tumoral ainsi que 1’évaluation de I’efficacité et les effets secondaires de traitements (e.g.

chimiothérapie).

L’IRM et la SRM ont été également utilisées en préclinique chez le petit animal pour le
développement méthodologique (e.g. séquences, instrumentation) ainsi que dans la
caractérisation des pathologies (e.g. cancer, maladies neurodégénératives) et 1’évaluation de

nouvelles molécules (e.g. agent de contraste, chimiothérapie).

Récemment, ’'IRM et la SRM ont été proposées comme des méthodes innovantes en
toxicologie pour caractériser in vivo les risques émergents des composés exogenes (polluants
environnementaux, nouvelles entités chimiques)l’z. En comparaison avec les techniques telles
que la spectroscopie de masse et la chromatographie gazeuse ou liquide qui étudient la
protéomique (I’ensemble des protéines) et la métabolomique (les composés organiques issus
de réactions biochimiques), I’'IRM et la SRM sont des techniques non invasives qui
permettent d’obtenir des informations structurales et métaboliques sur un organe donné (e.g.

foie, cerveau, rein et cceur).

' J Lindon, E Holmes, and J Nicholson, ‘Toxicological Applications of Magnetic Resonance’, Progress in
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 45.1-2 (2004), 10943

* M. Tengowski and J. Kotyk, ‘Risk Identification and Management: MRI as a Research Tool in Toxicology
Studies of New Chemical Entities’, Progress in Drug Research., 62 (2005), 257-78.
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De ce fait, les techniques IRM et '"H SRM permettent de réduire le nombre d’animaux lors
d’un suivi longitudinal ou d’étudier plusieurs organes en parallele sur les mémes animaux.
L’équipe d’accueil de ces travaux de thése « Complexes métalliques et IRM » (CBM, CNRS-
UPR4301, Orléans, France) a développé une expertise dans les techniques IRM et 'H SRM
pour 1’évaluation préclinique de pathologies et des agents de contraste chez le petit animal

ainsi que dans la méthode d’analyse des images par les profils de texture.

Dans la perspective de ces travaux de thése, nous avons souhaité évaluer a I’aide de ces outils
les effets de I’exposition a des xénobiotiques dans un contexte clinique ou environnemental
chez les rongeurs. Dans la premicre partie de cette these, il sera décrit les méthodes de
quantification utilisées pour la caractérisation tissulaire par IRM dans le chapitre 1 et pour

1’évaluation du profil métabolique par 'H SRM dans le chapitre 2.

Dans le cadre d’une exposition clinique a un xénobiotique, nous nous sommes intéressés
aux agents de contraste a base de gadolinium (GBCA) utilisés en IRM. En effet, ils sont
considérés comme une catégorie pharmaceutique extrémement slire mais une littérature a
émergé depuis 2014 sur I’accumulation des GBCA au niveau du cerveau chez des patients
ayant regu des injections de GBCA lors de multiples examens IRM. Cette accumulation de
GBCA cause un hypersignal observable dans les noyaux cérébelleux profonds sur les images
pondérées en T1. Dans la deuxieéme partie de cette these, je présenterai dans le chapitre 3 une
revue bibliographique de ’accumulation des agents de contraste a base de gadolinium au

niveau cérébral.

Actuellement, de nombreuses interrogations restent en suspens sur la persistance a long terme
de cette accumulation ainsi que sur les conséquences engendrées au niveau cérébral. Nous
avons souhaité répondre a deux problématiques principales dans cette deuxi¢me partie :
» Est-ce que [’hypersignal mesuré dans les noyaux cérébelleux profonds sur les images
pondérées en Tl persiste a long terme ?
» Est-ce que cette accumulation pourrait induire des modifications cellulaires

détectables par 'H SRM ?

Pour répondre a ces questions, nous avons utilis€ un modéle d’exposition chronique et répétée
a un agent de contraste linéaire (gadodiamide) chez le rat (en collaboration avec le

département « Recherche et Innovation » de Guerbet, Aulnay-sous-Bois, France).



Introduction générale

Dans le chapitre 4, il sera détaillé les résultats obtenus sur le suivi longitudinal a long terme
(1 an post-injections) au niveau des noyaux profonds cérébelleux. Les données ont été
obtenues par mesure de Dl’intensit¢ du signal sur des images pondérées en T1 et par
quantification du profil métabolique. Pour évaluer la robustesse des résultats obtenus en 'H
SRM, une comparaison a été effectuée entre plusieurs méthodes de quantification (ERETIC
digital, LCModel, QUEST et AMARES). La discussion et les perspectives de nos résultats

seront présentées en conclusion de ce chapitre.

Dans le cadre d’une exposition a un xénobiotique environnemental, nous nous sommes
intéressés au bisphénol A (BPA) qui est un perturbateur endocrinien présent de manicre
ubiquitaire (e.g. contenants alimentaires, air, sol, eau) et dont les voies d’expositions chez
I’Homme sont multiples. Récemment, il a été reporté que le traitement de 1’eau potable par
I’hypochlorite de sodium conduisait a la formation de dérivés chlorés du BPA. Or, ces dérivés
chlorés présentent une activité cestrogénique plus importante que le composé parent BPA.
Néanmoins, leurs impacts in vivo n’ont pas encore ¢t¢ évalués. Dans la troisiéme partie de
cette theése, je présenterai dans le chapitre 5 une revue de la littérature sur la présence
ubiquitaire dans 1’environnement du BPA et ses multiples effets comme perturbateur

endocrinien ainsi que 1’état des connaissances actuelles sur les dérivés chlorés du BPA.

Dans le cadre de ces travaux de thése, nous nous sommes focalisés sur les effets d’une
exposition pendant la période périnatale (gestation et lactation). En effet, il a été formulé la
théorie de « I’origine feetale des pathologies adultes » qui stipule que des expositions déléteres
pendant la période du développement intra-utérin peuvent induire des perturbations
physiopathologiques a 1’age adulte et conduire a une augmentation de I’incidence de

maladies.

Dans cette perspective, nous avons exploré les conséquences d’une exposition périnatale aux
dérivés chlorés du BPA au niveau de deux organes clés : le foie et le cerveau. D’une part, de
récentes études mettent en évidence que I’exposition au BPA peut induire une perturbation du
métabolisme lipidique et conduire au développement de la stéatose hépatique (accumulation
de lipides dans les hépatocytes). D’autre part, il a été rapporté dans la littérature des effets
déléteres du BPA dans le cerveau au niveau morphologique, neurochimique et
comportemental. De plus, la connexine 43 (sous-unité principale des jonctions
communicantes au niveau des astrocytes) apparait comme une cible potentielle du BPA pour

expliquer les effets observés au niveau cérébral chez les modéles animaux.



Introduction générale

Dans le cadre de cette these, nous avons voulu répondre aux problématiques suivantes :
» Est-ce que [’exposition périnatale au BPA et/ou ses dérivés chlorés conduit a des
modifications précoces dans la structure et la composition lipidique du foie ?
» Est-ce que [’exposition périnatale au BPA et/ou ses dérivés chlorés induit des
perturbations précoces dans la microstructure et la composition neurochimique du
cerveau? Les souris présentant un phénotype hétérozygote pour la connexine 43 sont-

elles plus sensibles a ces xénobiotiques ?

Nous avons exploré ces problématiques a 1’aide d’un modéle de souris d’exposition périnatale
au BPA et a ses dérivés chlorés (en collaboration avec I’équipe « Implications physiologiques
et physiopathologiques des connexines », Laboratoire STIM, CNRS-ERL7368, Poitiers,
France). Compte tenu des propriétés cestrogéniques du BPA et de ses dérivés chlorés, une
comparaison entre les males et des femelles a été réalisée pour explorer des éventuelles

différences liées au sexe.

Dans le chapitre 6, les effets au niveau hépatique ont été évalués : (i) la structure par analyse
de texture des images en pondération de proton ; (ii) le calcul de la composition en acide gras

par 'H SRM.

Dans le chapitre 7, les perturbations au niveau cérébral ont été analysées: (i) la
microstructure par imagerie des tenseurs de diffusion ; (ii) la composition neurochimique
(homéostasie cellulaire, neurotransmetteurs et métabolites spécifiques a un compartiment
cellulaire) par 'H SRM. Nous avons également exploré I"hypothése de la vulnérabilité du
phénotype hétérozygote pour la connexine 43 lors d’une exposition périnatale au BPA et a ses
dérivés chlorés. Les résultats obtenus en imagerie des tenseurs de diffusion et en 'H SRM
montrent des effets plus prononcés chez les males exposés au mélange de BPA dichlorés,
nous avons souhaité caractériser plus précisément ces perturbations par la technique de

diffusion spectroscopique qui détecte les anomalies de I’intégrité intracellulaire.

La discussion et les perspectives des résultats du foie et du cerveau seront présentées a la fin

des chapitres 6 et 7 respectivement.
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1.1. Les fondamentaux de I'IRM

1.1.1 Les principes de base de la RMN
La résonance magnétique nucléaire (RMN) met en jeu les noyaux des atomes et permet
I’observation d’un grand nombre de composés chimiques. Les noyaux possedent une
propriété quantique intrinseque appelée spin nucléaire, lequel posséde un moment magnétique

s e -
nucléaire u.

Les noyaux sont capables de se comporter tels des petits aimants dans un champ magnétique a
condition qu’ils possédent un spin non nul (un nombre impair de protons et de neutrons), ce

qui est le cas de I’hydrogéne 'H, du carbone "°C, du phosphore *'P et du fluor "°F (Fig. 1.1).

B
0 4 Moment magnétique
nucléaire (1)
Précession a la fréquence @ | Spin nucléaire

de Larmor (vy)

Figure 1.1 : Précession d’un spin nucléaire en présence d’un champ magnétique (By)
(adapté de Cleary and Guimaraes 2014)
Dans les systemes biologiques, le noyau de ’atome d’hydrogéne est 1’élément le plus
abondant. En effet, la plupart des tissus contiennent une concentration en protons de 1’ordre
de 80 M (Cleary and Guimaraes 2014). Le proton trouve ainsi de larges applications en
spectroscopie (chimie analytique et SRM in vivo) et en imagerie par résonance magnétique
(IRM). Dans le cadre de ces travaux de these, seul le proton en IRM et SRM in vivo est

abordé.

Le principe de la RMN est caractérisé par trois étapes : la polarisation, la résonance et la
relaxation (Kastler and Anstett 2011; Helm, Merbach, and To6th 2013; Currie et al. 2013;
Cleary and Guimaraes 2014).

(1) Polarisation : Sous I’effet du champ magnétique constant de 1’aimant Eg, les moments

magnétiques des noyaux [ sont orientés en majorité parallelement a B, (état de basse

énergie) et en minorité antiparallelement (état de haute énergie) (Cleary and Guimaraes 2014).
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Ce phénomene est appelé la levée de la dégénérescence et cela donne une aimantation

macroscopique résultante M:qui est parallele a B_O) (par convention, I’axe z) (Fig. 1.2).

e >

B, Sélection dans le tissu M,

»

o 0
v
Aimantation totale (m)
Animal dans le champ 2 des moments
magnétique constant magnétiques (i)

Figure 1.2 : Levée de la dégénérescence sous I’effet du champ magnétique constant By
(adapté de Cleary and Guimaraes 2014)
De plus, les spins ont un mouvement de précession angulaire autour de ’axe B_O) ala
fréquence de résonance spécifique du noyau étudié, appelée fréquence de Larmor (Fig. 1.1).

La fréquence de Larmor est définie par I’équation 1.1.

REN|

o=—— [11]

Elle est dépendante de y qui est le rapport gyromagnétique caractéristique de la nature du

noyau étudié et de la force du champ magnétique de 1’aimant B_O). Par exemple, le 'H possede

un ratio gyromagnétique (y/2m) de 42,58 MHz. T

(2) Résonance : Le champ magnétique B_O) est beaucoup plus grand que VO, cela est donc

impossible de détecter I’aimantation des spins le long de I’axe y. Afin de détecter le signal des
spins, une impulsion de radiofréquence (RF) appelée Eest appliquée afin de faire basculer

’aimantation des spins dans le plan perpendiculairement é?o) (Fig. 1.3).

La mesure pourra €tre ainsi faite dans le plan xy grace a une bobine de réception placée a
proximité de I’échantillon (ou du sujet). L’impulsion RF est un champ électromagnétique

oscillant et il doit étre a la fréquence de Larmor afin d’obtenir la résonance du noyau étudié.
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z
Impulsion RF I
(B1)

Figure 1.3 : Phénomeéne de résonance induit par une impulsion de radiofréquence (E;)

(3) Relaxation : Le systéme revient a I’équilibre des 1’arrét de I’impulsion excitatrice B_l)
L’aimantation longitudinale augmente exponentiellement dans I’axe z avec la constante de
temps T1 (relaxation spin-réseau avec T2<T1) (Fig. 1.4A) alors que 1’aimantation
transversale décroit exponentiellement dans le plan xy avec la constante de temps T2
(relaxation spin-spin) (Fig. 1.4B). La constante de temps T2* correspond au signal de

I’aimantation transversale auquel s’ajoute les inhomogénéités du champ magnétique externe

B_(; qui accélerent le déphasage des spins.

(A)
100%
95%
87%
63%
T1 2T1 3T1 N
temps
(B)
100%
37%
13%
5%
temps

Figure 1.4: (A) Courbe exponentielle croissante de la récupération de 1’aimantation
longitudinale en fonction de T1 ; (B) Courbe exponentielle décroissante de la disparition de
I’aimantation transversale en fonction de T2.
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Les retours a I’équilibre dans le plan xy (M, ) et le long de I’axe z (M) sont respectivement
définis par les équations 1.2 et 1.3.
My, = Mye /12 [1.2]

M, = M, (1 - e_t/Tl) [1.3]

Les noyaux restituent 1’énergie dans la bobine réceptrice sous la forme d’un courant électrique
dans I’échelle de temps. Aprés une conversion analogique/numérique, le signal obtenu est une
sinusoide amortie dans le domaine temporel appelé le signal de précession libre (Free

Induction Decay ; FID) (Fig. 1.5).

Bobine
z réceptrice

7N\

Figure 1.5 : Retour a I’équilibre de I’aimantation dans I’axe z et le plan xy

Apres traitement de la FID par une opération mathématique qui est la transformée de Fourier
(TF), un spectre de fréquences contenues dans le signal est obtenu dans I’espace fréquentiel

(Fig.1.6).

Signal |

Spectre de fréquences

Signal de précession
libre « FID »

Fig. 1.6 : Obtention du spectre de fréquences par transformée de fourrier (TF) du signal
de précession libre

11
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1.1.2. Le codage spatial du signal et reconstruction de I'image
L’IRM peut générer une image en montrant la distribution spatiale de la densité des spins du
noyau étudié, classiquement les protons de I’eau. La localisation du signal RMN dans les trois
dimensions est réalisée en utilisant trois gradients linéaires de champs magnétiques : gradient
de sélection de coupe (Gss), gradient de codage de phase (G ) et gradient codage de fréquence

(ou de lecture) (G,,) (Fig. 1.7).

(A) Gss z

| - i v Impulsion RF
\ " sélective A v,

/ T

(B) z (©) .

P

I‘r"l’ll’mmnlq z /

Figure 1.7 : Les gradients du codage spatial en IRM
(A) sélection de coupe ; (B) codage de phase ; (C) codage de fréquence
(adapté de Kastler and Anstett 2011)

Ces gradients sont superposés au champ magnétique statique BT, et ils sont appliqués sur de
tres courtes durées par des bobines de gradients (Kastler and Anstett 2011; Helm, Merbach,
and T6th 2013; Currie et al. 2013). Le champ magnétique obtenu lorsqu’ils sont activés dans

I’espace x, y, z peut étre décrit par I’équation 1.4.
Biys = Bo+ 4By = Bo + (G X)X + (G )y + (G,.2)Z  [1.4]

Avec les vecteurs unitaires selon les trois axes (X,y, Z') et les trois valeurs de gradients

correspondantes (G, Gy, Gy).

12
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(1) Le gradient de sélection de coupe G4, (ou G,) permet de sélectionner un plan de coupe a
I’intérieur d’un volume et il est appliqué dans la direction perpendiculaire au plan d’intérét
choisi. Une impulsion RF sélective est utilisée pour sélectionner la fréquence de Larmor v; des

protons du plan d’intérét.

(2) Le gradient de codage de phase G¢ (ou Gy) sélectionne les différentes lignes a

Iintérieur du plan de coupe. L’application de G4 va modifier les fréquences de précession
des spins et induire ainsi un décalage des phases entre les lignes. A I’arrét de G, les protons

situés sur la méme ligne (perpendiculaire a G4 ) auront la méme phase.

(3) Le gradient de codage de fréquence Go (ou Gy) permet de sélectionner les différentes
colonnes a I’intérieur du plan de coupe. Il est appliqué perpendiculairement au gradient de
codage de phase et simultanément au recueil du signal. L’application de G, va modifier les
fréquences de précession et conduire a des colonnes de protons avec des vitesses de
précession identiques. Il faut souligner que I’impulsion RF excite simultanément tous les
protons de la coupe mais seulement un signal en écho est enregistré pour une ligne (étape de
I’encodage de phase). Par conséquent, la séquence (comprenant sélection de coupe, gradient
de phase et gradient de fréquence) doit étre répétée plusieurs fois afin d’attribuer un signal a

chaque ligne de I’image.

A chaque répétition, la méme sélection de coupe et de codage de fréquence sont réalisés mais
une incrémentation du gradient codage de phase est effectuée. Dans la figure 1.8, un exemple
d’une image 3x3 pixels (3 lignes : L1, L2, L3 ; 3 colonnes : C1, C2, C3) est présenté. Les
protons situés sur la méme ligne ont la méme phase et les protons situés dans la méme
colonne auront la méme fréquence. Au niveau du 1¥ pixel (L1, C1), le codage du proton

est (Gy1; G, 1).

Cl C2 C3
Gol Gl Gol
Gol Go2 Gol
Gobh2 Go2 Gdh2 L2
Gol Gwow2 Gol
Gdp3 Gp3 Gp3 L3
| | 5 ~ =
' Go | Gol G2 Gowl
Go

Figure 1.8 : Application des gradients de codages de phase G et de fréquence G,
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Chaque répétition de la séquence génere un signal en écho qui est digitalisé et stocké dans une
matrice de données brutes appelée «espace k ». Les points dans I’espace k (ky, ky) sont
organisés en lignes et en colonnes. Les données de 1’espace k représentent les fréquences
spatiales contenues dans une image de résonance magnétique et elles sont converties en une

image en utilisant une double transformée de Fourrier inverse (2DTF’1) (Fig. 1.9).

Espace k Image de résonance
Direction du magnétique
codage en
phase

y

2DTF!

e o o e e e Directiondu
e o o ° ° codage en
fréquence

e o

Figure 1.9 : Obtention de I’image a partir de ’espace k

1.2. Imagerie morphologique

Cette partie a pour but de décrire les séquences IRM et les parameétres utilisés dans

I’optimisation des images lors des expériences précliniques de ces travaux de these.

1.2.1. Les séquences utilisés en IRM
Une séquence en IRM est composée : (1) d’impulsions RF permettant 1’excitation des spins
basée sur le phénomene RMN, (ii) de gradients du codage spatial de I’image et (iii) de temps
appliqués lors de I’acquisition du signal des protons (ou écho) pour I’obtention d’un contraste
donné (T1, T2, etc.). Une séquence en IRM est graphiquement représentée par un
chronogramme, lequel décrit 1’organisation temporelle des impulsions RF et des gradients

ainsi que leurs polarités.

Deux parametres de temps sont essentiels dans le paramétrage des séquences IRM : le temps
d’écho (TE) et le temps de répétition (TR). Le TE est la durée qui sépare 1’impulsion
d’excitation RF et le recueil du signal des protons (ou écho). Le TR est I’intervalle de temps

séparant les impulsions d’excitation de 90° de deux séquences consécutives.
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Il existe deux grandes catégories de séquences : écho de spin (spin echo ; SE) et écho de
gradient (gradient echo ; GE). Ces derniéres se différencient principalement par ’angle de
bascule de I’impulsion RF appliquée pour la résonance des spins (Kastler and Anstett 2011;

Helm, Merbach, and Té6th 2013; Currie et al. 2013).

1.2.1.1. Laséquence écho de spin
La séquence SE est composée d’une impulsion RF d’excitation de 90° a t=0 suivie par une
impulsion RF de refocalisation de 180° a t=TE/2 (Fig. 1.10). L’impulsion de 90° va induire le
basculement de M dans le plan transversal et I’aimantation transversale M,, devient
maximale. Cela conduit a un déphasage rapide des spins selon une courbe en T2* (relaxation
T2 avec les inhomogénéités du champ magnétique?o ). L’impulsion RF de 180° va
refocaliser les spins et permettre de compenser les inhomogénéités du champ magnétique E,) .
A t=TE, les spins sont rephasés et le signal apparait sous la forme d’un signal en écho. Le TR

est le temps nécessaire a la réapparition de 1’aimantation longitudinal M,.

Du fait que les deux impulsions RF doivent étre sélectives sur la méme coupe, les impulsions
RF de 90° et 180° coincident avec les gradients de sélection de coupe Gg,. Le gradient de
fréquence (ou de lecture) G, sert pour le codage en fréquence des colonnes de la matrice
(image), il se compose d’un lobe de déphasage et un lobe de rephasage de I’aimantation
transverse des spins (induits par ce méme gradient et par les inhomogénéités du champ BT)).
L’¢cho est enregistré simultanément au second lobe du gradient de fréquence G, a t=TE. Ce
cycle est répété au bout du TR pour enregistrer le signal de chaque ligne de 1’espace k grace a
I’incrémentation du gradient de I’encodage de phase G. Afin d’obtenir un rapport signal sur

bruit satisfaisant, le cycle de la séquence peut étre répété pour chaque ligne.
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) TR
90° 180° 90°
H // H
RF
TE a
Signal - “ /7
//
Gss J // J
G 7/
Go /ﬁ/

Figure 1.10 : Chronogramme de la séquence écho de spin (SE)
(adapté de Kastler and Anstett 2011)

La séquence SE a pour avantage d’étre résistante aux artéfacts créés par les inhomogénéités

du champ magnétique ?0). Elle est également résistante aux variations de susceptibilité
magnétique liées a I’hétérogénéité des tissus ou a la présence d’entités magnétiques. La
séquence SE permet également de réduire des artéfacts de déplacements chimiques liés a la

présence d’eau et des lipides dans le méme voxel.

La séquence SE peut étre utilisée sous la forme d’une séquence a un ou plusieurs échos. La
séquence RARE (Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement) est une séquence SE
multi-échos ou un train d’impulsions de 180° va permettre 1’obtention de plusieurs échos
successifs jusqu’a la disparition totale du signal en T2. Ces échos permettront I’obtention de
plusieurs lignes de I’espace k pour un méme TR. L’application d’une séquence SE multi-

échos a pour objectif de réduire le temps d’acquisition.

Par exemple, lorsqu’un facteur RARE 4 est appliqué, il est obtenu 4 échos et donc 4 lignes de
I’espace k sont complétées par TR. Le temps d’acquisition est divisé par 4 comparé a une
Séme

séquence SE classique (Fig. 1.11). La séquence RARE a été utilisée dans la

Chap.7 (p.160) de cette these.

partie
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90° 180° 180° 180° 180°

RF/Signal H L T :
\Il

1¢r écho
1¢r ligne

2eme 6cho | 3¢me écho | 4¢me écho

Matrice 2¢me Jjone | 3¢ [igne | 4°m¢ ligne

Figure 1.11 Séquence écho de spin multi-échos (RARE)
(adapté de Kastler and Anstett 2011)

1.2.1.2. Laséquence écho de gradient
La séquence GE differe de la séquence SE par I’angle de bascule de I’impulsion excitatrice
RF qui est généralement inférieur a 90° et par 1’absence d’une impulsion de refocalisation de
180° (Fig. 1.12). A la place, la séquence GE a un gradient de codage de fréquences bipolaire
capable de refocaliser le signal et ainsi de générer un signal en écho capable de remplir
I’espace k. L’angle de bascule de I’impulsion RF étant réduit, cela va permettre un retour a
I’équilibre rapide de 1’aimantation des spins. Ainsi, le TE et le TR seront considérablement

réduits et par conséquent le temps d’acquisition sera plus court.

L’impulsion RF d’un angle ©° (<90°) doit coincider avec le gradient de sélection de coupe
bipolaire Gg. Le gradient de codage de phase G4 permet le codage des lignes de I’espace k.
Le gradient de fréquence G, bipolaire comportant un lobe de déphasage et de rephasage va
permettre le codage des colonnes de I’espace k. Le gradient G,, va permettre 1’obtention d’un
écho de gradient qui permet la réapparition du signal (rephasage des déphasages induits
par G,,) a t=TE. Ce cycle est répété au bout du TR pour enregistrer le signal de chaque ligne

de I’espace k et pour obtenir un rapport signal sur bruit satisfaisant.

La séquence GE est sensible aux effets de susceptibilité magnétique (e.g. interface air et
tissus). Le lobe négatif du gradient G, refocalise seulement les spins qui ont été déphasés par
I’action du gradient lui-méme, contrairement a la séquence SE ou les décalages de phase
résultant des inhomogénéités du champ magnétique local sont minimisés via I’impulsion RF
de 180°. De ce fait, la séquence GE est influencée par les effets dit T2* et ne présente pas une

vraie relaxation T2.
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Figure 1.12 : Chronogramme de la séquence écho de gradient
(adapté de Kastler and Anstett 2011)
L’utilisation d’un écho de gradient avec un angle de basculement réduit permet de diminuer le
TR bien en dessous du T1 sans perte notable du signal. Cet effet s’explique aisément par la

théorie de I’angle optimum d’Ernst (© opt) donné par 1’équation 1.5.

TR
cos 8 opt = exp(_ﬁ) [1.5]

Cette théorie stipule qu’un angle de bascule optimal existe pour une combinaison de TR et
T1, et donne ainsi un signal maximal. L optimisation de I’angle de bascule de I’impulsion RF
conduit a un état d’équilibre dans lequel une majorité de I’aimantation est présente le long de

I’axe longitudinal car ’aimantation ne bascule pas complétement.

Comme le TR est réduit a une valeur inférieure au T2* dans la séquence GE, une composante
transversale de 1’aimantation persiste lors de I’impulsion RF suivante. Dans la s€équence GE
rapide appelé FLASH (Fast Low Angle Shot), I’aimantation transversale résiduelle va étre
détruite par un gradient déphaseur appelé « spoiled gradient ». Le spoiler va déphaser toute
aimantation transversale persistante et il va étre appliqué a la fin de cycle de chaque ligne

apres la lecture du signal.

Dans ces travaux de thése, la séquence FLASH a été utilisée pour réaliser 1’imagerie cérébrale
Séme

chez le rat (Cf. 2°™ partie, Chap.4, p.78) et I'imagerie abdominale chez la souris (Cf.
partie, Chap.6, p.137).
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1.2.2. Les pondérations : T1, T2 ou T2* et densité de proton
Les parametres des séquences IRM (TE, TR et angle de I’impulsion) peuvent &tre optimisés
afin d’obtenir des contrastes différents sur I’image. Cette optimisation des séquences permet
d’obtenir une « pondération » de I’image. Il existe trois catégories de pondération : T1, T2 ou
T2* et pondération de proton p (Kastler and Anstett 2011; Currie et al. 2013; Cleary and
Guimaraes 2014).

(1) Pondération T1 : Elle est liée a I’aimantation longitudinale sur 1’axe z a un TR donné.
L’intensité du signal d’un tissu avec un T1 court sera plus importante que celle dans un tissu

avec un T1 long.

(2) Pondération T2 et T2* : La pondération T2 est dépendante de I’aimantation transversale
dans le plan xy a un TE donné. L’intensité d’un tissu avec un T2 long sera plus importante

que celle d’un tissu avec T2 court. La pondération T2* tient compte de T2 et des

e
inhomogénéités inhérentes au champ constant By, .

(3) Pondération de proton p: Si un tissu contient plus de protons que ’autre (densité
protonique différente entre les tissus), cela entrainera des différences dans les vecteurs M, a

1I’équilibre.

Dans les images pondérées en T1, le tissu adipeux apparait en hypersignal (brillant) et les
fluides (liquide céphalo-rachidien, sang, etc.) apparaissent en hyposignal (gris foncé, noir). A
I’inverse dans les images T2, le tissu adipeux présente un signal intermédiaire et les fluides
sont en hypersignal. Les images pondérées en T1 sont utilisées pour 1’anatomie des tissus
mous et du tissu adipeux. Cela permet par exemple de détecter les masses de graisse dans un
tissu. Les images pondérées en T2 sont classiquement utilisées pour les fluides et les tissus
anormaux (tumeur, cedéme, inflammation, trauma). En pratique clinique, les deux
pondérations apportent des informations complémentaires et elles sont donc importantes pour

caractériser des anomalies physiopathologiques.

Afin d’obtenir les pondérations souhaitées, les parametres (TE, TR et angle de bascule)

devront étre adaptés selon le type de séquence : écho de spin ou écho de gradient (Tableaux

1.1 et 1.2).
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Tableau 1.1 : Optimisation des pondérations de la séquence écho de spin
(d'apres Kastler and Anstett 2011)

Optimisation des

Pondération . Interprétation
parametres
TR court (400-600 ms) | Le TR court favorise la pondération T1 car
TE court (15 ms) I’aimantation longitudinale ne se rétablit pas
T1 compleétement a son niveau initial a la fin de

chaque cycle. Un tissu a T1 court donnera le
signal le plus élevé. Le TE court défavorise la
pondération en T2.

Densité de

TR long (2000 ms)

Un TR long associé avec un TE court permet de

TE court (15 ms) récupérer I’ensemble de I’aimantation
proton p .. . . o
longitudinale jusqu’a sa valeur initiale.
TR long (2000 ms) Le TE long permet de favoriser la pondération en
TE long (120 ms) T2 afin d’observer la décroissance compléte de
T2 I’aimantation transversale. Un tissu a T2 long

donne le signal le plus élevé. Le TR long
défavorise la pondération en T1.

Tableau 1.2 : Optimisation des pondérations de la séquence écho de gradient FLASH
(d'apres Kastler and Anstett 2011)

Pondération

Optimisation des
parametres

Interprétation

T1

TR court (<50 ms)

TE court (10-15 ms)
Angle 0 intermédiaire
(45-90°)

Pour un angle entre 45-90°, les différences de
relaxation des tissus en T1 sont observables.

Densité de

TR long (200-400 ms)
TE court (10-15 ms)

Pour un petit angle 0, I’aimantation longitudinale

reste proche de 1’état d’équilibre ﬁo: la récupération

proton p | Angle 6 petit (5-20°) du signal est quasi compléte et donc minimise la
pondération T1. Le TE court réduit les effets T2*.

TR long (200-400 ms) | Un petit angle 6 minimise la pondération T1. Le TE

TE long (30-60 ms) long maximise I’effet T2* mais avec une réduction

T2* Angle 0 petit (5-20°) rapide du rapport signal sur bruit et 1’apparition

d’artéfacts (de mouvement ou liés a

I’inhomogénéité du champ magnétique).
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1.2.3. Les informations quantitatives obtenues des images IRM
A partir des images IRM, une région d’intérét (region of interest ; ROI) peut étre dessinée afin
d’obtenir des informations sur le signal d’un tissu donné. Dans le cadre de ces travaux de
theése, deux types d’informations ont été recueillies sur le signal : 1’intensit¢é moyenne du

signal et les paramétres quantitatifs de la texture.

(1) L’intensité moyenne du signal : L’intensité de niveau de gris est mesurée a 1’aide du
logiciel Paravision 5.1 (Bruker, Ettligen, Allemagne) au sein d’une ROI et cela permet
d’obtenir des informations sur la relaxation des protons (T1, T2 ou p) dans le tissu (Cf. 2°™

partie, Chap.4, p.78).

(2) L’analyse de texture : C’est une méthode d’analyse plus fine que la mesure de I’intensité
moyenne du signal car elle permet d’obtenir des informations sur I’organisation des niveaux
de gris des pixels. L’analyse de texture est un ensemble de calculs matriciels qui permettent
de quantifier 1’intensité et 1’agencement des pixels en fonction de leurs niveaux de gris. Ces
méthodes se révelent plus sensibles que I’ceil humain car celui-ci ne peut pas distinguer deux

textures identiques par leurs statistiques de second ordre (Martin and Pomerantz 1978).

Dans ces travaux de thése (Cf. 3°™ partie, Chap.6, p.137), I’analyse de texture a été effectuée
au niveau du foie a 1’aide du logiciel Mazda 4.6 (Szczypinski et al. 2009), lequel permet de

calculer de trés nombreux parametres de texture.

Deux catégories de méthodes d’analyse de texture seront utilisées dans la theése: (i) de
premier ordre par la méthode de I’histogramme des intensités et (ii) de second ordre par la
matrice de cooccurrence (Materka 2004). Ces différentes méthodes ont été largement

discutées dans une précédente these (Herlidou 1999).

La méthode de I’histogramme du premier ordre est appliquée au sein de chaque pixel d’une
ROI afin de déterminer la fréquence d’apparition de chaque niveau sur 1’échelle des gris.

La méthode de matrice de cooccurrence (ou méthode de dépendance spatiale des niveaux de
gris) permet de caractériser la fréquence d’apparition d’un motif formé de deux pixels séparés
par une certaine distance d dans une direction particuliére @ par rapport a 1’horizontale. La
taille de la matrice est N, x N, avec N, correspond au maximum de niveaux de gris de

I’image.
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Dans I’exemple de la figure 1.12, ’image initiale posséde 4 niveaux de gris et la matrice de
cooccurrence sera de 16. Pour une texture grossiere, les valeurs de la matrice sont concentrées
sur la diagonale principale. Par contre, dans le cas d’une texture plus fine, les valeurs de la

matrice sont dispersées.

o i Matrice de cooccurrence
Image initiale

avec 4 niveaux de gris A (d=1, 6=0°)
2] s 4
1 : 10202
I 2 (1111210
il - 3/10]1]10]0
ol el 4 (01 ]1]1

Figure 1.12 : Exemple de construction d’une matrice de cooccurrence
(d'apres Herlidou 1999)
Une fois la matrice de cooccurrence réalisée, il est possible d’en extraire par un calcul
matriciel les parametres de texture. Ils sont résumés dans le tableau 1.3 et les équations
correspondantes sont en Annexe 1 (p.218). Ces parametres donnent une information sur la

finesse, la directionnalité et la granularité de la texture.

Table 1.3 : Méthodes d’analyse de texture et les parametres correspondants

Méthode d’analyse de texture Parametres de texture
Histogramme des niveaux de gris Moyenne
Variance
Skewness
Kurtosis
Percentiles (1%, 10%, 50%, 90%, 99%)
Matrice de cooccurrence (d =1, 8= 0°) Energie
Avec d = distance entre les centres des pixels Contraste
au sein du motif et § = [’orientation de ce motif | Corrélation
Variance
Homogénéité
Entropie
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L’analyse de texture se divise en 4 étapes : (i) la sélection des ROI chez le sujet (ici, le foie de
souris), (ii) analyse de texture des ROI par le logiciel Mazda, (iii) obtention des parametres

quantitatifs dont I’ensemble constitue le profil de texture.

Dans I’exemple de figure 1.13, les régions d’intéréts (ROI) sont sélectionnées au niveau du
foie chez des souris controles et des souris traitées. Apres I’obtention des profils de texture,
une comparaison est réalisée par une analyse statistique multivariée. L’utilisation de
statistique multivariée est indispensable compte tenu du nombre important de variables (les

parametres de texture) et d’observations (les foies de souris).

1) Sélection des ROI 2)Analyse de texture des ROI 3) Profils de texture

Souris contréle

Histogrammes : Ll B 5
intensité des niveaux de gris
Souris traitée Matrice de cooccurrence : ‘
tréquence d’apparition dun +

~

motif de 2 pixels } } ' +|' t

Figure 1.13 : Les étapes de ’analyse de texture
Les symboles { représentent les paramétres de texture.
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1.3. Imagerie de diffusion

1.3.1. Imagerie pondérée en diffusion
L’imagerie pondérée en diffusion (Diffusion Weighed Imaging ; DWI) est une technique qui
a pour but de mettre en évidence les mouvements microscopiques de 1’eau dans les tissus en
mesurant le mouvement brownien aléatoire des molécules d’eau. La mesure de ces
mouvements permet de caractériser 1’intégrité cellulaire et tissulaire dans divers processus

physiologiques et pathologiques.

La diffusion est un phénomeéne de transport aléatoire qui décrit le transfert des molécules
d’eau d’un emplacement a un autre. Dans un fluide homogene sans barriere physique, une
molécule d’eau parcourt une distance r en un temps donné t (Alexander et al. 2007; Nicolay
et al. 2001). Ces mouvements aléatoires de la molécule d’ecau suivent une distribution
gaussienne et ils peuvent étre décrits dans un espace tridimensionnel par I’équation de

diffusion d’Einstein-Smoluchowski (Eq. 1.6).

Jr?)=+eDt [1.6]

Avec D, le coefficient de diffusion en mm?*/s ; (r2), la moyenne du déplacement au carré ; t,

le temps de diffusion.

Le coefficient de diffusion varie en fonction de la viscosité et la température du fluide et il

peut étre défini par I’équation de Stokes-Einstein (Eq. 1.7).

D kT 1.7
~6mnp [1.7]
Avec k, constante de Boltzmann ; T, température absolue ; n, viscosité du milieu ; p, rayon

atomique.

Le coefficient de diffusion de 1’eau pure a 20°C est autour de 2.10”° mm?/s et il est identique
dans toutes les directions dans un milieu homogene (Alexander et al. 2007). Dans les tissus
biologiques, la diffusion de I’eau est restreinte par les membranes cellulaires et les organites
(structures sous-cellulaires). Cela conduit les molécules d’eau a prendre des voies plus

complexes et induit ainsi une diminution de 7.

24



1¢re partie : Caractérisation structurale et métabolique par IRM et 1H SRM

De plus, la probabilité pour ces molécules de rencontrer un obstacle en fonction du temps est
dépendante de la direction. En effet, si une courte durée est considérée, la diffusion des
molécules d’eau est assimilée a une diffusion dans un milieu homogene. Si une durée plus
longue est prise en compte, la probabilit¢é de rencontrer un obstacle augmente
significativement. En DWI, il est donc mesuré un coefficient de diffusion apparent (apparent
coefficient diffusion ; ADC) et il est dépendant de I’intervalle de temps pendant lequel la

diffusion est mesurée (Le Bihan 1995).

Dans un tissu ou les mouvements des molécules d’eau sont faciles et donc 1’agitation
moléculaire est importante, la diffusion des molécules d’eau sera ¢élevée. Ce type de diffusion
est appelée isotrope et c’est le cas dans le liquide céphalo-rachidien. Au contraire, dans un
tissu ou D’agitation moléculaire est réduite par la présence de barrieres moléculaires, la
diffusion des molécules d’eau sera faible. C’est le cas d’une diffusion dite anisotrope,
comme par exemple au sein de la substance blanche ou les mouvements de I’eau vont étre
contraints par le milieu riche en fibres myélinisées et les molécules d’eau diffusent dans une

direction privilégiée (Fig. 1.13).

Isotropie de diffusion Anisotropie de diffusion
Gradient Gradient
de diffusion de diffusion
Cellule Fibre
Signal
Signal
Signal Gradient Signal Gradient

de diffusion de diffusion

Figure 1.13 : Représentation schématique de I’isotropie et de ’anisotropie de diffusion
(adapté de Kastler and Anstett 2011)

En 1965, Stejskal and Tanner introduisent des gradients pulsés dans une séquence spin écho
(Pulse Gradient Spin Echo: PGSE) permettant ainsi de sensibiliser le signal RMN a la
diffusion (Stejskal and Tanner 1965). Cette séquence consiste au placement de deux gradients
de diffusion autour de I’impulsion RF de refocalisation (180°). Le signal est pondéré par la
diffusion des spins au temps TE. En effet, les mouvements des protons de 1’eau vont entrainer
des déphasages en présence de gradients de diffusion, ce qui va entrainer une diminution du
signal. Ces déphasages sont d’autant plus importants que les mouvements des protons de I’eau

sont rapides.

25



1¢re partie : Caractérisation structurale et métabolique par IRM et 1H SRM

Actuellement, la séquence PSGE est utilisée avec un gradient de lecture EPI (echo-planar
imaging ; EPI) (Fig. 1.14). L’EPI est une technique IRM rapide dans laquelle une oscillation
rapide de gradients de trés hautes amplitudes est utilisée pour générer de multiples échos de
gradients pour chaque TR. Dans la technique EPI single-shot, toutes les étapes de 1’encodage

de phase (toutes les lignes de la matrice de I’image) sont acquises en un seul TR.

0 ]
o
een sl |
I —
wo ool M B IEEREERN
I 1000
000 i = 7000

Gradients de Gradients de lecture
diffusion bipolaire EPI

Figure 1.14 : Séquence écho de spin avec imagerie écho planaire (SE-EPI)
(adapté de Kastler and Anstett 2011)
Une paire de gradients de diffusion est appliquée avec une intensité G pendant une durée 6 et
un délai A entre les deux gradients de diffusion. L’EPI va permettre de générer de multiples

échos pour chaque TR.

La sensibilité de la séquence au phénomene de diffusion est dépendante de I’efficacité des
gradients de diffusion et elle est caractérisée par un facteur b qui est défini par I’équation 1.8.
La valeur de b peut étre comprise entre 0 a 3000 s/mm? selon I’intensité et la durée du

gradient, ou encore le délai entre I’application des deux gradients.

b=(68)? (a-5/3) [18]
Avec b, intensité des gradients de diffusion ; y, rapport gyromagnétique ; G, amplitude du
gradient ; 8, durée d’application du gradient ; A, temps séparant [’application des deux

gradients de diffusion.
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La séquence de diffusion est appliquée successivement dans les trois axes (G, ou Gy, G4 ou
Gy, Gss ou G,), ainsi 3 images pondérées en diffusion dans chaque axe sont générées pour une
coupe. En pratique, une série de coupes pondérées en T2 est acquise avec b=0 puis avec un
facteur b compris entre 500 et 3000 s/mm?. L’intensité du signal par les gradients de diffusion

est définie par 1’équation 1.9.
S = Spe P2 [1.9]

Avec S, signal d’une acquisition avec b>0; Sy, signal d’une acquisition avec b=0; b,

’intensité des gradients de diffusion ; D, coefficient de diffusion.

A partir des images de diffusion, I’ADC est calculé en mm?/s et il caractérise ’atténuation du
signal liée au phénomene de diffusion des molécules d’eau dans les tissus dans une direction
donnée (Eq. 1.10).

Log (§/Sy) = —=b.ADC [1.10]

Afin de définir I’ADC moyen dans un espace tridimensionnel, il faut faire une moyenne des

valeurs des ADC obtenues dans les trois directions de mesure (x, y, z) (Eq. 1.11).

ADC, + ADC, + ADC,
3

ADCproyen = [1.11]

Une cartographie ADC peut étre générée par reconstruction en post-traitement, cela consiste a
effectuer un moyennage de chaque pixel provenant des trois images de diffusion pour chacune
des coupes. Sur une cartographie de I’ADC, les zones de diffusion réduite (protons
immobiles) apparaissent en hyposignal alors que les zones contenant des molécules a

diffusion élevée (protons mobiles) présentent un hypersignal.

1.3.2. Imagerie des tenseurs de diffusion
L’imagerie des tenseurs de diffusion (Diffusion Tensor Imaging ; DTI) est basée sur le
principe de diffusion anisotrope précédemment décrit. De maniere similaire a la DWI, la DTI
apporte des informations sur la mobilité¢ des molécules d’eau dans les tissus biologiques. La
principale différence réside dans I’apport de données quantitatives sur la directionnalité des

mouvements des molécules d’eau au sein du tissu.

La diffusion de I’eau peut étre altérée par les changements dans la microstructure tissulaire.
Par conséquent, I’imagerie des tenseurs de diffusion est un puissant outil pour caractériser les

changements physiopathologiques au niveau microstructural.
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Pour mettre en évidence ces mouvements en DTI, il faut faire appel a la notion mathématique
du tenseur. Ce modele est représenté par un ellipsoide dans un espace tridimensionnel, chacun

des axes principaux caractérise la diffusion dans ces trois directions principales (Fig. 1.15).

4

€1 .44

g7 ,42

£33 [ >

X

Figure 1.15 : Représentation schématique du tenseur par un ellipsoide défini par ses
vecteurs propres (£; ; €, ; £3) et ses valeurs propres (A 5 A2 5 A3).
(adapté de Kastler and Anstett 2011)

Le tenseur de diffusion D est décrit par une matrice 3 x 3 dans ’espace de référence x, y, z

avec 9 éléments non nuls (Eq. 1.12)

Dxx Dxy Dxz
Dyx Dyy Dyz
Dzx Dzy Dzz

D= [1.12]

Il faut diagonaliser cette matrice pour chaque voxel composant 1’image finale. La matrice
étant symétrique, il faut donc appliquer 6 gradients de diffusion dans 6 directions non
colinéaires pour résoudre cette matrice. Cela permettra de caractériser 1’ellipsoide décrit par 3
vecteurs orthogonaux (g7 ; €, ; €3) avec 3 valeurs propres correspondantes (A; ; A, ; A3). Ainsi,
les vecteurs propres donnent les principales directions des molécules d’eau en fonction de
I’anisotropie pour chaque voxel. Les valeurs propres du tenseur représentent 1’amplitude de la

diffusion en fonction de ses directions principales, et donc la forme de 1’ellipsoide.

A partir des images de DTI obtenues dans les 6 directions et une image sans pondération de
diffusion, les deux mesures effectuées sont la diffusivité moyenne (mean diffusivity ; MD) et
la fraction d’anisotropie (FA) du tenseur de diffusion lesquelles sont invariantes en fonction

de la rotation de I’espace de diffusion.
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La MD est la moyenne des valeurs propres exprimée en mm>/s (Eq. 1.14). Elle correspond a
la vitesse des mouvements des molécules d’eau. Elle est équivalente a la mesure de I’ADC

moyen le long des directions principales de diffusion (Eq. 1.13).

AL+ A, +A
MDz% [1.13]

La FA a été décrite initialement par Basser et Pierpaoli (1996). La FA quantifie le degré de
directionnalité de la diffusion avec des valeurs comprises entre 0 (milieu isotrope) a 1 (milieu

anisotrope) (Eq. 1.14).

o j(ll—MD)z + (l,—MD)? + (A3 — MD)? 114

242+ 2,54 239

L’amplitude des valeurs propres peut étre affectée par des changements dans la microstructure
tissulaire locale, des changements physiologiques (e.g. le vieillissement) ou des pathologies
(e.g. épilepsies partielles) (Sullivan and Pfefferbaum 2006; Guye et al. 2008). Une
cartographie de la FA peut étre réalisée en fonction des principales directions : bleu pour la
direction haut-bas, vert pour la direction antéro-postérieur et rouge pour la direction droite-

gauche (Fig. 1.16).

Cortex cérébral
Corps calleux
Ventricules latéraux
Hippocampe

Haut

Bas

Figure 1.16 : Cartographie de la fraction d’anisotropie au niveau cérébral chez une
souris.

Dans ces travaux de these, la séquence EPI-DTI a été utilisée pour mesurer la MD et la FA

chez la souris (Cf. 3°™ partie, Chap.7, p.160).
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Chapitre 2 : Principe de la SRM et
quantification des métabolites
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2.1. Spectroscopie par Résonance Magnétique du proton in vivo

2.1.1. Les principes de base de la 1H SRM
La spectroscopie par résonance magnétique du proton ("H SRM) est basée sur le phénomene
de la relaxation des protons (Cf. 1.1.1, p.8). La SRM permet d’obtenir des informations sur les
composés chimiques et leurs concentrations dans un tissu biologique. Pour rappel, le signal de
relaxation obtenu en SRM est un signal de précession libre (FID) caractérisée par: une
amplitude (A), une fréquence d’oscillations (Aw), une phase initiale (¢o) et une fonction

décrivant la décroissance du signal dépendante du temps de relaxation T2* (Fig. 2.1).

Signal (S)
Décroissance du signal
~A.e e

Phase  H-HHH-H-HHHA A A A A asssmesacaz=
initiale ¢y Temps (t)

Oscillations
~h,

Figure 2.1 : Les parametres du signal de précession libre (FID)
(adapté de Jiru 2008)

Aprées I’obtention du signal de relaxation FID sous la forme d’une sinusoide amortie dans le
domaine temporel, une transformée de Fourier est appliquée afin d’obtenir un spectre c’est-a-
dire les signaux des protons dans le domaine fréquentiel. La relaxation sera différente pour
chaque proton situ¢ dans un environnement chimique différent, et permet donc d’acquérir un
spectre dans lequel chaque raie de résonance va correspondre a I’emplacement déterminé d’un

proton dans un groupement chimique.

En effet, le retour a I’équilibre se produit pour des fréquences légerement différentes selon
I’environnement chimique et électronique des protons. Ce phénomene est appelé le
déplacement chimique. Les électrons qui se trouvent au voisinage du proton vont constituer
un écran au champ magnétique impos€ a ce proton. Ainsi, les protons sont soumis a une
induction magnétique diminuée d’un facteur comportant la constante d’écran c. Par exemple,

un proton lié¢ a un oxygene ne présente pas la méme constante d’écran qu’un proton lié a un

carbone.
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Cet effet est décrit par 1I’équation de blindage (Eq. 2.1) et la fréquence de Larmor (Cf. Eq. 1.1,
p.9) est modifiée en conséquence (Eq. 2.2) (de Graaf 2007).

Y
v= (E)B0 (1-0) [22]
Avec By, le champ magnétique effectif ; By, le champ magnétique constant ; o, la constante

d’ecran.

Le déplacement chimique est directement li¢ a la constante d’écran et il est défini par
I’équation 2.3 (de Graaf 2007).

vV — Vref

5= [2.3]

Vre f
Avec 0, le déplacement chimique en ppm ; v, la fréquence du composé étudié ; vy, le composé
de référence. Classiquement en RMN, c’est le tétramethysylane (TMS). En SRM in vivo, le N-

acétyl aspartate (NAA) résonnant a 2.01 ppm sert de référence interne.

Au final, chaque proton de chaque molécule donne un signal différent et donc un pic de
résonance différent sur le spectre. La grandeur en abscisse d'un spectre est le déplacement
chimique en partie par million (ppm) et I’amplitude du signal des pics est en ordonnée.
L’amplitude du signal est proportionnelle a la quantité du noyau contenu dans un groupement

chimique donné de la molécule (Fig. 2.2).

Amplitude I
du signal
'ﬁl
Transformée \l
de Fourier \
i
1 ,
vy v, Déplacement
chimique
en ppm

Figure 2.2 : Schéma de I’obtention du spectre 'H aprés la transformée de Fourier du
signal de précession libre (FID)
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2.1.2. La 1H SRM localisée monovoxel
La 'H SRM localisée monovoxel est une technique non invasive permettant 1’obtention
d’informations biochimiques dans un volume d’intérét au sein d’un tissu. La sélection spatiale
du volume d’intérét (voxel) et le recueillement du signal sont déterminés par 1’intersection de
trois plans orthogonaux. La sélection de ces plans est obtenue a I’aide de trois impulsions RF

successives associées a un gradient de sélection dans chaque axe (x, y, z).

2.1.2.1. Lesséquences en 'H SRM localisée monovoxel
Les deux principales séquences utilisées en SRM sont la séquence STEAM (Stimulated Echo
Acquisition Mode) et la séquence PRESS (Point Resolved Spectroscopy). La séquence
STEAM est basée sur une succession de trois impulsions RF 90° afin d’obtenir un écho
stimulé. La séquence PRESS quant a elle est basée sur des impulsions RF de 90°-180°-180°
permettant I’enregistrement d’un signal en écho de spin. La séquence PRESS a été choisie
dans le cadre de ces travaux de these car la séquence STEAM possede un ratio signal sur bruit
plus faible et elle permet de récupérer seulement la moiti€é du signal comparé a un écho de

spin (de Graaf 2007; Kastler and Anstett 2011).

La séquence PRESS se base sur le principe d’un écho de spin double avec une impulsion RF
(90°) d’excitation suivie par deux impulsions RF de refocalisation (180°). Les trois
impulsions RF de 90°-180°-180° sont associées a des gradients dans chaque axe (X, y, z) et
permettent la sélection du voxel d’intérét. Aprés la premiére impulsion de 180°, un 1% écho
est généré a TEI correspondant a I’intersection de deux plans orthogonaux et dont le signal
n’est pas enregistré. A la suite de la deuxiéme impulsion de refocalisation, un 2™ écho est

créé a TE2 correspondant au signal du volume d’intérét (Fig. 2.3).

La résolution spectrale c’est-a-dire la capacité a différencier les pics est dépendante de
I’intensité du champ magnétique constant B_O). En effet, le SNR augmente linéairement avec le

champ B_O). Néanmoins, il est important de souligner que 1’augmentation du champ BT, va
augmenter les effets de susceptibilité magnétique et influencer les temps de relaxation des

métabolites. Le temps de relaxation longitudinal T1 s’allonge avec 1’augmentation du champ

B_O) tandis que le temps de relaxation transversal T2 tend a diminuer.
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Figure 2.3 : Chronogramme de la séquence PRESS (Point Resolved Spectroscopy)
(adapté de Kastler and Anstett 2011)
2.1.2.2. L’homogénéisation du champ magnétique constant
Une étape essentielle dans les protocoles SRM est de corriger des inhomogénéités du champ
magnétique constant B_O) car elles interférent dans la qualité spectrale en altérant la largeur
des pics et en accentuant leurs superpositions. Préalablement a la séquence PRESS, il est donc
nécessaire de réaliser une homogénéisation expérimentale du champ magnétique (« By

shimming ») dans le voxel d’intérét. Cela consiste a la création et a la superposition d’un

champ magnétique secondaire afin de corriger le champ _B—(; effectif.

En pratique, ces corrections sont réalisées par la superposition de champs magnétiques

linéaires créés par des bobines avec une variation spatiale définie par des fonctions
P . . . L. d el .

mathématiques dites harmoniques sphériques de 2" ordre (similaire aux gradients au codage

spatiale de I’image) (Juchem and de Graaf 2017).

2.1.2.3. Lasuppression de I'’eau
En comparaison avec la concentration des protons de 1’eau, les composés chimiques au sein
des organes sont de trés faibles concentrations (de 1’ordre de 10 mM). Un module de
suppression du signal de 1’eau est donc incorporé en amont dans la séquence PRESS. En effet,
le signal de I’eau est de trés grande amplitude et sa fréquence de résonance est proche de
celles des composés d’intérét. Par conséquent, lorsque le signal de 1’eau n’est pas
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correctement éliminé, cela conduit a une superposition aux pics d’intéréts et induit une

distorsion de la ligne de base altérant la quantification spectrale.

Le motif de base utilisé pour saturer le signal de 1’eau est appelé CHESS (Chemical Shift
Selective). Il consiste en une impulsion RF sélective pour la fréquence de résonance de 1’eau
(4,7 ppm) qui bascule I’aimantation longitudinale des protons de 1’eau dans le plan
transversal, lequel est suivi d’un gradient déphasant I’aimantation transversale des molécules
d’eau. Cette saturation du signal des protons de 1’eau est effectuée sans altération du signal
des protons des autres molécules. De plus, la saturation des protons de I’eau doit étre réalisée
dans un délai court avant la premicre impulsion RF de la séquence PRESS dans le but d’éviter

le retour de I’aimantation longitudinale des protons de 1’eau.

Dans le cadre de cette these, le module VAPOR (Variable Pulse power and Optimized
Relaxation delays) a été utilisé afin d’obtenir une suppression de I’eau optimale. En effet, le
module VAPOR contient sept a huit motifs CHESS dont les délais entre les impulsions RF
sont optimisés de maniere robuste afin que 1’aimantation transverse induite par le signal des
protons de I’eau soit quasi-nulle. Dans la figure 2.4, le diagramme du module VAPOR est
présenté. Les délais de t; a t; entre les motifs CHESS sont respectivement optimisés aux
valeurs suivantes : 150 ms, 80 ms, 160 ms, 80 ms, 100 ms, 30 ms et 26 ms. Pour une
relaxation T1 de I’eau fixée a 1,5 s, trois valeurs d’angle de bascules B (65°, 95° et 125°) ont
été calculés et ils conduisent a éliminer 1’aimantation longitudinale des protons de I’eau (Mz
(t) = 0) a t; (Xin and Tkac 2017).

1.8°B 1.8°p 1.8°8
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0.6 -
0.4 —
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M,(t) / M,(0)

0.0 -

0.2
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06}

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
time (s)

Figure 2.4 : Diagramme du module de suppression d’eau VAPOR
(issue de Xin and Tkac 2017)
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2.1.2.4. Lasuppression du signal en dehors du voxel d’intérét
De plus, un module de localisation OVS (Outer Volume Selection) doit étre appliqué pour
obtenir le signal seulement a I’intérieur du voxel. Le module OVS sert & supprimer le signal
en dehors du voxel sans perturber I’aimantation a DI’intérieur du voxel. Pour cela, des
impulsions de sélection de coupes sont utilisées pour exciter I’aimantation hors du voxel et
laquelle est immédiatement déphasée par des gradients appelés « crushers ». Classiquement,
les éléments OVS sont utilisés en amont de la séquence PRESS et ils sont intercalés avec le

module VAPOR (Xin and Tkac¢ 2017).

2.1.3. Les métabolites présents dans le cerveau et le foie par tH SRM
Les composés chimiques détectés dans un organe sont appelés métabolites et refletent le
métabolisme de cet organe. Le métabolisme est défini comme I’ensemble des réactions
chimiques nécessaires aux processus physiologiques au sein d’un organisme (e.g.
neurotransmission, synthese des lipides) (Berg 2015). De ce fait, le profil métabolique détecté
par 'H SRM est propre a chaque organe étudié et il pourra également varier en fonction de la

structure au sein d’un méme organe ou selon les conditions physiopathologiques.

Dans cette partie, il est présenté les métabolites et leurs déplacements chimiques
classiquement obtenus au sein du cerveau et du foie. Ces données servent de connaissances
préalables pour I’identification et la quantification des métabolites. Ces connaissances
préalables sont obtenues en réalisant des spectres in vifro (métabolites seuls ou extraits
tissulaires) par RMN a des champs magnétiques équivalents aux expériences SRM in vivo (de

Graaf 2007).

2.1.3.1. Profil métabolique du cerveau
Le spectre 'H obtenu chez une souris 2 7T est représenté figure 2.5. Les déplacements
chimiques des principaux métabolites détectés dans le cerveau sont répertoriés dans le
tableau 2.1. Les métabolites peuvent €tre divisés en trois catégories : les neurotransmetteurs,

les marqueurs de ’homéostasie cellulaire et les métabolites spécifiques a un compartiment.
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Figure 2.5 : Spectre 'H SRM obtenu au niveau de ’hippocampe chez la souris & 7T

(1) Les neurotransmetteurs sont les molécules chimiques nécessaires a la transmission du

message nerveux.

L’acide y aminobutyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur inhibiteur du systéme
nerveux central. Il est difficile de le détecter dans des conditions physiologiques en raison de
sa faible concentration dans le cerveau (autour de 1 mM chez I’Homme et le rat) et de sa
superposition avec d’autres pics (Pfeuffer et al. 1999; Tkac et al. 2003; Govindaraju, Young,
and Maudsley 2000).

Le glutamate (Glu) est le principal neurotransmetteur excitateur. Il sert de précurseur a la
synthése du GABA, du glutathion (tripeptide antioxydant) et de protéines. Le glutamate est
présent dans le cerveau a une concentration de 6-12,5 mM chez I’Homme et le rat (Pouwels
and Frahm 1998; Pfeuffer et al. 1999; Govindaraju, Young, and Maudsley 2000; Tkac et al.
2003). Le glutamate est présent trés largement dans les neurones glutamatergiques et de

maniere moindre dans les neurones GABAergiques et les astrocytes (de Graaf 2007).

La glutamine (GIn) est un acide aminé important dans le métabolisme intermédiaire du fait
de son rdle dans le cycle glutamine-glutamate. La glutamine est synthétisée dans les
astrocytes a partir du glutamate par I’enzyme glutamine synthétase et elle peut étre dégradée
en glutamate par la glutaminase dans les neurones. La glutamine est principalement localisée
dans les astrocytes a une concentration de 2-4 mM chez ’Homme et le rat (Pfeuffer et al.

1999; Govindaraju, Young, and Maudsley 2000; Pouwels and Frahm 1998).
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Le N-acétyl aspartyl glutamate (NAAG) est un dipeptide de 1’aspartate N-substitué et du
glutamate. Il semble impliqué dans la neurotransmission excitatrice et il sert de source de
glutamate. La concentration de NAAG varie entre 0,6 et 3 mM chez I’Homme et le rat

(Fuhrman et al. 1994; Pouwels and Frahm 1997).

L’aspartate (Asp) est un acide aminé non essentiel présent a une concentration de 1-2 mM
au niveau cérébral chez I’Homme et le rat. 11 a une fonction de neurotransmetteur excitateur

(Pfeuffer et al. 1999; Govindaraju, Young, and Maudsley 2000).

(2) Les marqueurs de I’homéostasie cellulaire interviennent dans différents processus

physiologiques.

Le lactate (Lac) est le produit final de la glycolyse anaérobie. Il est présent au niveau
cérébral a trés faible concentration (~0,5 mM) mais il tend a augmenter lors de I’hypoxie,
I’accident vasculaire cérébral ischémique et les tumeurs. En '"H SRM in vivo, le pic de lactate

se superpose au signal des macromolécules (de Graaf 2007).

La créatine (Cr) et la phosphocréatine (PCr) sont présentes dans les cellules neuronales et
gliales. Elles jouent un role clé dans le métabolisme énergétique en agissant comme tampon
énergétique en maintenant les niveaux d’adénosine triphosphate (ATP). En effet, la créatine
kinase catalyse la réaction de phosphocréatine en créatine, ce qui entraine la production
d’ATP. La concentration de créatine totale (Cr+PCr) est plus élevée dans la substance grise
(~6,4-9,7 mM) que la substance blanche (5,2-5,7 mM) chez I’ Homme (Pouwels and Frahm
1998; Saunders et al. 1999; de Graaf 2007). Une concentration similaire (8,3-9 mM) est
mesurée dans le cerveau de rat (Pfeuffer et al. 1999; Tkac et al. 2003).

La choline (Cho), la phosphocholine (PCho) et la glycérophosphocholine (GPC) sont
souvent regroupées sous le terme de composés contenant de la choline (CCC). En effet, les
déplacements chimiques de ces composés provenant du groupe méthyle de la choline sont
extrémement proches. La PCho et la GPC contribuent principalement au signal contrairement
a la choline libre. Les CCC sont impliqués dans la voie de biosynthese et de dégradation des
phospholipides lesquels entrent dans la composition des membranes cellulaires. Les CCC sont
par conséquent des biomarqueurs du renouvellement membranaire et ont une concentration de

1-2 mM chez I’ Homme et le rat (Pouwels and Frahm 1998; Pfeuffer et al. 1999).
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La taurine (Tau) est un acide aminé non essentiel qui semble posséder un rdle
d’osmorégulateur et de modulateur de la neurotransmission. Il a une concentration moyenne
de 1,5 mM chez I’'Homme et 6-8 mM chez le rat et (Govindaraju, Young, and Maudsley
2000; Tkac et al. 2003).

(3) Deux métabolites spécifiques a un_compartiment cellulaire sont mesurés dans le

cerveau.

Le N-acétyl aspartate (NAA) a été proposé comme un marqueur du dysfonctionnement
neuronal. Sa fonction dans le systéme nerveux central n’est pas clairement établie, il semble
impliqué dans des fonctions d’osmorégulation, de synthése de la myéline et des acides gras.
La concentration du NAA n’est pas homogene, elle est plus importante dans la substance
blanche (8-11 mM) que dans la substance grise (6-9 mM) (Pouwels and Frahm 1997). Dans le

cerveau de rat, une concentration moyenne de 7,6-10 mM a été mesurée (Tkac et al. 2003).

Le myo-Inositol (ml) est une molécule cyclique avec six fonctions alcools. En '"H SRM, Ie
ml possede six déplacements chimiques détectés de maniere trés rapprochée et cela a pour
conséquence une superposition trés marquée. La fonction du ml n’est pas ¢€lucidée, il a
néanmoins été proposé comme un marqueur des cellules gliales. 1l est présent au niveau
cérébral a une concentration de 4-8 mM chez I’Homme et le rat (Pouwels and Frahm 1998;

Pfeuffer et al. 1999).

Il est & noter qu'une fraction significative des signaux détectés en 'H SRM provient de
macromolécules (e.g. les lipides) et ils sont sous-jacents aux signaux des métabolites. Un
minimum de 10 signaux de macromolécules (MM) peut étre dénombré : MM1 (0.93 ppm) ;
MM2 (1.24 ppm) ; MM3 (1.43 ppm) ; MM4 (1.72 ppm) ; MMS5 (2.05 ppm) ; MM6 (2.29
ppm) MM7 (3.00 ppm) ; MMS8 (3.20 ppm) ; MM9 (3.8-4.0 ppm) ; MM10 (4.3 ppm).
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Tableau 2.1 : Principaux métabolites détectés par "H SRM in vivo dans le cerveau

(d'apres de Graaf 2007)
Catégorie Métabolite Groupement Déplacement
chimique chimique (ppm)

Neurotransmetteurs | Acide y aminobutyrique °CH, 2.28
(GABA) ’CH, 1.89

‘CH, 3.01

Glutamate (Glu) ‘CH 3.75

°CH, 2.04

CH, 2.35

Glutamine (Gln) ‘CH 3.76

°CH, 2.12

‘CH, 2.46

N-acétyl aspartyl glutamate °CH; (acétyl) 2.04

(NAAG) CH, (glutamate) 2.05

Aspartate (Asp) ‘CH 3.89

°CH, 2.80

Homéostasie Lactate (Lac) ‘CH 4.10
cellulaire °CH; 1.31
Créatine (Cr) CH; 3.03

CH, 391

Phosphocréatine (PCr) CH; 3.03

°CH, 3.93

Choline (Cho) (CH3)3 (choline) 3.19

Phosphocholine (PCho) (CH3)3 (choline) 3.21
Glycérophosphocholine (GPC) | (CHs); (choline) 3.21

Taurine 'CH, 3.42

°CH, 3.25

M¢étabolites N-acétyl aspartate (NAA) 2CH3 (acétyl) 2.01
spécifiques a un ’CH (aspartate) 2.67
compartiment °CH, (aspartate) 2.49
cellulaire Myo-Inositol (mI) 'CcH 3.52
‘CH 4.05

’CH 3.52

‘CH 3.61

°CH 3.27

°CH 3.61
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2.1.3.2. Profil métabolique du foie

Le spectre 'H obtenu chez une souris 2 7T est représenté figure 2.6. Les déplacements
chimiques des principaux métabolites détectés dans le foie sont répertoriés dans le tableau
2.2. Les métabolites détectés peuvent €tre répertoriés en trois catégories : les lipides (L1 a

L6), les composés contenant de la choline (CCC) et les glucides (Corbin et al. 2009; van

Werven et al. 2012; Ramamonjisoa et al. 2013).

eau Cho, PCho, L2
résiduel GPC, Bet L1
=S 1 =t
| Ti &5 L3 | 1l
| il 1 | \ \l I\I
L6 1 O
. | [l L4 J" ‘I J il
[ I \
fl | | 2 f |
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Eol ol | |
o Gle+Glye | " [ l
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|| | =k Al | .
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b W — \ J "l
J W/ 1‘1 / W ‘.f"r"-"“.ufkﬂg / ! ’
Jd o oW W W WO W
Tl : B ! ; ;
6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0 ppm

Figure 2.6 : Spectre '"H SRM obtenu au niveau hépatique chez la souris a 7T

(1) Les lipides sont les principaux signaux présents dans le profil métabolique du foie. Les

lipides hépatiques sont des acides carboxyliques aliphatiques possédant de longues chaines

carbonées qui peuvent contenir une ou plusieurs doubles liaisons indiquant le degré
d’insaturation. A partir du profil métabolique hépatique, la composition en acides gras peut

étre déduite a 1’aide de ratio (Cf. 2.3.1.2., p.47).
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(2) La choline (Cho), la phosphocholine (PCho), la glycérophosphocholine (GPC) et la

bétaine (Bet) sont les composées contenant de la choline (CCC) qui sont détectables en 'H

SRM. La principale contribution au signal provient de la bétaine.

(3) Le glucose (Glc) est un substrat essentiel dans I’organisme comme source d’énergie et

précurseur de nombreux composés. Il existe sous la forme de deux anomeres o et f dont

chacun posséde sept protons détectables en 'H SRM. Le glycogéne est un polymére de 12 a

13 résidus de glucose avec une liaison o-[1,4]. Le glycogene sert de réserve pour le

métabolisme glucidique et il est particuliecrement abondant dans le foie. Le glucose et le

glycogéne sont difficiles a distinguer en 'H SRM, ils apparaissent sous la forme d’un massif a

3.8 —4.4 ppm.

Tableau 2.2 : Principaux métabolites détectés par "H SRM in vivo dans le foie
(d'apres Corbin et al. 2009; van Werven et al. 2012; Ramamonjisoa et al. 2013)

Catégorie Métabolite Groupement chimique Déplacement
chimique (ppm)
Lipides Lipide méthyle (L1) CH;-(CHy)n 0.90
Lipide méthyléne (L.2) CH;-(CH)n 1.30
Lipide allylique (L.3) CH,CH=CHCH,CH, 2.04
Lipide a Méthylene au CH,CH,CO 2.25
carbonyle (L4)
Lipide Diallylique (L5) CH=CHCH,CH=CH 2.76
Lipide Méthine (L6) CH=CH 5.32
Composés contenant | Choline (Cho) (CH3)3 3.19
de la choline (CCC) | Phosphocholine (PCho) (CH3)s (choline) 3.21
Glycérophosphocholine (CHj3);3 (choline) 3.21
(GPC)
Bétaine (Bet) N-CH; 3.25
Glucides Glucose a (Glc a) 'CH 5.22
°CH 3.52
°CH 3.70
‘CH 3.40
°CH 3.82
°CH 3.83
°CH 3.75
Glucose B (Glc B) 'CH 4.63
‘CH 3.23
°CH 3.47
*CH 3.39
°CH 3.45
°CH 3.88
°CH 3.71
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2.2. Les étapes de post-traitement avant la quantification

Les signaux des métabolites sont représentés sous forme de 1’amplitude du signal dans le
domaine temporel ou de 1’aire sous le pic dans le domaine fréquentiel. Dans le domaine
temporel, I’amplitude du signal FID est directement proportionnel au nombre de molécules
présentes dans le voxel. Dans le domaine fréquentiel, suite a la transformée de Fourier, 1’aire
sous le pic est directement proportionnelle a la concentration du métabolite au sein du voxel.
Selon le domaine considéré, différentes étapes de post-traitement sont effectuées sur le signal

(spectre ou FID) en amont de la quantification.

2.2.1. Post-traitement dans le domaine fréquentiel
Dans les études SRM, les variations expérimentales peuvent conduire a des imperfections
dans la collecte des données telles que : (i) des anomalies dans la réception du signal au début
de la FID ou au centre exact de I’écho, (ii) des mouvements physiologiques, (iii) la présence
du résidu du signal de 1’eau ou une contamination des lipides extracranials modifiant la ligne
de base (Mandal 2012). En amont de la quantification dans le domaine fréquentiel, des étapes
de post-traitement du spectre sont nécessaires : 1’apodisation, la correction de la phase et la

correction de la ligne de base (de Graaf 2007; Jiru 2008).

(1) Apodisation : C’est une méthode d’amélioration de la sensibilité qui permet la réduction
des signaux ondulatoires apparaissant dans le spectre lorsque le signal FID a été tronqué.
Dans le cas d’un temps d’acquisition trop court, la fin du signal FID n’atteint pas zéro et cela
conduit a une troncature de la FID a la réception du signal. L’apodisation va consister a
supprimer les signaux ondulatoires du spectre en filtrant les discontinuités du signal FID.
L’apodisation utilise des filtres de type exponentiel ou Hamming basés sur le principe que les
premiers points de la FID sont égaux a 1 puis la FID décroit jusqu’a zéro. L’apodisation
réduit les signaux ondulatoires dans le spectre au détriment d’un élargissement des pics et

donc une perte de la résolution.

(2) Correction de la phase : Comme la valeur du facteur de phase n’est pas connue, la
correction est réalisée de maniere interactive en observant le spectre et en multipliant le
spectre par un facteur de phase jusqu’a ce que le spectre ait une forme correcte. Le facteur de
phase a deux composantes : (i) ordre de phase zéro (ou phase absolue) qui est indépendante de
la fréquence et va permettre de corriger I’ensemble du spectre ; (ii) premier ordre de phase (ou
phase linéaire) qui est dépendante linéairement de la fréquence et donc elle est différente pour

chaque pic dans le spectre.
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(3) Correction de la ligne de base : Dans les spectres SRM in vivo, la ligne de base des pics
ne s’aligne pas parfaitement avec la ligne droite de I’intensité égale a zéro. Les bruits de fond
induisent des distorsions dans le spectre et rendent difficile 1’estimation de I’aire sous les pics.
Les signaux dans le bruit de fond sont classiquement de larges signaux issus des
macromolécules et des lipides avec des valeurs T2* courtes. De ce fait, les signaux de la ligne
de base peuvent étre identifiés comme des composés décroissants rapides dans les premieres
parties de la FID. De plus, une ¢élimination inefficace de 1’eau peut induire une déformation de
la ligne de base des métabolites d’intéréts. La correction de la ligne de base consiste a
indiquer les points correspondant a une intensité égale a zéro, lesquels serviront a la
modélisation de la ligne de base par une spline cubique (courbe définie par fragments a 1’aide
de polyndmes). La sélection des points de référence pour la ligne de base rend la méthode

opérateur-dépendante.

2.2.2. Post-traitement dans le domaine temporel
Contrairement a la quantification dans le domaine fréquentiel, la quantification dans le
domaine temporel est réalisée directement sur les données FID. Le signal FID correspond a
un mélange de différents signaux de sinusoides amorties, lesquels sont uniques et caractérisés
par un certain nombre de parametres physiques: fréquence de résonance, facteur

d’amortissement (« damping factor »), une phase et une amplitude individuelle a t=0.

De maniere similaire a la quantification dans le domaine fréquentiel, des étapes de post-
traitement avant la quantification dans le domaine temporel peuvent étre effectuées telles que
I’apodisation, la correction des courants de Foucault, le remplissage de zéros (« zero filling »)

(Jiru 2008).
(1) Apodisation : C’est une méthode commune aux deux domaines.

(2) Correction des courants de Foucault (« eddy current ») : Cela sert a supprimer les
signaux parasites induits par les variations rapides des gradients de champ magnétique. Cela
consiste a I’acquisition d’un spectre sans suppression d’eau qui servira a mesurer la phase de
la FID de I’eau en chaque point et de le soustraire a la FID avec des artefacts. L ’acquisition de
la FID de I’eau est réalisée dans les mémes conditions que la FID a analyser (position et taille
du voxel, les paramétres de la séquence). Il doit étre noté que les scanners IRM modernes sont
équipés d’un blindage de I’aimant et de gradients de préemphase (gradients de pré-

compensation) limitant grandement les courants de Foucault.
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(3) Remplissage de zéros (« zero filling ») : Cela consiste a ajouter des points de valeurs
nulles a la fin du signal FID. Comme le nombre de points est augmenté pour décrire le signal
FID, cela va améliorer artificiellement la résolution et aider ainsi a la caractérisation de la

forme du pic dans le spectre.

2.3. Les méthodes de quantification en SRM

Différentes stratégies existent pour effectuer la quantification : (i) relative par des ratios par

rapport a une référence interne ; (ii) absolue en concentration molaire (mM) a I’aide d’une

référence externe ou en unité arbitraire (U.A.) par des modeles d’ajustement (« fitting
model »). Les différentes méthodes sont réalisées dans le domaine temporel ou le domaine

fréquentiel (tableau 2.3).

Tableau 2.3 : Les différentes méthodes de quantification selon le domaine

Quantification Domaine

Relative Absolue Fréquentiel Temporel
X X
ERETIC X X
LCModel X X
X X

2.3.1. La quantification relative par la méthode des ratios
Classiquement en RMN et plus particulierement en métabolomique, la quantification absolue
(en mM) des métabolites est réalisée dans le domaine fréquentiel. Une référence externe est
utilisée a une concentration connue et dont la fréquence de résonance est éloignée de celles
des métabolites d’intéréts (e.g. éthyléne glycol pour le tissu cérébral et fumarate pour le tissu
hépatique) (Eq. 2.4) (de Graaf 2007).
s

Y5 Cur  [2.4]
SR

[M] = [R]

Avec [M], la concentration du métabolite ; [R], la concentration du composé de référence ;
Sy, ['amplitude du signal du métabolite d’intérét ; Sg, ['amplitude du signal du composé de
référence ; Cyr, un coefficient de correction entre le composé de référence et les métabolites
(e.g. la susceptibilité magnétique et la position spatiale relative dans la bobine).
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Dans le cas de la SRM in vivo en clinique ou en préclinique, une référence externe est difficile
a mettre en place d’ou le choix de I’utilisation d’une référence interne. Cette méthode consiste
a quantifier les spectres dans le domaine fréquentiel en fixant un pic comme référence.
L’utilisation d’une référence interne permet de s’affranchir du facteur de correction étant
donné que le métabolite d’intérét et le composé de référence sont obtenus dans les mémes

conditions.

Cette approche a pour contrainte de ne pas pouvoir identifier 1’origine des variations
conduisant a une ambiguité dans les tendances des variations. Par exemple, si le ratio
métabolite/référence augmente, cela peut étre dii a une augmentation du métabolite ou a une
diminution de la référence ou a une variation simultanée des concentrations des deux
composés. Cette méthode nécessite que la référence interne ne varie pas dans les conditions
expérimentales de I’étude. De plus, selon 1’organe, la référence interne utilisée ne sera pas
identique. Dans le cadre de ces travaux de thése, ’utilisation des ratios au niveau cérébral et

hépatique est présentée.

2.3.1.1. Ratios par la créatine, la choline ou le NAA dans le cerveau
Les métabolites utilisés comme référence interne pour la quantification relative sont la
créatine, la choline ou le NAA. Pour s’affranchir de la limitation de la quantification relative
et mettre en évidence précisément la tendance des variations observées, différents types de
ratio sont utilisés tels que Cho/Cr, NAA/Cr et Cho/NAA. En clinique, ces ratios ont été
utilisés comme biomarqueurs pour le diagnostic de troubles moteurs des enfants prématurés,
les 1ésions non néoplasiques de la substance blanche, la classification des tumeurs primaires
cérébrales et des gliomes (Kendall et al. 2014; Kaddah and Khalil 2016; Wang et al. 2016;
Naser et al. 2016). Dans le cas des gliomes cérébraux, la créatine mesurée de 1’hémisphere

cérébral sain peut servir de référence interne (Yerli et al. 2007).

Néanmoins, la stabilité de la créatine comme référence interne a été remise en question car sa
concentration n’est pas uniforme dans I’ensemble du cerveau. La concentration de créatine
totale (Cr+PCr) est plus élevée dans la substance grise (6,4-9,7 mM) que la substance blanche
(5,2-5,7 mM) (Pouwels and Frahm 1998). Dans une étude clinique chez des sujets sains,
I’utilisation de la créatine dans les ratios montre une plus grande variabilité¢ dans les résultats
que la mesure individuelle des composés (Li, Wang, and Gonen 2003). De plus, la créatine
augmente dans de nombreuses conditions physiopathologiques telles que : les gliomes de bas

grade, les désordres psychiatriques (dépression, schizophrénie), un marqueur de la gliose dans
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le syndrome d’immunodéficience acquise, dans les micro-dépdts de créatine dans la maladie

d’Alzheimer (Allen 2012; Ratai et al. 2011; Huang et al. 2004; Bulik et al. 2013).

De la méme manicre, la concentration du NAA dans la substance grise (8-11 mM) est
supérieure au sein de la substance blanche (6-9 mM) (Pouwels and Frahm 1997). Le NAA est
altéré dans le cas de perte neuronale induite par des maladies neurodégénératives et les
accidents vasculaires cérébraux ischémiques (Schuff et al. 2006; Rigotti, Inglese, and Gonen
2007; Munoz Maniega et al. 2008). La choline est aussi modifiée dans le cas de 1’accident
vasculaire cérébral ischémique ainsi que dans la prolifération tumorale (Munoz Maniega et al.

2008; Glunde, Bhujwalla, and Ronen 2011).

Il est également possible de réaliser une quantification en utilisant le pic de 1’eau comme
référence interne (Barker et al. 1993). Bien que cela prenne en compte les inhomogénéités du
champ magnétique, la fiabilité est remise en question lorsque la concentration varie dans le
cas de certaines situations physiopathologiques (e.g. cedéme cérébral, sclérose en plaque)

(Helms 2001; Laule et al. 2004)

2.3.1.2. Ratios des lipides dans le foie
La quantification relative par les ratios au niveau hépatique concerne essentiellement les
acides gras (AG). Les ratios vont permettre une meilleure compréhension de la composition
lipidique. Les ratios seront effectués afin de caractériser les différentes catégories des AG :
saturés, monoinsaturés et polyinsaturés. Les AG saturés ne posseédent pas de double liaison
dans leurs chaines carbonées. Les acides gras insaturés présentent soit une double liaison (AG

monoinsaturés), soit plusieurs doubles liaisons (AG polyinsaturés).

Dans la littérature, de nombreux ratios sont répertoriés pour évaluer la composition lipidique
hépatique. Dans le cadre de la these de Coum (2015), une comparaison de ces ratios a été
réalisée chez des souris obéses ob/ob et chez des patients présentant une stéatose hépatique
(accumulation d’AG dans les hépatocytes). Les ratios de Corbin et al. (2009) apparaissent les

plus robustes et ils sont présentés dans le tableau 2.4.
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Tableau 2.4 : Ratios de la composition lipidique au niveau du foie
(d'apres Corbin et al. 2009)

Index Ratio Définition
SC Fraction des acides gras saturés
Saturated component 3 L2 2 4 6 8 10 12 14 COOH
of Fatty Acids 2711
CH,
TUFI Index des acides gras insaturés
Total Unsaturated 3 « L3 m\/\/cow Q\//\/\/EA/\/\/\
— —_ {
i +
Fatty Acids Index 411 VvV o COOH
TuBI Index des liaisons des acides gras insaturés

Total Unsaturated

EX =0 s = m COOH
Bond Index 27 11 \Fﬂﬂ/\/\/\/ + /\/\/\/\M
CH,

COOH

PUBI Index des liaisons des acides gras polyinsaturés
Polyunsaturated L5 CHyamy = = COOH

3
Bond Index 2% 11 \/W\/\/\/\/

Les ratios utilisés par Corbin et al. (2009) permettent de mesurer : (i) la fraction saturée des
AG (Saturated component of Fatty Acids; SC), (ii) I'index des AG insaturés (Total
Unsaturated FA index ; TUFI), (iii) I’index des liaisons des AG insaturés représentant la
moyenne des doubles liaisons de 1’ensemble des AG insaturés présents dans le voxel (Total
Unsaturated bond index ; TUBI), (iv) I’index des liaisons des AG polyinsaturés correspondant
a la moyenne des doubles liaisons des AG polyinsaturés présents dans le voxel

(Polyunsaturated bond index ; PUBI).

2.3.2. La quantification absolue par la méthode ERETIC digital
La méthode ERETIC (Electronic Reference to acess In vivo Concentration) a été introduite
initialement par (Barantin, Le Pape, and Akoka 1997) pour réaliser une quantification absolue
en SRM dans le domaine fréquentiel. C’est une approche innovante consistant a générer un
signal électronique a 1’aide d’un appareil électronique placé a I’extérieur du spectromeétre et
qui est connecté au second canal RF du spectrometre. Ce signal ERETIC de faible puissance
est appliqué pendant 1’acquisition et simule un pseudo signal FID, lequel est transmis a une
antenne a large bande simultanément au signal de I’échantillon. Cela donne un pic additionnel
de forme Lorentzienne dans le spectre final. Le signal ERETIC est préalablement calibré avec
un fantdme (tube test) a une concentration connue et sert donc de référence pour la

quantification absolue.
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Cette technique offre de nombreux avantages tels que : (i) ’application a tous les types de
noyaux, (ii) le spectre est acquis simultanément avec le signal de référence ERETIC, (iii)
I’intensité¢ du signal ERETIC n’est pas modifiée selon les conditions physiopathologiques,

(iv) le remplissage de la bobine et le gain de réception ne nécessitent pas de correction.

Neéanmoins, le signal ERETIC n’est pas corrigé pour les inhomogénéités de B_; de la bobine
RF et il nécessite 1’utilisation d’une bobine volumique homogene (Heinzer-Schweizer et al.

2010).

Comme le signal ERETIC est transmis lors de la réception du signal RMN, le spectrometre
nécessite d’avoir un second canal RF capable de transmettre lorsque le principal canal RF est
en mode réception. L’ implémentation de la méthode ERETIC aux spectrométres avec un seul
canal RF n’est donc pas réalisable. Une méthode alternative est I’acquisition d’un signal
ERETIC préalablement a la séquence PRESS. La séquence de spectroscopie ERETIC n’est
pas spatialement localisée et elle consiste en 1’ajout d’une impulsion lors de la réception du
signal. Cette technique montre des résultats consistants avec ceux utilisant 1’eau comme
référence interne au niveau cérébral chez les volontaires sains (Desal, Pineda Alonso, and

Akoka 2010).

Une approche alternative a I’absence du second canal RF est la méthode ERETIC digital
consistant a générer un signal synthétique dans le domaine fréquentiel lors du post-traitement
pour servir de référence. La méthode ERETIC digital a été développée pour I’analyse RMN

par Bruker mais elle n’a pas encore été appliquée en SRM in vivo.

Le signal ERETIC digital est préalablement calibré a I’aide d’un tube test (ou fantdme)
contenant un métabolite & une concentration connue représentatif de 1’organe étudiée. La
calibration est réalisée a I’aide d’un spectre de référence acquis dans les mémes conditions
expérimentales de 1’¢étude incluant un remplissage équivalent de la bobine volumique et les
parametres de la séquence identiques (TE/TR et le nombre d’accumulations). Le spectre de
référence obtenu doit étre traité par les étapes précédemment décrites : apodisation, correction
de la phase et de la ligne de base. Aprées calibration du signal ERETIC, il sera généré dans les

spectres a analyser.

Dans I’exemple de la figure 2.7, le fantdme contient du NAA a 5 mM dont le déplacement
chimique du pic principal est a 2,01 ppm. Le signal artificiel ERETIC est généré dans le
spectre a 11 ppm. Les aires sous les pics de référence et du signal synthétique sont intégrées.

L’aire sous le pic de référence est fixée a une valeur basée sur le nombre de protons et la
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concentration (ici, 3 'H pour le NAA a 2,01 ppm avec une concentration de 5 mM). Ainsi, la
valeur calibrée du pic ERETIC digital est de 13,006. Lors de la quantification du spectre
d’intérét, le pic synthétique est généré avec sa valeur de calibration préalablement mesurée
afin de servir de référence pour les métabolites d’intéréts. Dans cet exemple d’un spectre
obtenu au niveau cérébral, 1’aire sous le pic de NAA a 2,01 ppm est de 17,763 puis elle est
divisée par le nombre de proton résonant a ce déplacement chimique. La concentration de

NAA obtenue est 5,921 mM.

Tube NAA SmM
_ INAA =15
(3'Hx 5 mM)
| ERETIC = 13,006 o
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Figure 2.7 : La quantification au niveau cérébral chez le rat par la méthode ERETIC

digital

Dans la deuxieme partie de cette these (Cf. Chap.4, p.78), la validité de la méthode ERETIC
digital a été discutée en comparaison avec les méthodes de quantification conventionnelles sur

des données in vivo obtenues au niveau cérébral chez le rat.

2.3.3. Les modeles d’ajustement
Les modeles d’ajustement sont des modeles mathématiques qui servent a décomposer le
signal (FID ou spectre), c’est-a-dire les pics des métabolites et 1’aspect de la ligne de base.
Ces modeles d’ajustement sont dits itératifs car ils utilisent des connaissances préalables sur
les métabolites afin de réduire la complexité du signal a analyser. En effet, sans information a
priori sur les fréquences de résonance des métabolites, la quantification peut étre difficile du

fait du nombre possibles d’ajustements corrects.
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Deux principaux logiciels sont utilisés en SRM : LCModel dans le domaine fréquentiel et
JMRUI dans le domaine temporel. Les algorithmes de ces logiciels utilisent des fonctions des
moindres carrés non linéaires et ont pour but de minimiser les différences entre les données et

le modéle de fonction.

Il existe plusieurs algorithmes et ils sont catégorisés selon les informations préalables a
fournir pour la quantification telles que : (i) la création d’une base de données des métabolites
a partir de données expérimentales ou simulées (logiciel LCModel), (ii) la simulation d’une
base de données a partir des parameétres des métabolites de la séquence utilisée (QUEST du
logiciel jJMRUI), (iii) la superposition de pics de différentes largeurs par des fonctions dites
« phénoménologiques » afin de modéliser les signaux des métabolites et la ligne de base

(AMARES du logiciel j]MRUI) (Helms 2008).

2.3.3.1. LCModel

Le logiciel LCModel (« Linar Combination Model ») est un logiciel qui a pour but de
décomposer un spectre in vivo en une combinaison linéaire de spectres modéles issus d’une
base de données in vitro ou simulée (Provencher 1993). La base de données peut €tre générée
a partir de spectres individuels des métabolites en solution (pH=7,2 et T°=37°C) dans les
mémes conditions expérimentales (fréquence de Larmor et parametres de la séquence). Une
approche alternative est de simuler la base de données en utilisant les déplacements chimiques
et les constantes de couplage J (interaction entre plusieurs protons a travers les liaisons
chimiques). En plus des données sur les métabolites, les parametres expérimentaux (TE,
bande spectrale et champ magnétique) sont pris en compte (Helms 2008; Mandal 2012; Xin
and Tkac 2017).

LCModel assure une quantification des pics superposés en incorporant le spectre
expérimental de chaque métabolite (e.g. glutamate et glutamine). Simultanément aux calculs
des concentrations des métabolites, LCModel comprend des étapes de pré-processing
automatisées (la forme des pics, la correction de la phase et la correction de la ligne de base)
afin de minimiser les erreurs opérateurs dépendants. La ligne de base est corrigée méme lors
de la présence de déformations induites par les mouvements physiologiques et aux courants

de Foucault résiduels.

Les signaux des macromolécules et des lipides peuvent €tre inclus dans la correction de la
ligne de base soit par acquisition d’un spectre de macromolécules (séquence inversion-

récupération), soit par la simulation d’un spectre de macromolécules par des fonctions
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mathématiques spline. L’incorporation d’un spectre de macromolécules dans la base de
données peut étre importante dans la quantification des métabolites de faibles concentrations

(aspartate, GABA).

Comme illustré dans la figure 2.8, 1’analyse LCModel fournit le spectre original et il apparait
en rouge le spectre simulé. Une liste de concentrations des métabolites est obtenue avec une
estimation des erreurs d’ajustements appelés « Cramér-Rao lower bounds » (CRLB) qui

indique I’incertitude statistique de I’estimation de la concentration.
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Figure 2.8 : Exemple de résultats obtenus dans le cerveau chez le rat avec le logiciel
LCModel. Quantification réalisée par Julien Valette (CEA, Saclay, France).

2.3.3.2. jMRUI
Le logiciel jJMRUI (« java-based MR user interface ») permet de réaliser la quantification des
données SRM dans le domaine temporel et il nécessite davantage d’interactions de I’opérateur
que le logiciel LCModel. Deux principaux algorithmes de jJMRUI sont fréquemment utilisés :
QUEST (« Quantitation based on Quantum Estimation ») (Ratiney et al. 2005) et AMARES
(« Advanced Method for Accurate, Robust and Efficient Spectral ») (Vanhamme, van den
Boogaart A, and Van Huffel S 1997).
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(1) L’algorithme QUEST est un modele de combinaison linéaire qui va permettre de
décomposer le signal FID. L’algorithme QUEST utilise une base de données de métabolites
précédemment générés par simulation via le module NMRScopeB (NMR Spectra Calculation
using OPErators-Brno) (Starcuk et al. 2009) ou par GAVA (GAmma Visual Analysis) (Soher
et al. 2007). La base de données simulée prend en compte les caractéristiques des métabolites
(déplacements chimiques, amplitude et phase) et les paramétres expérimentaux utilisés in vivo

(champ magnétique, TE).

QUEST peut calculer les signaux des macromolécules en réalisant des calculs itératifs sur une
partie des points de la FID et en I’ajustant a une base de données spécifique aux
macromolécules. Cette base de données inclut les déplacements chimiques des
macromolécules, leurs largeurs a mi-hauteur et les amplitudes entre les macromolécules
fixées. Dans 1’exemple illustré dans la figure 2.9, il est obtenu le spectre original (avec une

apodisation de 3 Hz), le spectre estimé, le spectre des macromolécules et le résidu du spectre

apres estimation.
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Figure 2.9 : Exemple de résultats obtenus chez le rat avec I’Algorithme QUEST
réalisé avec le logiciel CSIApo développé par Yann LeFur (CRMBM, Marseille, France)

53



1¢re partie : Caractérisation structurale et métabolique par IRM et 1H SRM

(2) L’algorithme AMARES ne nécessite pas de base de données simulée pour effectuer la
quantification. AMARES utilise des connaissances préalables comprenant la liste des pics et
leur largeur & mi-hauteur afin d’augmenter ’efficacit¢ de la quantification. AMARES est
préprogrammé pour modéliser différentes formes de pics de métabolites détectés en SRM in
vivo. AMARES est privilégié dans le cas d’un faible ratio signal/bruit, une superposition

importante des pics ou la présence importante de macromolécules.

Dans la figure 2.10, un exemple de quantification par I’algorithme AMARES est présenté
dans un spectre acquis au niveau du cervelet chez le rat. Les résultats fournis par AMARES
correspondent a une fenétre avec le spectre original, le spectre estimé, les métabolites
analysés individuellement et le résidu du spectre aprés estimation. Les informations
quantitatives sont résumées dans un tableau contenant : les noms des pics, la fréquence de
résonance (Hz ou ppm selon le choix de la sélection), la largeur du pic (damping factor en
Hz), I’amplitude du signal, 1’écart-type de I’amplitude (déviation standard) et I’ordre de la
phase (O ou 1).

Résidu
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Figure 2.10 : Exemple de résultats obtenus chez le rat avec I’algorithme AMARES
réalisée avec le logiciel JMRUI

Dans la troisieme partie (Cf. Chap.7, p.160) de ces travaux de thése, les données SRM ont été
analysées en utilisant I’algorithme AMARES.
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2.4. Laspectroscopie pondérée en diffusion

2.4.1. Principe de la spectroscopie pondérée en diffusion
La spectroscopie pondérée en diffusion (Diffusion Weighed Spectroscopy ; DWS) mesure la
diffusion des métabolites alors que la DWI étudie la diffusion des molécules d’eau. Ainsi, la
DWS va permettre de mettre en évidence les mouvements microscopiques des molécules dans

les tissus.

Les métabolites détectés en SRM sont de poids moléculaires plus importants que les
molécules d’eau. Les métabolites ont donc une probabilité plus €élevée d’étre restreints par les
barrieres cellulaires et sous-cellulaires (cytosquelette, organites). Les métabolites sont
présents dans les espaces intra et extracellulaire, lesquels sont séparés par des membranes
sélectivement perméables et imposant des barrieres a la diffusion moléculaire. Ainsi, la
diffusion des métabolites est non-brownienne et elle est plus lente que celles des molécules
d’eau. Du fait de ces nombreuses barri¢res et de la concentration des métabolites plus faible
que celle de I’eau, la diffusion des métabolites mesurée en DWS sera seulement apparente

(ADC ; Apparent Diffusion Coefficient) (Nicolay et al. 2001; Cao and Wu 2016).

Les molécules d’eau sont ubiquitaires et elles sont présentes dans les compartiments intra et
extracellulaire. De plus, les membranes cellulaires sont relativement perméables aux
molécules d’eau, la mesure de la diffusion de 1’eau est donc non spécifique a un
compartiment. Par contraste, certains métabolites au niveau cérébral sont considérés comme
des biomarqueurs spécifiques d’un compartiment cellulaire (Cf.2.1.3.1., p.36). La DWS a
donc le potentiel d’apporter des informations biologiques pertinentes sur les compartiments
cellulaires. Le NAA total ((NAA=NAA+NAAG) et le glutamate sont présents essentiellement
dans le milieu intracellulaire des neurones alors que le myo-Inositol se retrouve
majoritairement dans les cellules gliales. Les composés contenant de la choline
(CCC=GPC+PCho+Cho) sont deux a trois fois plus concentrés dans les astrocytes. La
créatine totale (tCr=Cr+PCr) est retrouvée dans les compartiments neuronal et astrocytaire

(Ronen and Valette 2015).

Les applications de la DWS au niveau cérébral et dans les autres tissus (tissu adipeux, moelle
épiniere, muscle squelettique) ont été récemment recensées (Ronen and Valette 2015; Cao and
Wu 2016). La DWS a été utilisée en clinique pour étudier la diffusion des métabolites dans
les cerveaux de patients sains et il a ét€ observé des valeurs des ADC du tNAA, tCr et CCC

plus élevées dans la substance blanche que dans la substance grise (Najac et al. 2016). La
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DWS a également été utilisée en clinique et/ou préclinique dans la caractérisation de
pathologies telles que : (i) ’accident vasculaire cérébral ischémique chez le rat (une
diminution des ADC de I’ensemble des métabolites) (Wick et al. 1995), (ii) le glioblastome
chez la souris (une élévation des ADC de la choline) (Valette et al. 2012), (iii) les patients
schizophrénes (augmentation de I’ADC du tNAA dans la substance blanche au niveau frontal)

(Du et al. 2013).

La spectroscopie pondérée en diffusion offre une opportunité intéressante de détecter les
anomalies de I’intégrité intracellulaire dans divers processus physiopathologiques de maniére
non invasive. Néanmoins, les méthodes actuelles fournissent une information limitée car elles
ne permettent pas de quantifier les parameétres impliqués dans 1’altération cellulaire (viscosité

du cytosol, taille des organites).

2.4.2. Les séquences DWS et le post-traitement des données
La séquence de DWS consiste a incorporer des gradients de diffusion dans la séquence de
spectroscopie afin de sensibiliser le signal RMN a la diffusion. La diffusion des métabolites
cause un déphasage macroscopique des spins en présence des gradients de diffusion. Cela
permet ainsi I’obtention de la valeur de coefficient de diffusion moyen des métabolites dans le

voxel.

2.4.2.1. Lesséquences DWS utilisées dans la littérature

Les séquences DWS utilisent classiquement des séquences de spectroscopie localisée

monovoxel (PRESS ou STEAM).

La séquence DWS-PRESS peut comporter une ou deux paires de gradients de diffusion,
lesquelles peuvent étre unipolaires ou bipolaires. Comme illustré dans la figure 2.11A, la
séquence DWS-PRESS peut incorporer une paire de gradients de diffusion unipolaire (B-B’
ou A-A’), deux paires de gradients de diffusion unipolaire (B-B’-A-A’ ou C-C’-A-A’), une
paire de gradients de diffusion bipolaire (C’-B ; C’’-A ; C’”’-A”’ ; C’-A’) ou une double paire
de gradients de diffusion bipolaire (B-C’’-A-C’*’). Le temps d’écho (TE) est égal a la somme
de TE1 et TE2.

La séquence STEAM peut incorporer une paire de gradients de diffusion autour des deux
impulsions de 90° avant I’écho (Fig 2.11B). Comparé a la DWS-PRESS, la séquence DWS-
STEAM offre la flexibilit¢ d’augmenter le temps de diffusion sans faire varier le TE.

Cependant, seulement la moitié du signal est récupérée résultant a un faible ratio signal sur
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bruit. En effet, la moitié de 1’aimantation transverse est conservée dans la direction

longitudinale (axe x) et I’autre moitié est perdue pendant le temps mixte (TM)
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Figure 2.11 : Séquences de spectroscopie pondérées en diffusion en (A) la séquence
DWS-PRESS et en (B) la séquence DWS-STEAM (Issue de Cao and Wu 2016)

Les gradients de diffusion sont caractérisés par leur durée (0), le délai entre deux gradients de
diffusion (A) et le délai au sein d’une méme paire de gradients bipolaires (t).

I a été aussi développé une séquence LASER (Localization by Adiabatic Selective

Refocusing) utilisée dans les expériences comportant des inhomogénéités E importantes
(e.g. utilisation d’une bobine de surface pour la réception du signal). Cette séquence
comprend plusieurs gradients de diffusion oscillants permettant d’atteindre des durées de

gradients de diffusion tres courtes (Marchadour et al. 2012)

Du fait de la faible concentration des métabolites et de leurs diffusions restreintes, les
séquences DWS utilisent des intensités de gradients de diffusion élevées pour sensibiliser les
signaux des métabolites. L’ efficacité des gradients de diffusion est définie par le parameétre b
(Eq. 1.8) dont la valeur peut varier en fonction du délai entre les gradients, de la durée ou de

I’amplitude des gradients. Classiquement, le délai ou la durée ne sont pas modifiés car ils
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augmentent le TE et donc modifient I’amplitude du signal (relaxation T2). Par conséquent,

les valeurs de b sont modulées en faisant varier I’amplitude du gradient.

Comme les gradients de diffusions incorporés dans la DWS sont d’intensités importantes, les
données de DWS ont un faible ratio signal sur bruit et ils sont sensibles aux courants de
Foucault ainsi qu’aux artéfacts de mouvement. Lors de I’optimisation de cette méthode, il est
nécessaire de conserver un TE suffisamment court afin d’obtenir des spectres avec un

minimum de bruit pour une quantification correcte.

Néanmoins, un TE trés court peut étre en faveur d’un signal des macromolécules élevé
induisant un biais dans la quantification. De plus, la valeur du TE est directement dépendante
de la durée des gradients de diffusion. Concernant les courants de Foucault, une durée de
gradient de diffusion courte est préférable afin de les diminuer. Les conséquences
d’importants courants de Foucault sont des pics asymétriques, un élargissement des pics avec
I’augmentation des valeurs de b et une éventuelle surestimation de I’ADC (Cao and Wu

2016).

Dans le cadre de ces travaux de these, une séquence DWS-PRESS a été développée par Didier
Wecker (Bruker, Ettligen, Allemagne). La paire de gradients de diffusion unipolaires a été
incorporée autour de la seconde impulsion RF 180° de la séquence PRESS (Fig. 2.12). Les
gradients de diffusion sont successivement appliqués dans chaque direction (x, y et z). Les
tests in vitro de I’optimisation de cette séquence ainsi que de la validation chez la souris sont

présentés dans le chapitre 7 de la troisiéme partie (p.160) de cette thése.
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Figure 2.12 : Séquence de diffusion spectroscopique
Les gradients de diffusion sont caractérisés par leur amplitude (G), leur durée () et le délai
entre des gradients de diffusion (A), cela permet ainsi d’ajuster ’intensité de la valeur de
diffusion b.
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2.4.2.2. Post-traitement des données
Les données obtenues en DWS sont des signaux FID pour chaque valeur de b et dans chaque
direction (X, y, z). L’aire sous le pic (dans le domaine fréquentiel) ou I’amplitude du signal
(dans le domaine temporel) seront mesurées par les moyens de quantification précédemment

présentés (Cf. 2.3., p.45).

L’ADC est considéré équivalent au coefficient de diffusion effectif dans la direction
d’application des gradients de diffusion, ainsi 1’atténuation du signal peut étre considérée
comme mono-exponentielle (Pfeuffer, Tkac¢, and Gruetter 2000; Najac 2014). La valeur de
I’ADC est déterminée par régression lin€aire en tracant le logarithme de I’atténuation du
signal S/Sp en fonction des valeurs de b (Eq. 2.6). Le calcul de ’ADC est une approximation
de la diffusion gaussienne et il est valable seulement pour des valeurs de b faibles (< 6000

s/mmz).
Log (§/So) = —b.ADC & S§/S, = e b4PC [25]

Avec Sy, signal d’une acquisition avec b=0; S, signal d’une acquisition avec b>0 ; b,

lintensité des gradients de diffusion ; ADC, coefficient de diffusion apparent.

Pour des valeurs de b plus élevées (> 10000 s/mmz), la diffusion est non gaussienne dans le
milieu biologique. Dans ce cas, le calcul de I’ADC dévie du modele mono-exponentiel et

d’autres modélisations de I’atténuation sont utilisées (Yablonskiy and Sukstanskii 2010).

Dans le cas de ces travaux de these, la valeur de I’ADC est mesurée a partir de valeur de b
comprise entre 0 et 6000 s/mm? dans chaque direction (x, y et z) et permettra d’obtenir la

valeur de I’ADC moyen (Cf. Eq. 1.11., p.27) pour chaque métabolite quantifiable.
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3.1. Les agents de contraste en IRM

3.1.1. Principe de base des agents de contraste
L’IRM a pour avantage de posséder une excellente résolution spatiale et de distinguer les
tissus mous. Cependant, 1’utilisation des agents de contraste apparait nécessaire lorsque le
contraste observé est insuffisant pour réaliser un diagnostic médical précis. Le but des agents
de contraste est d’accélérer la relaxation des protons de I’eau dans le tissu environnant et cela
se traduit par une diminution des temps de relaxation T1 et T2 (Helm, Merbach, and T6th

2013).

Les agents de contraste sont caractérisés par : (i) leurs propriétés intrinseques telles que leurs
propriétés magnétiques (paramagnétiques, superparamagnétiques et diamagnétiques) et leurs
structures chimiques ; (ii) leur biodistribution et leurs applications ; (iii) les effets sur I’'image

(T1, T2) (Geraldes and Laurent 2009).

Dans le cadre de ces travaux de these, il a été porté un intérét particulier pour les agents
paramagnétiques a base de gadolinium qui sont les plus fréquemment utilisés en routine
clinique. En effet, ils ont été injectés par voie intraveineuse chez plus de 100 millions de
patients lors des 29 dernieres années et ils sont prescrits a hauteur de 30-45% des examens

IRM cliniques (Hao et al. 2012; Kanal 2016).

Les agents de contraste paramagnétiques sont principalement des agents de contraste positifs
(ou agent T1). Ce sont des métaux lourds appartenant aux lanthanides tels que le gadolinium
(Gd™) et le manganése (Mn>"). Ils possédent des électrons non appariés (7 e pour le Gd** et

- 2+ . N Z4c z z
5 e pour le Mn™") qui leur confeérent un moment magnétique élevé.

Cela résulte en une augmentation de la vitesse de relaxation longitudinale R1 (1/T1) et
transversale R2 (1/T2) dans le milieu environnant. Cela peut étre décrit par 1’équation 3.1, la
vitesse de relaxation du milieu observé est la somme du terme diamagnétique (T;q) qui
correspond a la vitesse de relaxation de I’eau en absence d’agent de contraste paramagnétique
et du terme paramagnétique (T;p) décrivant ’augmentation de la vitesse de relaxation induit

par 1’agent de contraste.

_ 1 + ! [3.1]
Ti,obs Ti,d Ti,p .
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L’efficacité des agents de contraste paramagnétiques est défini par leur relaxivité, c’est-a-dire
le changement dans leur vitesse de relaxation proportionnellement a la concentration de

I’agent de contraste (Eq. 3.2) (Shokrollahi 2013; Helm, Merbach, and T6th 2013).

1
o= [Gd] [3.2]

Avec r;, la relaxivité en mM Il [Gd], la concentration de gadolinium en mmol.kg'l.

L’augmentation de la vitesse de relaxation induit par les agents de contraste paramagnétiques
dans le milieu environnant conduit a une réduction des temps de relaxation longitudinal (T1)
et transversal (T2). Par conséquent, cela se traduit par un rehaussement du signal sur les

images pondérées en T1.

3.1.2. Les agents de contraste a base de gadolinium
Le gadolinium sous sa forme libre est toxique dans les systeémes biologiques. Compte tenu
que les ions Gd** ont la méme taille que les ions calcium Ca®*, ils peuvent entrer en
compétition et inhiber les canaux calciques (Sherry, Caravan, and Lenkinski 2009). De plus,
le gadolinium libre peut causer une dégénération splénique, une nécrose des lobules
hépatiques centraux, une diminution des plaquettes et une augmentation du temps de
coagulation (Idée et al. 2009). Les ions Gd** peuvent également s’accumuler dans les os, le

foie et la rate (Wedeking, Kumar, and Tweedle 1993).

Pour éviter cette toxicit€é en routine clinique et dans les expériences précliniques, le
gadolinium doit étre chélaté. La chélation est réalisée a l’aide de ligands linéaires ou
macrocycliques de polyaminocarboxylate (Fig. 3.1). Cela va augmenter la stabilité des ions
Gd* en termes de cinétique et de thermodynamique. Cette famille de molécules est appelée

les agents de contraste a base de gadolinium (gadolinium based contrast agent ; GBCA).
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Figure 3.1 : Les agents de contraste a base de gadolinium

(d’aprés Geraldes and Laurent 2009)

Les GBCA sont des composés macrocycliques ou linéaires, ioniques ou neutres (Tableau
3.1). Les agents ioniques sont des sels de méglumine chargés négativement, ce qui leur
confere une 1égere hyperosmolarité par rapport au sang. Par comparaison, les agents neutres
ne sont pas chargés et perturbent peu I’osmolarité du sang. Du fait de leurs faibles potentiels
de déchélation, les composés macrocycliques ont montré une meilleure stabilité que les

composés linéaires (Tedeschi et al. 2017).

Les GBCA sont des agents de contraste non-spécifiques c’est-a-dire qu’ils n’interagissent pas
avec un type cellulaire particulier. Lors de leurs injections, ce sont des agents de faible poids
moléculaire (<1000 Da) qui vont &étre présents dans les fluides extracellulaires, ainsi ils
s’équilibrent rapidement entre les espaces intravasculaires et interstitiels (Mitsumori et al.
2014; Geraldes and Laurent 2009). Les GBCA sont rapidement éliminés de 1’espace
intravasculaire par excrétion rénale (90% éliminé dans les 12 heures) (Aime and Caravan
2009). 1l est a noter que la demi-vie d’excrétion des GBCA chez le rat sain (20 min) est
notablement plus courte que chez ’Homme (1,5 heure), ceci est li€ a la filtration glomérulaire

plus élevée chez les rats (Oksendal and Hals 1993).
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Tableau 3.1: Caractéristiques des agents de contraste a base de gadolinium
commercialisés (d’apres Tedeschi et al. 2017)

Nom Gadodiamide Gadopentétate Gadobénate Gadoversétamide Gadotérate Gadotéridol Gadobutrol
générique (Gd-DTPA- de diméglumine | de diméglumine (Gd-DTPA- de méglumine (Gd-HP- (Gd-BT-DO3A)
BMA) (Gd-DTPA) (Gd-BOPTA) BMEA) (Gd-DOTA) DO3A)
Nom Omniscan & Magnevist R MultiHance R OptiMARK ® Dotarem ® Prohance R Gadovist ®
commercial
Entreprise GFE Heathcare Bayer Schering Bracco SpA Mallinckrodt Guerbet Bracco SpA Bayer Schering
Pharma AG Pharma AG
Structure linéaire lin¢aire linéaire lin¢aire macrocyclique | macrocyelique macrocyclique
Tonicité neutre 1onique ionique neutre ionique neutre neutre
Stabilité faible intermédiaire intermédiaire faible elevee ¢elevée élevée (cinctique)
ct faible

(thermodynamique)

Clairance rénale rénale 96% rénale rénale rénale rénale renale
4% hépatique

Relaxivité 43 3.9-4.1 6.3-7.9 4.7 3.6 4.1 4.7-5.2
Rla 5T

Relaxivite 4.0 3.7-3.9 5,559 4.5 35 3.7 4.5-5.0
R1as3T

Les GBCA ont un large champ d’applications pour la surveillance des traitements et le
diagnostic de nombreuses maladies incluant les pathologies neurologiques, cardiaques,

hépatiques et cancéreuses chez les adultes et chez les enfants.

Par exemple, le tissu tumoral présente une vascularisation plus importante en comparaison du
tissu sain conduisant a une prise des agents de contraste plus élevée et résultant a une intensité
du signal plus élevée sur les images IRM. Sur une image pondérée en T1, un hypersignal est

li€ a la réduction de 1’effet T1 (voir revue : Mitsumori et al. 2014).

3.2. L’accumulation des agents de contraste a base de gadolinium

dans l'organisme

3.2.1. Les effets indésirables connus
Les agents de contraste a base de gadolinium sont considérés comme une classe de produits
pharmaceutiques treés slire avec une incidence des effets indésirables de 'ordre de 1-2%.
Apres injection de GBCA, il a été rapporté de rares symptomes tels que des nausées, des
vomissements, des sensations de chaleur et de douleur au site d’injection, des maux de téte,

des paresthésies, des vertiges et des urticaires (Balzer 2006).
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Depuis 2006, la fibrose néphrogénique systémique (Nephrogenic systemic fibrosis ; NSF) a
émergé comme un probleme de santé publique chez les patients présentant une déficience
rénale sévere. La NSF a été mise en lien avec des injections de GBCA linéaires (gadodiamide
et gadopentétate de diméglumine) (Weinreb and Kuo 2009). La transmétallation (échange de
deux ligands entre deux centres métalliques) avec le zinc ou le cuivre semble conduire au
dépdt de sels de gadolinium dans le liquide interstitiel a I’origine de la fibrose systémique
(High et al. 2007). La mise en place d’un bilan du débit de filtration glomérulaire a été
imposée comme prérequis aux examens IRM, ce qui a fait considérablement diminuer

I’incidence de la NSF (Weller, Barber, and Olsen 2014).

Néanmoins, les études cliniques chez des patients avec des fonctions rénales normales (débit
de filtration glomérulaire >60 ml/min/1,73 m2) ont mis en évidence une accumulation 2,5 fois
plus élevée dans les os suite a des injections de gadodiamide par rapport au GBCA
macrocyclique gadotéridol (Gibby 2004). Le gadolinium a également été détecté dans la peau

de patients ne présentant pas de NSF (Christensen et al. 2011; Murata et al. 2016).

3.2.2. Accumulation du gadolinium au niveau cérébral
Les GBCA ne sont pas supposés entrer dans le cerveau excepté lorsque la barriere hémato-
encéphalique est altérée. C’est notamment le cas chez les patients présentant des tumeurs
intracraniennes, une sclérose en plaque, une inflammation ou lors de la radiothérapie

(Kasahara et al. 2011; Errante et al. 2014; Quattrocchi et al. 2015).

3.2.2.1. Mesure de I'hypersignal en IRM
Le suivi longitudinal des pathologies et des traitements nécessitent des injections a chaque
examen. En 2014, il a été montré pour la premicre fois la présence d’un hypersignal sur des
images pondérées en T1 dans des structures de la matiere grise (les noyaux dentelés
cérébelleux et le globus pallidus) suite aux injections répétées de GBCA linéaires
(gadopentétate de diméglumine et/ou gadodiamide) chez des patients avec une fonction rénale
normale (Kanda et al. 2014). Sur la figure 3.2, il peut étre observé les images pondérées en
T1 avec les régions d’intérét utilisées pour mesurer 1’hyperintensité : ratio de I’intensité du
signal du globus pallidus sur celui du thalamus et ratio de I’intensité du signal des noyaux

dentelés cérébelleux sur celui du pont du tronc cérébral.
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Pont du tronc

Globus pallidus
obus pallidus cérébral

Thalamus
Noyvaux dentelés
cérébelleux

Figure 3.2 : Rehaussement du signal dans le globus pallidus et les noyaux dentelés
cérébelleux sur une image pondérée en T1 sans agent de contraste.

(issue de Kanda et al. 2014)
Ce résultat a été confirmé par d'autres études montrant une augmentation du signal dans le
globus pallidus et les noyaux dentelés cérébelleux sur des images pondérées en T1 acquises
sans agent de contraste. Cette hausse du signal a été corrélée a un minimum de 6 injections
intraveineuses de GBCA linéaires (0,1 mmol/kg de gadopentétate de diméglumine et/ou
gadodiamide) regues par les patients. Tous les patients examinés n’avaient pas de déficiences
hépatique et rénale mais présentaient des métastases cérébrales, des méningiomes, des
scléroses en plaques ou ils avaient recu un traitement par radiothérapie (Errante et al. 2014;

Quattrocchi et al. 2015; Ramalho et al. 2015; Schlemm et al. 2017).

Parmi les GCBA linéaires, des disparités ont été rapportées dans les résultats de la littérature
pour le gadobénate de diméglumine. En effet, il a ét€ montré que les injections répétées de
gadobénate de diméglumine induisent soit une augmentation du signal dans les noyaux

dentelés cérébelleux (Weberling et al. 2015) ou aucune variation (Ramalho et al. 2015).

En comparaison avec les GBCA linéaires, aucune hausse du signal n’a été rapportée chez les
patients lors d’administrations répétées de GBCA macrocycliques tels que le gadobutrol,
gadotéridol, gadotérate de méglumine (Kanda, Osawa, et al. 2015; Cao et al. 2016; Yoo et al.
2017; Bae et al. 2017; Radbruch et al. 2015). Le gadotéridol semble néanmoins induire une
élévation du signal dans les noyaux dentelés cérébelleux lors d’administrations rapprochées

chez les patients atteints de scléroses en plaques cycliques (Stojanov et al. 2016).

Ces observations cliniques ont pu étre confirmées dans un modele de rongeurs d’injections
répétées de GBCA linéaires avec 20 injections de 0,6 mmol/kg réparties sur une période de 5
semaines. Il a été mis en évidence que ces injections répétées des agents de contraste linéaires

(gadodiamide, gadopentétate de diméglumine et gadobénate de diméglumine) induisent un
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hypersignal dans les noyaux cérébelleux profonds (NCP) chez les rats sains alors que ce n’est
pas le cas pour le GBCA macrocyclique (gadotérate de méglumine) (Robert et al. 2015,
2016). Cette hausse induite par le GBCA linéaire (gadodiamide) est accentuée chez les rats

présentant une légere déficience rénale (Rasschaert et al. 2017).

3.2.2.2. Variation de la vitesse de relaxation R1
Les injections répétées de GBCA linéaires (gadopentétate de diméglumine) chez I’Homme
ont été corrélées a une diminution des valeurs de T1 dans les structures de la matiere grise
(noyaux dentelés cérébelleux, globus pallidus et thalamus) en comparaison a celles de la

substance blanche (Kuno et al. 2017).

La vitesse de relaxation R1 (1/T1) a été corrélée avec le nombre d’injections de gadopentétate
de diméglumine dans les noyaux dentelés cérébelleux chez I’Homme et cela sans variation de
R2* (1/T2%*) (Tedeschi et al. 2016). Aucune variation de T1 n’est observable chez les patients

ayant recu des injections répétées de GBCA macrocycliques (gadobutrol) (Miiller et al. 2017).

Chez les rongeurs, une augmentation de R1 a été mesurée pour les GBCA linéaires
(gadodiamide, gadobénate de diméglumine, gadopentétate de diméglumine) dans les noyaux

cérébelleux profonds (Robert et al. 2016).

Ces données de mesure du T1 sont cohérentes avec 1’augmentation de 1’intensité du signal sur
les images pondérées en T1, il apparait que la présence des GBCA linéaires dans ces

structures cérébrales conduit a I’augmentation de la relaxivité des protons de 1’eau.

3.2.2.3. Mesure du dépot de gadolinium dans le cervelet par ICP-MS
Plusieurs études ont montré un lien direct entre I’hypersignal dans le tissu cérébral et le dépot
de gadolinium a I’aide de la spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (inductively
coupled plasma mass spectrometry ; ICP-MS) sur des tissus cérébraux prélevés post-mortem

ou par résection.

Il a été détecté des quantités non-négligeables de gadolinium dans le noyau dentelé
cérébelleux (0,067 a 2,1 pg/g) et le globus pallidus (0,027 a 0,78 pg/g) associées a
I’administration répétée de GBCA linéaires (entre 1 a 4 injections de gadodiamide et/ou
gadopentétate de diméglumine) chez des patients sans insuffisance rénale (Kanda, Fukusato,
et al. 2015). Le dépdt de gadolinium au sein des noyaux dentelés cérébelleux et le globus

pallidus (0,1 a 58,8 pg/g) a été corrélé avec I’hypersignal des images pondérées en T1 chez
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des patients avec des fonctions rénales normales aprés des injections de GBCA linéaires
(entre 4 et 29 doses de gadodiamide soit entre 52 et 420 mL) (McDonald et al. 2015). De
maniere moindre que les GBCA linéaires, des dépots des GBCA macrocycliques ont été
retrouvés dans les noyaux dentelés cérébelleux et le globus pallidus (gadobutrol : 0,111 a
1,070 pg/g; gadotéridol : 0,004 a 0,078 ug/g) chez des patients avec des fonctions rénales
normales apres 1 a 11 injections (soit 5 a 126 mL) (Murata et al. 2016).

Le dépdt de gadolinium a également été détecté au niveau cérébral chez des rats exposés a
une dose cumulée de 12 mmol’kg de GBCA linéaires (gadodiamide: 2,49 ng/g;
gadopentétate de diméglumine : 1,40 ng/g). Le dépdt de gadolinium au niveau cérébral induit
par les administrations répétées de gadodiamide diminue de 50% au bout de 20 semaines
post-injections (A. P. L. Smith et al. 2017). Une concentration de gadolinium 4 a 14 fois plus
élevée a été mesurée pour les GBCA linéaires (gadodiamide : 3,75 nmol/g, gadopentétate de
diméglumine : 1,67 nmol/g, gadobénate de diméglumine : 1,21 nmol/g) en comparaison a un
GBCA macrocyclique (gadotérate de méglumine : 0,27 nmol/g) dans le cervelet de rats ayant

recu une dose cumulée de 12 mmol/kg (Robert et al. 2016).

De maniere similaire, une concentration 15 fois plus élevée pour les GBCA linéaires
(gadodiamide : 11,1 nmol/g ; gadopentétate de diméglumine : 13,1 nmol/g) que les GBCA
macrocycliques (gadobutrol : 0,7 nmol/g; gadotéridol : 0,5 nmol/g) a été mesurée sur
I’ensemble du cerveau chez les rats ayant recu une dose totale de 50 mmol/kg sur 4 semaines.
A T’aide de la caractérisation spatiale par la méthode ICP-MS couplée a 1’ablation laser (LA-
ICP-MS), de fortes concentrations de gadolinium ont été détectées dans les noyaux
cérébelleux profonds ainsi que dans la couche granulaire du cortex cérébelleux (Lohrke et al.

2017).

Au regard de la littérature chez I’Homme et chez les rongeurs, le dépdt de GBCA linéaires
détecté au niveau cérébelleux par ICP-MS semble augmenter avec la dose administrée. Il
apparait que 1’absence de I’hypersignal ou de la réduction du T1 ne constituent pas une
preuve a part entiere que 1’accumulation de gadolinium au niveau cérébral n’ait pas lieu. De
plus, le gadolinium pourrait étre présent dans une forme magnétiquement inerte (e.g.

insoluble) ou a de treés faibles concentrations (Tedeschi et al. 2017).
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3.2.2.4. Histologie
L’accumulation de gadolinium lors des injections répétées de GBCA linéaires au niveau
cérébral a été examinée par histologie. La microscopie électronique a transmission a mis en
¢vidence un dépdt de gadolinium dans 1’endothélium des capillaires sanguins chez les patients
ayant recu des injections répétées de gadodiamide. Il a été mesuré que 18-42% du gadolinium
injecté a traversé la barriere hémato-encéphalique non 1ésée pour s’accumuler dans le tissu
neuronal interstitiel (McDonald et al. 2015). Malgré le dépdt de gadolinium observable par
McDonald et al. (2015), aucune modification structurale n’a été observée sur les coupes de

cerveau colorées a I’hématoxyline €osine.

Comme chez ’Homme, un dépot de gadodiamide a été observé au niveau de micro-vaisseaux
cérébraux chez les rats par microscopie électronique a transmission (Lohrke et al. 2017). Chez
les rats, aucune modification histologique du cervelet n’a été observée par coloration a
I’hématoxyline éosine ou par les marqueurs des neurones (coloration de Nissl), des astrocytes
(GFAP) et de la microglie (Ibal) lors d’injections répétées de GBCA linéaires et
macrocycliques (A. P. L. Smith et al. 2017; Lohrke et al. 2017).

3.2.2.5. Hypotheses de mécanismes de I'accumulation du gadolinium
Les GBCA ne sont pas supposés passer la barriere hémato-encéphalique. Trois grandes
hypothéses de mécanismes liés a I’accumulation des GBCA ont été rapportées dans la
littérature : (i) déchélation et transmétallation des GBCA ; (ii) transports a travers la barriere

hémato-encéphalique ou (iii) le passage par le systeéme glymphatique.

(1) Déchélation et transmétallation des GBCA : Le dépdt de gadolinium au niveau cérébral
pourrait €tre lié a la dissociation du GBCA accumulé. Frenzel et al. (2008) ont montré la
libération de gadolinium apres 15 jours dans le sérum humain a un pH de 7,4 et 37°C pour les
GBCA linéaires (gadodiamide : 20% ; gadoversétamide : 21%) et de maniére moindre pour
les GBCA macrocycliques (<0,1% pour gadobutrol, gadotéridol et gadotérate de méglumine).
La probabilité pour que les GBCA se dissocient est liée a leur inertie cinétique et leur stabilité
thermodynamique, ce qui pourrait expliquer les différences d’accumulation au niveau cérébral

entre les GBCA macrocycliques et linéaires (Idée et al. 2009).

Il est a noter que le gadolinium doit étre sous une forme soluble pour réduire le T1. Apres
déchélation, le gadolinium soluble pourrait donc se lier a des macromolécules (e.g. protéines

ou peptides) par transmétallation avec les métaux cérébraux (Errante et al. 2014). Il a été
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démontré que des réactions peuvent avoir lieu avec les métaux avec une forte affinité pour les
ligands de chélation du gadolinium (zinc, cuivre ou fer). Les GBCA peuvent étre
décomplexés par le phosphate et le carbonate (composés avec une affinité élevée pour le

gadolinium) (Puttagunta, Gibby, and Smith 1996; Idée et al. 2009; Greenberg 2010).

La quantification par ICP-MS ne permet pas d’identifier sous quelle forme le dépdt cérébral
de gadolinium a lieu (gadolinium libre ou chélaté) (Kanda, Fukusato, et al. 2015). A partir des
extraits de cerveaux de rats ayant regu des injections répétées de GBCA linéaires, Frenzel et
al. (2017) ont montré que les GBCA linéaires étaient présents sous forme insoluble ou liés a

des macromolécules solubles.

(2) Transports a travers la barriére hémato-encéphalique : Des dépots de gadolinium ont
été détectés au niveau de I’endothélium des capillaires sanguins et le tissu neuronal alors
qu’aucune altération de la barriere hémato-encéphalique n’est visible en histologie
(McDonald et al. 2015). 11 a été supposé que les GBCA déchélatés seraient capables de passer
la barriere hémato-encéphalique par I’interface capillaire des noyaux dentelés cérébelleux et
cela serait accentué par les expositions répétées (Quattrocchi et al. 2015). I semble
néanmoins peu probable que le gadolinium traverse passivement la barriere hémato-
encéphalique. Les mécanismes de transport des métaux (e.g. fer, zinc) pourraient €tre une
piste pour le passage des GBCA a travers la barriere hémato-encéphalique (voir revue :

Prybylski et al. 2016).

(3) Passage par le systéeme glymphatique : I a été également formulé 1’hypothése que les
GBCA pourrait passer via le systéme glymphatique qui correspond a I’échange entre le
liquide céphalo-rachidien et le liquide interstitiel. Ce systeme facilite la clairance de solutés et
de déchets issus du cerveau (Aspelund et al. 2015). Iliff et al. (2013) ont mis en évidence que
les GBCA se distribuent le long du systéme glymphatique (de 1’artere basale a 1’artere
olfactive) suite a une injection intracranienne. De plus, Jost et al. (2017) ont mis en évidence
que les GBCA pouvaient s’infiltrer dans le liquide céphalo-rachidien aprés une injection aigiie
(dose: 1,8 mmol/kg de GBCA linéaires et macrocycliques) et ils ont mesuré des

concentrations de 18,8 a 27,4 nmol/mL a 4,5 heures post-injection.
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3.2.3. Conclusion

Les injections répétées d’agents de contraste a base de gadolinium induisent une

augmentation de 1’intensité du signal sur les images pondérées en T1 et en particulier dans les

noyaux dentelés cérébelleux et le globus pallidus. 1l a été détecté des dépdts de gadolinium

qui semblent étre a 1’origine de cet hypersignal. Ces observations ont été principalement

rapportées pour la catégorie des agents de contraste linéaires (Tableau 3.2). De plus, aucun

effet au niveau histologique n’a été détecté chez I’Homme ou les rongeurs.

L’agence américaine de sécurité alimentaire et médicamenteuse (Food Drug Administration ;

FDA) a tenu un audit publique le 8 septembre 2017 statuant sur I’étiquetage obligatoire des

GBCA pour signaler le risque d’accumulation au niveau cérébral. Bien que la FDA n’ait pas

formulé de restriction concernant 1’utilisation des GBCA, elle conseille une utilisation avisée

selon les circonstances cliniques compte tenu que les effets toxiques d’une telle accumulation

n’ont pas €té encore établis chez I’ Homme.

Tableau 3.2 : Agents de contraste et dépot de gadolinium au niveau cérébral
(adapté de Gulani et al. 2017)

Nom generique

Gadodiamide
(Gd-DTPA-BMA)

Gadopentétate de
diméglumine
(Gd-DTPA)

Gadobénate
de diméglumine
(Gd-BOPTA)

Gadoversétamide
(Gd-DTPA-
BMEA)

Gadotérate
de méglumine
(Gd-DOTA)

Gadotéridol
(Gd-HP-DO3A)

Gadobutrol
(Gd-BT-DO3A)

Nom

Omniscan ®

Magnevist ®

MultiHance ®

OptiMARK &

Dotarem ®

Prohance ®

Gadovist ®

intensité du
signal

Errante et al. 2014
McDonald et al. 2015:
Ramalho et al. 2015:
*Robertet al. 2015
*Robert et al. 2016:
Quattrocchi et al. 2015

Kanda et al. 2015:

Radbruch et al. 2015:
*Robert et al. 2015:
*Robertet al. 2016,

Caoetal 2016:
Schlemm et al. 2017

Weberling et al. 2015

*Robert et al. 2016

commercial GE Heathcare Baver Schering Bracco SpA Maliinckrodr Crueerbet Bracco SpA Baver Schering
Entreprise Pharma AG Pharma AG
Structure linéaire linéaire linéaire lincaire macrocyclique macroeyelique macroeyelique
lonicité neutre ionique lonique neutre lonique neutre neutre
Stabilité faible intermediaire mtermediaire faible élevée elevee ¢levee (cinetique)
et faible
(thermodynmique)
Augmentation Kanda et al. 2014 Kanda etal 2014 Ramalho et al. 2016; - Stojanov et al. 2016

Variation T1

*Robertet al. 2016

*Robertet al. 2016:
Tedeschi et al. 2016:
Kuno et al. 2017

*Robert et al. 2016

Deéposition
gadolinum

McDonald et al. 2015:
Kanda et al. 2015;
*Smith et al. 2017

*Robert et al. 2015:
*Robertet al. 2016

Kanda et al. 2015:
*Smith et al. 2017
*Robertet al. 2016
*Lohrke et al. 2017

*Robert et al. 2016:
Murata et al. 2016

*Robert et al. 2016

Kanda et al. 2015:
Murata et al. 2016:
*Lohrke et al. 2017

Murata et al. 20106:
*Lohrke et al.
2017

*Les études ont été réalisées chez les rongeurs.
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De nombreuses interrogations sur ’accumulation des GBCA restent en suspens et notamment
sur la persistance ou I’atténuation de I’accumulation au niveau cérébral du gadolinium sur le
long terme. Chez les rongeurs, il a été précédemment rapporté un hypersignal a 5 semaines
post-injections de GBCA linéaires (Robert et al. 2015, 2016) et la présence de gadodiamide a
20 semaines par ICP-MS (A. P. L. Smith et al. 2017).

Afin d’évaluer la persistance de I’hypersignal a trés long terme, nous avons réalisé un suivi
longitudinal du signal en IRM 1 an apres la fin des injections cumulatives de gadodiamide
chez le rat. De plus, les implications biologiques de 1’accumulation de gadolinium restent
inconnues. Dans le cadre de ces travaux de thése, il a été proposé d’évaluer si cette
accumulation de gadodiamide dans les noyaux cérébelleux profonds pouvait induire des

modifications cellulaires (NCP) détectables par 'H SRM.
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Chapitre 4 : Evaluation des
injections répétées de
gadodiamide dans les noyaux

céréebelleux profonds chez le rat
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4.1. Matériels et méthodes

4.1.1. Evaluation in vitro de I'effet du gadodiamide sur les spectres 1H
Les effets des agents de contraste 4 base de gadolinium (GBCA) sur les pics en 'H SRM étant
peu connus, une évaluation in vitro a précédé 1’étude in vivo. En effet, le gadodiamide
accumulé dans le cervelet pourrait influencer le signal des métabolites et induire une erreur
dans la quantification des spectres 'H in vivo. Il a été vérifié in vitro que les pics n’étaient pas
altérés qualitativement (largeur des pics) et quantitativement (aire sous les pics) en présence

de gadodiamide.

4.1.1.1. Préparation des fantomes
Des tubes fantomes contenant NAA, créatine et choline a une concentration de 10 mM
représentatives du cerveau ont été préparés avec ou sans gadodiamide (Omniscan®, GE
Healthcare). Le choix des concentrations de gadodiamide testées s’est appuyé sur les
concentrations mesurées par ICP-MS au niveau des noyaux cérébelleux profonds chez le rat

(Robert et al. 2016).

Trois lots de tubes ont été préparés selon les conditions suivantes (n=3/groupe) : (1) Controle
(mélange des métabolites dans NaCl 0,9% et dans un gel d’agarose 1%, sans gadodiamide) ;
(i) Gadodiamide 12,5 uM (mélange des métabolites avec 12,5 uM de gadodiamide dans un
gel d’agarose 1%) et (ii1) Gadodiamide 50 uM (mélange des métabolites avec 50 uM de

gadodiamide dans un gel d’agarose 1%).

4.1.1.2. Acquisition 1H SRM et analyse des spectres
Les acquisitions de résonance magnétique ont été réalisées avec un aimant supraconducteur 7
Tesla Pharmascan 70/16 (Bruker, Wissembourg, France) avec des gradients blindés
présentant une amplitude de gradient maximum de 230 mT.m™" et un diamétre intérieur de 90
mm. Une bobine de transmission et réception de type quadrature avec un diameétre interne de

38 mm a été utilisée.

La séquence Ig-FLASH (Intra-gate Fast Low Angle Shot) a été utilisée pour le placement du
voxel en 'H SRM. La séquence Ig-FLASH pondérée en T1 a été paramétrée avec : TE/TR,
2,3 ms/129 ms ; angle de bascule, 60°; 2 accumulations ; résolution dans le plan, 59x59
um?/pixel ; épaisseur de la coupe, 570 pum; 5 coupes; temps d’acquisition, 2 min 15

secondes.
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Les paramétres de la séquence PRESS sont identiques aux expériences in vivo : taille voxel, 3
x2x1,5 mm’ ; TE/TR, 16 ms/2775 ms ; 970 accumulations ; bande spectrale, 4006,41 Hz
(13,34 ppm) ; 2048 points ; temps d’acquisition, 44 min 52 secondes. Le module de
suppression d’eau VAPOR a été utilisé afin de pouvoir observer les métabolites. Le module
OVS est activé pour supprimer le signal en dehors du voxel. Une homogénéisation du champ

magnétique By de premier et second ordre a été effectuée au sein du voxel.

Les spectres ont été analysés sur TopSpin 3.2 (Bruker, Ettlingen, Germany). Aprés une
transformée de Fourier, une apodisation de 3 Hz a été appliquée. Le résidu de I’eau a 0 ppm a
été calibré a 0=4.8 ppm. Une correction manuelle de la phase de zéro et de premier ordre ainsi
qu’une correction de la ligne de base de type spline cubique ont été effectuées. Les aires sous
les pics (Cr, NAA, Cho) ont ét€ mesurées en utilisant le pic ERETIC digital (Electronic
Reference To access In vivo Concentrations ; TopSpin 3.2, Bruker) calibré a 1. Les aires sous

les pics sont exprimées en unité arbitraire (U.A.).

4.1.2. Modele animal des injections répétées
Les traitements ont été réalisés par Véronique Vives et Philipe Robert du département

Recherche et Innovation de Guerbet (Aulnay-sous-Bois, France).

Les procédures d’expérimentation animale ont été réalisées en accord avec les
recommandations de 1’Union Européenne (2010/63/EU) pour le soin et ’utilisation des
animaux de laboratoire et conformément aux regles d’éthique du ministére francais de

I’agriculture et de la forét (service de santé animale et service de protection vétérinaire).

Le modele des injections cumulatives d’agent de contraste a base de gadolinium a été
précédemment décrit (Robert et al. 2015, 2016). Vingt rates Sprague-Dawley (Charles River,
L’Arbresle, France) ont été divisées en deux groupes expérimentaux. Les rates du groupe
gadodiamide (Omniscan®, GE Healthcare) (n=10) ont recu 4 injections/semaine de
gadodiamide a 0,6 mmol Gd/kg par voie intraveineuse pendant 5 semaines. La dose cumulée
pour les 20 injections est de de 1,2 mL/kg de gadodiamide. Les rates du groupe contrdle
(n=10) ont recu 20 injections intraveineuses de solution saline (300 mOsm/kg H,O Gd/kg)

avec le méme protocole d’injection.

Toutes les injections ont été effectuées sous anesthésie générale (3-3,5% isoflurane). La dose

journaliere de 0,6 mmol Gd/kg est équivalente a la dose classiquement utilisée chez I’Homme
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(0,1 mmol Gd/kg) apreés ajustement au poids corporel comme il a été recommandé par

I’agence américaine FDA.

Un suivi longitudinal des rates a été réalisé en IRM et 'H SRM au mois 0 (MO ; une semaine
apres la derniere injection), a M1 (6 semaines post-injections) et M13 (54-55 semaines post-
injections). Aux semaines 61-62 post-injections, les animaux ont été sacrifiés et les cerveaux

ont été prélevés pour réaliser une analyse histologique (Fig. 4.1).
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Période d’injections : 20 injections de
0,6 mmol/kg pendant 5 semaines
(solution saline ou gadodiamide)

Figure 4.1 : Protocole expérimental des injections répétées de gadodiamide et suivi
longitudinal en IRM et '"H SRM

En parallele, le suivi des poids des rates a été effectué 4 fois pendant les 5 semaines
d’injections puis a MO (1 semaine post-injections), M1 (6 semaines post-injections), S22 (17
semaines post-injections), S30 (25 semaines post-injections), S38 (33 semaines post-

injections) et M 13 (54-55 semaines post-injections).

4.1.3. Les expériences IRM et 1H SRM in vivo
Les expériences IRM et 'H SRM ont été effectuées 2 MO (une semaine post-injections), a M1
(6 semaines post-injections) et MI13 (54-55 semaines post-injections) avec un aimant
supraconducteur 7 Tesla Pharmascan 70/16 (Bruker, Wissembourg, France). Une bobine de

transmission et réception de type quadrature avec un diametre interne de 38 mm a été utilisée.

L’anesthésie des animaux a été induite par inhalation de 2% isoflurane mélangée dans I’air et
1’oxygéne (ratio 1 :1) et un débit de 0,5 L.min™". L’anesthésie est stabilisée a 1,5% durant les
acquisitions. La température corporelle physiologique des animaux est maintenue a I’intérieur
de ’aimant par un systéme de circulation d’eau chaude. Un capteur de pression est placé au
niveau de I’abdomen des animaux afin de surveiller la fréquence respiratoire et de s’assurer

de I’efficacité de 1’anesthésie.
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e IRM
La séquence Ig-FLASH (Intra-gate Fast Low Angle Shot) pondérée en T1 a été utilisée pour
les mesures d’intensité du signal dans les noyaux cérébelleux profonds (NCP), le cortex
cérébelleux et le tronc cérébral. A 1’aide de ces mesures d’intensité, des ratios (Cf. 4.1.4.1.)
ont été calculés pour quantifier I’hypersignal induit par les injections répétées de
gadodiamide dans les NCP. La séquence Ig-FLASH a également été utilisée pour le
placement du voxel au sein des NCP en 'H SRM. La séquence Ig-FLASH a été paramétrée
avec : TE/TR, 2,3 ms/129 ms ; angle de bascule, 60°; 6 accumulations ; résolution dans le
plan, 78x78 umz/pixel; épaisseur de la coupe, 570 um ; 15 coupes ; fréquence respiratoire

pour la reconstruction, ~40 cycles/min ; temps d’acquisition, 6 min 38 s.

e IHSRM
Le profil métabolique des NCP a été quantifié par 'H SRM a I’aide d’une séquence PRESS
(Point Resolved Spectroscopy) afin de déterminer I’influence des injections cumulatives de
gadodiamide. Les parametres de la séquence PRESS ont €té les suivants : taille voxel, 3 x 2 x
1,5 mm° ; TE/TR, 16 ms/2775 ms ; 970 accumulations ; bande spectrale, 4006,41 Hz (13,34
ppm) ; 2048 points ; temps d’acquisition, 44 min 52 secondes. Le module de suppression
d’eau VAPOR a été utilisé afin de pouvoir observer les métabolites cérébraux. Le module de
localisation OVS est activé pour supprimer le signal en dehors du voxel. Une
homogénéisation du champ magnétique B de premier et second ordre a été effectuée au sein
du voxel. Le voxel a été placé de manicre systématique dans les NCP de la partie gauche du

cervelet en prenant soin d’éviter le tronc cérébral et les lipides sous-cutanés (Fig. 4.2).

Figure 129

Dentate
nucleus §

Interaural -2.52 mm Bregma -11.52 mm

Figure 4.2 : Schéma anatomique du cervelet de rat avec la localisation des noyaux
cérébelleux profonds (deep cerebellar nuclei; DCN) comprenant les noyaux dentelés
cérébelleux (dentate nuclei) (issue de Robert et al. 2015).
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4.1.4. Analyse des données IRM et 1H SRM in vivo

4.1.4.1. RatioIRM
Les mesures de ’intensité du signal ont été réalisées dans trois régions d’intéréts (ROI) : les

NCP (0,03 cm?), le cortex cérébelleux (0,06 cm?) et le tronc cérébral (0,06 cm?) (Fig. 4.3).

Figure 4.3 : Régions d’intéréts sélectionnées sur les images pondérées en T1 au sein des
noyaux cérébelleux profonds (rouge), cortex cérébelleux (bleu) et tronc cérébral (vert).

Le ratio de signal entre NCP et le cortex cérébelleux adjacent a ét€ mesuré pour chaque
groupe sur la base de précédentes publications (Robert et al. 2015, 2016). La valeur maximale
entre les NCP droit ou gauche a été utilisée pour le calcul des ratios. Selon le positionnement
des coupes lors de ’acquisition des images, I’hyperintensité varie entre les NCP droit ou

gauche et il est plus ou moins facile a observer.

Le signal des NCP a été également normalisé par le signal du tronc cérébral pour réaliser une
quantification similaire aux études cliniques, lesquelles normalisent le signal des NCP par le
signal du pont du tronc cérébral (Kanda et al. 2014; Quattrocchi et al. 2015). Une

comparaison entre les ratios NCP/cortex cérébelleux et NCP/tronc cérébral a été effectuée.

4.1.4.2. Analyse des données 1H SRM obtenues dans les NCP par
plusieurs méthodes de quantification

Pour rappel, les données 'H SRM peuvent étre analysées soit dans le domaine fréquentiel ou

dans le domaine temporel (Cf. 1 ere partie, Chap.2, p.30). Différents métabolites cérébraux ont

été quantifiés dans les NCP : créatine et phosphocréatine (Cr+PCr) ; N-Acetyl Aspartate

(NAA) ; choline, phosphocholine et glycérophosphocholine (tCho); glutamate (Glu),

glutamate+glutamine (Glx), Taurine (Tau) et myo-Inositol (ml).
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Nous avons proposé d’utiliser la méthode ERETIC digital pour obtenir les concentrations en
mM des métabolites. Une comparaison a été réalisée avec les méthodes existantes (LCModel,

QUAEST et AMARES) afin de vérifier la robustesse de cette méthode.

(1) ERETIC (Electronic Reference To access In vivo Concentrations):

Les spectres ont été analysés sur TopSpin 3.2 (Bruker, Ettlingen, Germany). Aprés une
transformée de Fourier, une apodisation de 3 Hz a été appliquée. Le résidu de I’eau a O ppm a
¢été calibré a 6=4.8 ppm. Une correction manuelle de la phase (zéro et de premier ordre) et une
correction de la ligne de base de type spline cubique ont été effectuées. La quantification des
pics a été réalisée en mM. La méthode ERETIC consiste en ’ajout d’un pic synthétique
préalablement calibré puis ajouté dans le spectre en post-traitement. La calibration est
effectuée avec un spectre d’un fantdbme avec une concentration connue (1% agarose, 5 mM
NAA dans une solution saline isotonique) et avec les mémes conditions expérimentales que
les spectres réalisés in vivo au niveau des noyaux cérébelleux profonds. La valeur de référence
est obtenue suite a la calibration puis validée in vitro avec un fantdme contenant du NAA et

de la créatine (1% agarose, 5 mM dans une solution saline isotonique).

(2) LCModel (Linear Combination Model) :

L’analyse par LCModel a été réalisée par Julien Valette (CEA Saclay, France).

LCModel (Provencher 1993) comprend des étapes de post-traitement automatisé (la forme
des pics, la correction de la phase et la correction de la ligne de base) afin de minimiser les
erreurs opérateurs dépendantes. Les signaux des macromolécules et des lipides ont été inclus
dans la correction de la ligne de base par acquisition de spectres de macromolécules
(séquence inversion-récupération) obtenues in vivo chez trois rates controles dans un voxel

placé dans les noyaux cérébelleux profonds.

(3) QUEST (Quantitation based on Quantum Estimation) :

Le logiciel CSlapo a été développé par Yann Le Fur (CRMBM, Marseille, France) et Hélene
Ratiney (CREATIS — INSA, Lyon, France).

Le logiciel CSlapo sert d’interface pour 1’analyse par 1’algorithme QUEST (Ratiney et al.
2005). Une base de données des métabolites d’intéréts est générée par simulation via GAVA
(GAmma Visual Analysis) (Soher et al. 2007) et elle sert pour la modélisation des signaux des

métabolites. De plus, les macromolécules peuvent étre estimées en réalisant des calculs
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itératifs sur une partie des points de la FID et a ’ajustant & une base de donnée GAVA

spécifique aux macromolécules. Une apodisation de 3 Hz a été appliquée.

(4) AMARES (Advanced Method for Accurate, Robust and Efficient Spectral) :

L’algorithme AMARES (Vanhamme, van den Boogaart A, and Van Huffel S 1997) est utilisé
a partir des connaissances préalables sur les métabolites comprenant la liste des pics et leurs
largeurs (« damping factor »). AMARES est préprogrammé pour modéliser différentes formes

de pics détectés en SRM in vivo. Une apodisation de 3 Hz a été appliquée.

4.1.5. Analyse histologique des noyaux cérébelleux profonds a M13
Les sacrifices ont été effectués par Véronique Vives et Philipe Robert du département
Recherche et Innovation de Guerbet (Aulnay-sous-Bois, France). L’analyse histologique a été

sous-traitée par la société Atlantic Bone Screen (Nantes, France)

Aux semaines 61-62 post-injections, les animaux ont été sacrifiés et les cerveaux ont été
prélevés pour réaliser une analyse immunohistochimique. Les échantillons sont ensuite placés
dans un milieu OCT (« optimal cutting temperature ») puis plongés dans I’isopentane (-60°C)

jusqu’a leur refroidissement complet. Ils sont ensuite stockés a -80°C.

Des coupes de 7 um d’épaisseur ont été réalisées pour chaque cervelet (n=6/groupe) au
niveau des noyaux cérébelleux profonds. Le positionnement de la coupe a été validé sur des
coupes colorées au crésyl violet (coloration de Nissl) qui permet de colorer les noyaux et les

ribosomes présents dans les corps cellulaires.

Une analyse semi-quantitative par immunofluorescence a été réalisée dans les noyaux
cérébelleux profonds a 1’aide de trois marqueurs de populations cellulaires présents au niveau
du cerveau : synaptophysine (neurones), GFAP (astrocytes) et CD68 (microglie). Une analyse
quantitative a été ensuite effectuée pour la mesure de la créatine kinase B (CK-BB) qui est
une isoforme spécifique au cytosol des cellules cérébrales pour la régulation des niveaux de

I’ATP. Le fluorochrome choisie est Alexa 488.

Les étapes du protocole d’immunohistochimie par marquage indirect sont résumées dans le
tableau 4.1 pour chacun de ces marqueurs. Le marquage indirect consiste a 1’ajout d’un
anticorps primaire pour détecter la cible puis d’un anticorps secondaire couplé au

fluorochrome pour détecter le signal.
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Tableau 4.1 : Etapes du protocole d’ immunohistochimie par marquage indirect
(protocole fourni par Atlantic Bone Screen, Nantes, France)

Etapes Réactif Condition
Fixation des coupes Formaline 4% 10 min a température
ambiante
Rincage PBS 1x 3 x5 min
Sérum bloquant BSA 3% / Sérum de chevre 10% / 1h a température
PBS 1x ambiante
Incubation de I’anticorps Anti-synaptophysine 1/600°™° 1h a température

primaire Anti-GFAP 1/1000°™ ambiante
Anti-CD68 1/200°™
Anti-CKBB 1/100°™

Rincage PBS 1x 3 x 5 min
Anticorps secondaire Anti-IgG Alexa488 1/500°™ 1h & température

ambiante

Rincage PBS 1x 3 X 5 min

A la fin du protocole d’immunohistochimie, les coupes ont été recouvertes avec du DAPI
pour un marquage des noyaux des cellules. Les coupes ont été analysées par microscopie a
épifluorescence avec les parametres suivants : filtre FITC (pic d’excitation 495 nm et pic
d’émission 521 nm) ; temps d’exposition de 300 ms ; agrandissement x40 ; 1280 x 1024

pixels.

Les marqueurs synaptophysine, GFAP et CD68 ont été évalués sur une échelle de 0 (aucun
signal) a 3 (haute densité du signal). Le nombre de particules de CK-BB supérieures a 60 pmz

et leurs aires ont €té calculés.

4.1.6. Analyse statistique
L’analyse de variance (ANOVA ; test non-paramétrique) est effectuée sur les données in vitro
en 'H SRM entre les groupes contrdle, gadodiamide 12,5 uM et 50 uM (Kruskall-Wallis with
post-hoc Dunn) (GraphPad Prism 5.1). Le test non paramétrique Mann-Whitney est effectué
entre les rates des groupes solution saline et gadodiamide pour les données de poids a chaque
temps, les mesures d’intensité par IRM, les données '"H SRM et les mesures de la créatine

kinase B (GraphPad Prism 5.1).
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4.2. Résultats & conclusions

4.2.1. Etude de I'influence du gadodiamide sur les spectres 1H
Les effets des agents de contraste 2 base de gadolinium sur les pics en 'H SRM étant peu
connus, nous avons souhaité vérifier I’effet de 1’agent de contraste linéaire neutre
gadodiamide sur le signal des métabolites au préalable de 1’étude 'H SRM in vivo. La
présence de gadodiamide dans le tube pourrait conduire a une réduction des temps de
relaxation longitudinal (T1) et transversal (T2). Compte tenu que la largeur a mi-hauteur des
pics est égale a 1/T2, cela pourrait conduire a un élargissement des pics et donc a une

altération de la qualité spectrale.

Pour cela, des fantdomes de gel d’agarose 1% contenant des métabolites présents au niveau
cérébral (choline, créatine et NAA) ont été préparés en absence ou en présence de
gadodiamide (12,5 uM et 50 uM) (n=3/condition). Le choix des concentrations de
gadodiamide a été basé sur les quantités de gadolinium détectées par ICP-MS au niveau
cérébelleux lors des injections répétées des agents de contrastes linéaires chez le rat (Robert et
al. 2016). Les spectres ont été obtenus dans les mémes conditions expérimentales que les

acquisitions in vivo (Fig. 4.4).
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Figure 4.4 : Spectres obtenus par '"H SRM de fantomes (1% gel d’agarose) contenant 10
mM de choline, NAA et créatine en présence de solution saline (contrdle ; bleu) ou en
présence de gadodiamide a 12,5 uM (vert) et 50 uM (rouge).

L’analyse qualitative par superposition des spectres ne met pas en évidence d’élargissement
des pics en présence de gadodiamide (12,5 uM ou 50 uM) en comparaison avec le spectre

contrdle.
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Des mesures des aires sous chaque pic ont été effectuées pour quantifier une possible
modification induite par le gadodiamide. Les moyennes des aires sous chaque pic sont

résumées dans la figure 4.5.
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Figure 4.5 : Aire sous les pics (en unité arbitraire) en absence (controle) ou en présence
de gadodiamide (12,5 uM ou 50 uM). Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM et
n=3/groupe.

Par comparaison aux tubes sans gadodiamide, aucune variation des aires sous les pics de
NAA, choline et créatine n’a été¢ mesurée en présence de gadodiamide a 12,5 uM ou 50 puM.
Pour conclure, le gadodiamide n’altére pas qualitativement ou quantitativement le signal des

pics aux concentrations testées.
4.2.2. Suivi sanitaire et des poids des animaux

4.2.2.1. Suivi sanitaire
Toutes les rates ont eu le protocole de 20 injections intraveineuses de 0,6 mmol Gd/kg de
gadodiamide ou de solution saline (300 mOsm/kg H,O Gd/kg) (4 injections/semaine sur une
période de 5 semaines) (Tableau 4.2). La dose cumulée injectée aux rates est de 1,2 mL/kg de
gadodiamide.

Tableau 4.2 : Nombre d’animaux par groupe au cours du temps

n/groupe MO Ml M13
Solution saline 10 9 9
Gadodiamide 10 8 6

88



2¢me Partie : Evaluation des injections répétées d’'un agent de contraste a
base de gadolinium au niveau cérébral

A la fin des acquisitions IRM et '"H SRM a MO, une seule rate du groupe controle est décédée
a la suite d’une longue durée d’anesthésie car elle a été utilisée pour la mise au point du

protocole.

Aprés le point MO en IRM et '"H SRM, un décés de cause inconnue et un sacrifice pour des
raisons éthiques ont eu lieu. Aprés le point M1 en IRM et 'H SRM, deux sacrifices éthiques
ont été réalisés. La décision des sacrifices a été basée sur la présence de lésions cutanées
visibles (Fig. 4.6) induisant des douleurs chez les animaux (alopécie, difficulté de

déplacement et vocalisation lors de la préhension).

Figure 4.6 : Lésions cutanées visibles chez les rates gadodiamide sacrifiées a M1

4.2.2.2. Suivides poids
Le suivi des poids des rates a été effectué 4 fois pendant les 5 semaines d’injections puis a MO
(1 semaine post-injections), M1 (6 semaines post-injections), S22 (17 semaines post-
injections), S30 (25 semaines post-injections), S38 (33 semaines post-injections) et M13 (54-

55 semaines post-injections).

Dans la figure 4.7, les courbes des poids des rates du groupe solution saline et gadodiamide
sont présentés et les graphes de dispersion a S38 et M13. Les graphes de dispersion
représentent les poids de chaque rate au sein du groupe accompagné de la moyenne et de
I’écart standard a la moyenne (ESM). Il peut étre noté qu’une rate au sein de chaque groupe

(gadodiamide et solution saline) présente une valeur de poids différente a S38 et M13.
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Figure 4.7 : Suivi des poids des rates des groupes controle et gadodiamide au cours du
protocole. Diagrammes de dispersion a S38 (33 semaines post-injections) et au M13 (1 an
post-injections). Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM et *p=0,05.

Au préalable du protocole d’injection, le poids des rates du groupe contrdle (210,4 £5,2 g) et
du groupe gadodiamide (210,2 *3,3 g) sont similaires. Le poids des rates contrdles
augmentent au cours du temps conformément a la courbe de poids de la souche Sprague-
Dawley. A la semaine 38, le poids des rates du groupe gadodiamide est plus faible que celui
du groupe controle (-6,8% et p=0,18 ; 350,0 £27,4 g vs 375,4 £14,1). Au bout de 1 an post-
injections (M13), le poids des rates du groupe gadodiamide (385,4 =+37,2 g) est
significativement plus faible (-16,6% ; p=0,05) en comparaison au poids du groupe contrdle

(462,1 28,8 g).

4.2.2.3. Conclusion
En conclusion, des 1ésions cutanées apparaissent sur 3 des 10 rates injectées au gadodiamide a
court terme (entre 2 et 8 semaines post-injections). De plus, les injections répétées de
gadodiamide chez le rat induisent une diminution significative de la prise de poids a long
terme (1 an post-injections) alors que cette baisse n’est pas observable a court terme (6
semaines post-injections) et a moyen terme (entre 17 et 33 semaines post-injections).
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4.2.3. Suivi longitudinal de I'hypersignal suite aux injections répétées

de gadodiamide par IRM
Un suivi longitudinal de I’intensité du signal des noyaux cérébelleux profonds (NCP) a été
réalisé sur des images pondérées en T1 chez des rates ayant recu des injections répétées de
gadodiamide ou de solution saline. Sur les images de la figure 4.8, I’hypersignal (indiqué par
les fleches blanches) est visible qualitativement a MO, M1 et M13 chez les rates du groupe

gadodiamide.

Solution
Saline

Gadodiamide

Figure 4.8 : Images pondérées en T1 du cervelet chez les rates ayant recu des injections
répétées de gadodiamide ou de solution saline a MO (1 semaine post-injections), M1 (6
semaines post-injections) et M13 (1 an post-injections). Les fleches indiquent le rehaussement
du signal au niveau des noyaux cérébelleux profonds.

A partir des mesures d’intensité dans les régions d’intéréts, une comparaison a été effectuée

entre les ratios NCP/cortex cérébelleux utilis€ dans les études chez les rats et NCP/tronc

cérébral équivalent aux mesures en clinique.

4.2.3.1. Ratio NCP/ Cortex cérébelleux
Dans la figure 4.9, les graphes de dispersion (moyenne + ESM) du ratio NCP/Cortex
cérébelleux sont présentés pour les groupes gadodiamide et solution saline a MO (1 semaine

post-injections), M1 (6 semaines post-injections) et M13 (1 an post-injections).
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Figure 4.9 : Ratio intensité du signal des noyaux cérébelleux profonds/cortex cérébelleux
chez les rates ayant recu des injections répétées de gadodiamide ou de solution saline a MO (1
semaine post-injections), M1 (6 semaines post-injections) et M13 (1 an post-injections). Les
valeurs sont exprimées en moyenne + ESM. *p<0,05 et ***p<0,001.

A MO, une augmentation significative du ratio NCP/Cortex cérébelleux a été mesurée dans le
groupe gadodiamide (+5,1% ; 1,107 £0,006 vs groupe solution saline : 1,053 +0,013). Cette
hausse du signal est toujours présente a M1 chez les rates du groupe gadodiamide (+6,0% ;
1,073 £0,015 vs groupe solution saline : 1,137 £0,012). Il a été mesuré une persistance de
I’hypersignal a 1 an aprés les injections cumulatives de gadodiamide chez les rates (+2,1% ;

1,042 £0,008 vs groupe solution saline : 1,064 £0,008).

4.2.3.2. Ratio NCP/ Tronc cérébral
Dans la figure 4.10, les graphes de dispersion du ratio NCP/Tronc cérébral sont présentés
pour les groupes gadodiamide et solution saline a MO (1 semaine post-injections), M1 (6

semaines post-injections) et M13 (1 an post-injections).
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Figure 4.10 : Ratio intensité du signal des noyaux cérébelleux profonds/tronc cérébral
chez les rates ayant recu des injections répétées de gadodiamide ou de solution saline a MO (1
semaine post-injections), M1 (6 semaines post-injections) et M13 (1 an post-injections). Les
valeurs sont exprimées en moyenne + ESM. *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001.
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De maniére similaire au ratio NCP/Cortex Cérébelleux, le ratio NCP/tronc cérébral mesuré
dans le groupe gadodiamide met en évidence une augmentation du signal dans les NCP a MO
(+7,2% ; 1,060 £ 0,010 vs groupe solution saline : 0,989 * 0,010) et M1 (+7,6% ; 1,078 +
0,014 vs groupe solution saline : 1,002 +0,018). Le ratio NCP/tronc cérébral confirme la
persistance du rehaussement du signal a M13 chez les rates du groupe gadodiamide (+4,7% ;

1,033 £0,011 vs groupe solution saline : 0,9862 + 0,008)

4.2.3.3. Comparaison des ratios
Dans le tableau 4.3, il est présenté les différences entre les moyennes des ratios du groupe de

rates injectées au gadodiamide et la solution saline.

Tableau 4.3 : Comparaison de la normalisation de I’intensité du signal des noyaux
cérébelleux profonds par le cortex cérébral ou le tronc cérébral

Gadodiamide vs Solution saline MO M1 M13

Ratio DCN/Cortex cérébelleux +5,1% | +6,0% | +2,1%

Ratio DCN/Tronc cérébral +7.2% | +7,6% | +4,7%

L’augmentation de I’intensité du signal dans les noyaux cérébelleux profonds mesurée chez
les rates du groupe gadodiamide apparait plus marquée lors de la normalisation par le tronc

cérébral que le cortex cérébelleux.

4.2.3.4. Conclusion
De maniere inédite, il a ét¢ mis en évidence que I’hypersignal persiste au niveau des noyaux
cérébelleux profonds a tres long terme (1 an post-injections). Cela indique que le gadodiamide

reste accumulé au niveau cérébelleux jusqu’a un an apres la derniere injection.

La comparaison des ratios NCP/cortex cérébelleux et NCP/tronc cérébral met en évidence que
la normalisation par le tronc cérébral est plus optimale. Cette différence est probablement liée
a I’accumulation de gadolinium dans le cortex cérébelleux, laquelle a été précédemment
rapportée dans la littérature chez les rats ayant recu des injections répétées d’agent de
contraste linéaire (Lohrke et al. 2017). Pour le suivi de I’hyperintensité dans les études de
I’accumulation cérébelleuse du gadolinium chez les rongeurs, il est préférable d’utiliser le
ratio NCP/tronc cérébral équivalent aux études cliniques compte tenu de la possible présence

de gadolinium dans le cortex cérébelleux.
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4.2.4. Comparaison des méthodes de quantification en 1H SRM sur les

données obtenues dans les NCP
Compte tenu de I’augmentation de I’intensité du signal en IRM précédemment mesurée, les
éventuelles modifications du métabolisme induites par 1’accumulation du gadolinium dans
les noyaux cérébelleux profonds ont été évaluées par 'H SRM (Fig. 4.11). Afin de vérifier la
robustesse de la méthode ERETIC digital que nous avons proposé d’utiliser pour obtenir les

concentrations en mM, une comparaison a été réalisée avec les méthodes existantes :

LCModel, QUEST et AMARES (Cf. 2.3, p.45).

Les métabolites cérébraux suivants ont été quantifiés avec les quatre méthodes de
quantification a 1 semaine (M0), 6 semaines (M1) et 1 an post-injections (M13) : créatine et
phosphocréatine (Cr+PCr) ; N-Acetyl Aspartate (NAA); choline, phosphocholine et
glycérophosphocholine (tCho) ; glutamate (Glu), Taurine (Tau) et myo-Inositol (ml).

NAA

(A)

(B) CErPCr

Figure 4.11 : (A) Position du voxel 3x2x 1,5 mmS) sur une image pondérée en T1 ;

(B) Spectre 'H obtenu dans le noyau cérébelleux gauche chez une rate gadodiamide a MO (1
semaine post-injections). L’attribution des pics est la suivante : macromolécules (MM) ;
créatine et phosphocréatine (Cr+PCr) ; N-Acetyl Aspartate (NAA) ; choline, phosphocholine
et glycérophosphocholine (tCho); glutamate (Glu), glutamate+glutamine (Glx), Taurine
(Tau), myo-Inositol (ml).
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4.2.4.1. ERETIC digital
La méthode ERETIC digital est une méthode de quantification dans le domaine fréquentiel
que nous avons proposé de mettre en place pour obtenir les concentrations molaires des

métabolites. Les résultats obtenus par cette méthode sont résumés dans la figure 4.12.
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Figure 4.12 : (A) Quantification spectrale en mM par la méthode ERETIC digital a MO (1
semaine post-injections), M1 (5 semaines post-injections) et M13 (1 an post-injections). (B)
Diagrammes de dispersion de créatinet+phosphocréatine. Les valeurs sont exprimées en
moyenne + ESM. *p<0,05 et **p<0,01.

En comparaison du groupe de rates ayant recu des injections de solution saline, aucune

variation n’est observée chez les rates du groupe gadodiamide a MO, M1 et M13 pour : le

NAA, les composés contenant de la choline, la taurine, le myo-Inositol et le glutamate (Fig.
4.12A).

Une augmentation significative de la créatine totale (créatine + phosphocréatine) a été
mesurée chez les rates du groupe gadodiamide a MO (+32% ; 6,95 +0,61 mM vs groupe
solution saline : 5,27 £0,21 mM), M1 (+25,3% ; 6,91 0,31 mM vs groupe solution saline :
5,51 £0,20 mM) et M13 (+28,8% ; 5,19 0,24 mM vs groupe solution saline : 4,03 0,12
mM) (Fig. 4.12B).
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4.2.4.2. LCModel
De maniere similaire a la méthode ERETIC digital, LCModel est une technique de
quantification dans le domaine fréquentiel. Dans le cas de LCModel, la quantification est
réalisée par modélisation des pics du spectre et la gestion de ligne de base a lieu par
incorporation de spectres de macromolécules dans la base de données. Les résultats obtenus

par cette méthode sont présentés dans la figure 4.13.
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Figure 4.13 : (A) Quantification spectrale en unité arbitraire (U.A) par la méthode LCModel
a MO (1 semaine post-injections), M1 (5 semaines post-injections) et M13 (1 an post-
injections). (B) Diagrammes de dispersion de créatine+phosphocréatine. Les valeurs sont
exprimées en moyenne = ESM.

Comme pour la quantification par ERETIC digital, aucune variation n’a été mesurée chez les
rates du groupe gadodiamide a MO, M1 et M13 comparée aux rates ayant recu des injections
de solution saline pour : le NAA, les composés contenant de la choline, la taurine, le myo-
Inositol et le glutamate (Fig. 4.13A). Par contre, I’augmentation précédemment mesurée par
ERETIC digital n’est pas retrouvée pour la créatine totale (créatine+phosphocréatine) lors de

la quantification par LCModel (Fig. 4.13B).
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4.2.4.3. QUEST
A la différence des méthodes ERETIC digital et LCModel, la méthode QUEST effectue la
quantification dans le domaine temporel. La quantification est réalisée par modélisation des
métabolites et la gestion des macromolécules (influencant la ligne de base) a lieu par des

calculs itératifs sur des points de la FID. Les concentrations des métabolites obtenues sont

représentées dans la figure 4.14.
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Figure 4.14 : (A) Quantification spectrale en unité arbitraire (U.A) par la méthode QUEST a
MO (1 semaine post-injections), M1 (5 semaines post-injections) et M13 (1 an post-
injections). (B) Diagrammes de dispersion du pic de créatine+phosphocréatine. Les valeurs
sont exprimées en moyenne + ESM.

Comme pour LCModel et ERETIC digital, aucune variation n’a ét¢ mesurée chez les rates du
groupe gadodiamide a MO, M1 et M13 en comparaison aux rates ayant recu des injections de
solution saline pour : le NAA, les composés contenant de la choline, la taurine, le myo-
Inositol et le glutamate (Fig. 4.14A). De maniere similaire a LCModel, I’augmentation de la

créatine totale (créatine+phosphocréatine) n’est pas présente (Fig. 4.14B).
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4.2.4.4. AMARES
La méthode AMARES réalise la quantification dans le domaine temporel comme la méthode
QUEST. A la différence de QUEST, AMARES n’utilise pas de base de données simulée et
donc elle nécessite une interaction plus importante avec I’opérateur pour la mise au point des
connaissances préalables. En effet, il est nécessaire d’indiquer le déplacement chimique et la

largeur a mi-hauteur des pics pour l’obtention du spectre estimé. Les résultats de la

quantification AMARES sont illustrés dans la figure 4.15.
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Figure 4.14 : (A) Quantification spectrale en unité arbitraire (U.A) par la méthode AMARES
a MO (1 semaine post-injections), M1 (5 semaines post-injections) et M13 (1 an post-
injections). (B) Diagrammes de dispersion du pic de créatine+phosphocréatine. Les valeurs
sont exprimées en moyenne + ESM.

Comme pour les méthodes précédentes, aucune variation n’a été mesurée chez les rates du
groupe gadodiamide a MO, M1 et M13 en comparaison aux rates ayant recu des injections de
solution saline pour : le NAA, les composés contenant de la choline, la taurine, le myo-
Inositol et le glutamate (Fig. 4.15A). De maniere similaire a LCModel et QUEST,

I’augmentation de la créatine totale (créatinet+phosphocréatine) n’a pas été détectée (Fig.
4.15B).
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4.2.4.5. Comparaison des méthodes de quantification en 1H SRM
La méthode ERETIC digital que nous avons propos¢ d’utiliser pour obtenir une quantification
en concentration molaire a mis en évidence une augmentation de la créatine totale
(créatine+phosphocréatine) chez des rates ayant recu des injections répétées de gadodiamide
en comparaison a des rates injectées avec de la solution saline. Cette augmentation apparait

persistante a 1 semaine, 5 semaines et 1 an post-injections.

Néanmoins, les trois méthodes de quantification classiquement utilisées en 'H SRM
(LCModel, QUEST et AMARES) n’ont pas montré de variation du profil métabolique des
noyaux cérébelleux profonds chez des rates injectées au gadodiamide a 1 semaine, 5 semaines
et 1 an post-injections. Il apparait que les résultats obtenus avec les méthodes de
quantification actuellement disponibles sont équivalents, et cela que la quantification soit

effectuée dans le domaine fréquentiel (LCModel) ou temporel (QUEST et AMARES).

La principale différence entre la méthode ERETIC digital et les autres méthodes de
quantification réside dans le traitement de la ligne de base. En effet, une correction de la ligne
de base par une spline cubique est inclue dans les étapes de post-traitement avant la
quantification effectuée par ERETIC digital. Nous avons fait I’hypothése que la correction de
la ligne de base pouvait influencer les mesures des aires sous les pics par la méthode ERETIC

digital.

Afin de valider cette hypothese, les spectres 'H moyens des rates injectées avec de la solution
saline et le gadodiamide ont été superposés en présence ou en absence de la correction de la

ligne de base (Fig. 4.15).
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Figure 4.15 : Spectres 'H moyens des noyaux cérébelleux profonds obtenus chez les rates
injectées au gadodiamide ou avec une solution saline a M0 (1 semaine post-injections)
(A) avec correction de ligne de base ; (B) sans correction de ligne de base.

Dans la figure 4.15A, une augmentation du pic de créatine totale dans le groupe gadodiamide
peut €tre observée qualitativement en présence de la correction de la ligne de base. Dans la
figure 4.15B, cette différence sur le pic de créatine totale n’est plus observable en absence de
la correction de la ligne de base. Il apparait que 1’application de la correction de la ligne de
base en post-traitement influence la quantification spectrale et pourrait étre une source de

biais.
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4.2.5.6. Conclusion
Par les techniques de quantification actuelles en 'H SRM (LCModel, AMARES et QUEST),
nous avons mis en évidence que les injections répétées de I’agent de contraste linéaire neutre
gadodiamide n’induisent pas d’altération apparente sur le métabolisme des noyaux
cérébelleux profonds a court terme (1 et 6 semaines post-injections) et a long terme (1 an
post-injections). En lien avec 1’évaluation in vitro de I’effet du gadodiamide sur les spectres
'H (Cf. 4.2.1, p.87), ces résultats in vivo confirment que I’accumulation au niveau cérébral de
cet agent de contraste linéaire n’influence pas la largeur ou I’amplitude du signal des

métabolites.

La comparaison avec les méthodes conventionnelles a mis en évidence I’influence de la
correction de la ligne de base dans la quantification ERETIC digital. La correction de la ligne
de base est nécessaire car les macromolécules ont des fréquences de résonance s’additionnant
a I’ensemble du spectre. Ceci a pour conséquence que la ligne de base n’est pas proche de

z€ro et pourrait étre une source de biais dans les mesures de 1’aire sous le pic.

La correction de la ligne de base dans la méthode ERETIC digital est appliquée par une spline
cubique qui est une courbe définie par fragments a 1’aide de polyndmes. Ce biais n’apparait
pas dans les autres méthodes de quantification car d’autres stratégies de gestion de la ligne de
base sont effectuées. La méthode LCModel incorpore un spectre in vivo de macromolécules
précédemment acquis dans son estimation dans le domaine fréquentiel. Les signaux de la
ligne de base peuvent étre identifiés comme des composés décroissants rapides dans les
premiers points de la FID, les méthodes dans le domaine temporel (QUEST et AMARES)
vont exploiter ce phénomene. Dans le cas de QUEST, les signaux des macromolécules sont
estimés en réalisant des calculs itératifs sur les premiers points de la FID et I’ajuste a une base
de données spécifique aux macromolécules. Dans le cas d’AMARES, la troncature des
premiers points de la FID va permettre de réduire I’influence des macromolécules dans

I’estimation des métabolites (Graveron-Demilly 2014).

Les stratégies de la correction de la ligne de base dans les méthodes classiques apparaissent
plus robustes pour la quantification des métabolites que la méthode utilisée pour ERETIC
digital. Il a été précédemment rapporté des quantifications de métabolites comparables entre
LCModel et QUEST dans des mode¢les animaux d’ischémie cérébral et de démence vasculaire

(Shen et al. 2008; Jozefovicova et al. 2015).

101



2¢me Partie : Evaluation des injections répétées d’'un agent de contraste a
base de gadolinium au niveau cérébral

Néanmoins, Jozefovicova et al. (2015) rapporte une sous-estimation de leurs mesures par
QUEST en comparaison de LCModel et ils conjecturent que leur correction de la ligne de
base par soustraction des macromolécules influence leurs résultats. En effet, ils n’ont pas
incorporé les macromolécules dans leur base de données QUEST alors que dans notre étude
les macromolécules ont été inclues. Sur un imageur clinique a 1.5T, les résultats obtenus par
LCModel et AMARES donnent des résultats comparables pour la majorité des métabolites
cérébraux a l’exception du pic de Glx (glutamate+glutamine) qui présente une forte

superposition avec le NAA (Kanowski et al. 2004).

Le traitement du signal des macromolécules et son influence dans la correction de la ligne de
base reste une question centrale dans la quantification des données de 'H SRM in vivo. Au
vue de notre comparaison, il apparait essentiel de tenir compte du signal des macromolécules
dans la correction de ligne de base pour limiter des erreurs significatives d’estimation des

métabolites.
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4.2.5. Analyse histologique

Les figures de cette partie ont été fournies par la société Atlantic Bone Screen.

4.2.5.1. Analyse morphologique par immunohistochimie
Aprés les expériences IRM et 'H SRM effectuées a 1 an post-injections, les cervelets ont été
examinés par immunohistochimie. Une analyse semi-quantitative par immunofluorescence a
été réalisée dans les noyaux cérébelleux profonds a I’aide de trois marqueurs: (i) la
synaptophysine qui marque le corps cellulaire des neurones, (ii) la GFAP qui permet de
détecter la morphologie des astrocytes ainsi que leurs interactions avec les neurones et les
capillaires sanguins; (iii) le CD68 qui détecte les cellules microgliales activées (macrophages

du cerveau) lesquelles sont impliquées dans 1’inflammation.

Ces marqueurs ont permis d’évaluer trois populations cellulaires présentes dans le systéme
nerveux central et les parametres mesurés pour chacun de ces marqueurs sont résumés dans le

tableau 4.4.

Tableau 4.4 : Criteres d’évaluation des marqueurs utilisés en immunofluorescence

Marqueurs Parametres évalués
Synaptophysine Signal général ; signal des péricaryons.
GFAP Signal général ; astrocytes périneuronaux ; astrocytes périvasculaires ;

épaisseur des processus astrocytaires.

CD68 Microglie activé en périvasculaire ; microglie activé de maniere diffuse

dans le neuropile (substance grise).

Dans la figure 4.16, il est illustré un exemple des images obtenues en épifluorescence des
marquages par la GFAP (processus astrocytaires et astrocyte périvasculaire) et le CD68
(microglie activé).

GFAP CDo68
A A

[ \ \
Processus astrocytaire Astrocyte périvasculaire  Microglie périvasculaire activé

4) (®)
>\

—

Figure 4.16 : Images par épifluorescence (x40) des marquages immunohistochimiques
au sein des noyaux cérébelleux profonds par (A) & (B) GFAP et (C) CD68.
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Chacun des parameétres de ces marqueurs a été évalué sur une échelle de O (aucun signal) a 3
(haute densité du signal). Les résultats semi-quantitatifs de la mesure du signal des trois
marqueurs sont présentés dans la figure 4.17 pour la synaptophysine, la figure 4.18 pour la

GFAP et la figure 4.19 pour le CD68.
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Figure 4.17 : Analyse semi-quantitative en immunohistochimie de la synaptophysine
Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD.
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Figure 4.18 : Analyse semi-quantitative en immunohistochimie de la GFAP.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD.
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Figure 4.19 : Analyse semi-quantitative en immunohistochimie de CD68
Les valeurs sont exprimées en moyenne * SD.
En comparaison du groupe contrdle, aucune variation significative n’a été observée dans les
noyaux cérébelleux profonds prélevés chez les rates du groupe gadodiamide pour les
marqueurs morphologiques des cellules neuronales, des cellules astrocytaires et de la

microglie.

4.2.5.2. Analyse quantitative de la créatine kinase B
Compte tenu de 1’augmentation de la créatine totale initialement mesurée en '"H SRM par la
méthode ERETIC digital, une analyse quantitative a été effectuée par microscopie a
épifluorescence pour la mesure de la créatine kinase B (CK-BB). La créatine kinase est une
enzyme impliquée dans 1’homéostasie énergétique et elle permet la phosphorylation de la
créatine en phosphocréatine. Le signal CK-BB dans les noyaux cérébelleux profonds apparait

comme un signal diffus dans le corps cellulaire des neurones.

Les images des noyaux cérébelleux profonds obtenues en épifluorescence ont été converties
en niveaux de gris puis segmentées avec un seuil fixé aux valeurs de 11-255. Cette valeur a
¢été considérée comme la plus consistante pour séparer le signal de 1’arriere-plan du signal
positif. Les particules considérées comme positives ont été filtrées par leur taille afin de ne
conserver que les particules supérieures a 60 um consistantes avec les structures neuronales

(Fig. 4.20).
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Figure 4.20 : Etapes de D’analyse quantitative en immunohistochimie de la créatine
kinase B (CK-BB). Les fleches indiquant les particules de CK-BB d’une taille supérieure a
60 um’.

Le nombre de particules de CK-BB supérieures a 60 me et ’aire des particules sur la surface

totale ont été calculés (Fig. 4.21).
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Figure 4.21 : Analyse quantitative en immunohistochimie de la créatine kinase B (CK-
BB). (A) mesure de 1’aire des particules d’une taille supérieure a 60 pm” dans les noyaux
cérébelleux profonds et (B) nombre de particules comptabilisées. Les valeurs sont exprimées
en moyenne * SD
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La quantification du signal de CK-BB a mis en évidence une augmentation non significative
du nombre de particules (p=0,485) avec un signal plus étendu dans la région d’intérét
(p=0,132). Le graphe de dispersion de l’aire des particules met en évidence une rate se
comportant différemment au sein de chaque groupe (gadodiamide et solution saline) (Fig.
4.20B). Il en est de méme pour le graphe de dispersion du nombre de particules qui met en
évidence deux rates du groupe gadodiamide et une rate du groupe solution saline qui sont

différentes.

4.2.5.3. Conclusion
Aucun changement morphologique n’a été observé par I’analyse en immunofluorescence des
différentes populations cellulaires (neurones, astrocytes et microglie). Cela suggere que
I’agent de contraste linéaire gadodiamide n’induit pas d’altération de ces marqueurs
histologiques a long terme chez les rates ayant recu des injections répétées. La créatine kinase
BB qui est impliquée dans la régulation des niveaux de I’ATP au niveau cérébrale augmente

mais de maniere non significative chez les rates du groupe gadodiamide.

107



2¢me Partie : Evaluation des injections répétées d’'un agent de contraste a
base de gadolinium au niveau cérébral

4.3. Discussion et perspectives

L’accumulation des agents de contraste a base de gadolinium (GBCA) au niveau cérébral
induit un hypersignal au niveau des noyaux cérébelleux profonds (NCP) observable par IRM
sur des images pondérées en T1. La persistance et les conséquences biologiques d’une telle
accumulation posent encore de nombreuses interrogations. Dans le cadre de ces travaux de
thése, nous avons voulu répondre aux problématiques concernant : (i) la persistance a long
terme de ’hypersignal détecté par IRM au niveau des NCP; (ii) 1’évaluation du profil
métabolique des NCP par "H SRM. Le suivi longitudinal a été réalisé pendant une période de

1 an chez des rates ayant recu des injections répétées de gadodiamide (GBCA linéaire neutre).

Nous avons mis en évidence que les injections répétées de gadodiamide chez des rates saines
induisent une augmentation de ’intensité du signal au niveau des NCP sur des images
pondérées en T1 obtenues avec un aimant a haut champ (7 Tesla). Cette hausse du signal des
NCP est observable a 1 semaine post-injections et 5 semaines post-injections. Ce résultat est
en accord avec les précédentes observations sur I’hyperintensité et 1’augmentation de la
vitesse de relaxation R1 réalisées sur le méme modele animal (20 injections de 0,6 mmol/kg
pendant 5 semaines) avec un aimant a 2.35 Tesla (Robert et al. 2015, 2016). La mesure de
I’hypersignal sur ce modele animal d’injections cumulatives de gadodiamide est donc
reproductible a haut champ, et cela en dépit de la diminution du contraste que peut engendrer

d’acquérir des images a haut champ.

De maniére inédite, nous avons mis en évidence que le rehaussement du signal dans les NCP
est présent a 1 an apres la fin des injections de gadodiamide. Ce rehaussement semble
indiquer que I’accumulation de gadolinium persiste dans le cervelet a trés long terme. Une
analyse par LA-ICP-MS des cervelets de rats est en cours afin de quantifier la concentration

du dépdt de gadodiamide a 1 an post-injections.

Une comparaison a été effectuée entre la normalisation de I’intensité du signal des NCP par le
tronc cérébral ou le cortex cérébelleux. En effet, la différence entre les rates du groupe
gadodiamide et celles du groupe controle est plus élevée avec le ratio NCP/tronc cérébral que
le ratio des signaux NCP/cortex cérébral. Cette différence pourrait étre une indication de la
présence possible du gadolinium dans le cortex cérébelleux malgré I’absence d’un

hypersignal. Chez les rats, Lohrke et al. (2017) ont détecté de fortes concentrations de
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gadodiamide par LA-ICP-MS dans les NCP et dans la couche granulaire du cortex

cérébelleux a 8 semaines post-injections (50 mmol/kg sur 4 semaines).

Afin d’¢lucider les conséquences biologiques des injections cumulatives de gadodiamide, le
profil métabolique des NCP obtenu par '"H SRM a été quantifié. Compte tenu que les effets
des GBCA sur les pics des métabolites en "H SRM sont peu connus, ’évaluation in vivo a été
précédée par une étude in vitro. Les spectres 'H de tubes de gel d’agarose contenant des
composés représentatives du métabolisme cérébral (NAA, choline et créatine) n’ont pas mis
en évidence de variation qualitative (largueur des pics) ou quantitative (aire sous les pics) en
présence de gadodiamide (12,5 et 50 uM). Cela nous a permis de valider que le gadodiamide
n’impacte pas la quantification des spectres 'H et que les mesures réalisées in vivo étaient

représentatifs du métabolisme des noyaux cérébelleux profonds.

Dans le cadre de ces travaux de theése, nous avons souhaité mettre en place une quantification
en concentration molaire par la méthode ERETIC digital. La quantification par ERETIC
digital a montré une augmentation prolongée au cours du temps de la concentration de
créatine totale (créatine+phosphocréatine) dans les NCP en comparaison au groupe controle.
Aucune modification dans le temps a ces délais (1 semaine, 6 semaines et 1 an post-

injections) n’a été observée pour les autres métabolites.

Néanmoins, cette augmentation de créatine totale n’a pas été corroborée par les méthodes de
quantification classiquement utilisées en 'H SRM (LCModel, QUEST et AMARES). Or, les
signaux impliqués dans la FID dans le domaine temporel ont une correspondance directe avec
les pics des métabolites dans le domaine fréquentiel. Par conséquent, la quantification devrait
étre équivalente entre les méthodes dans le domaine temporel (QUEST et AMARES) et
fréquentiel (LCModel et ERETIC digital). Le biais dans la mesure de créatine totale semble
étre 1ié a la stratégie employée pour la correction de la ligne de base au préalable de la

quantification par la méthode ERETIC digital.

Par les méthodes de quantification conventionnelles en 'H SRM, nous avons mis en évidence
que les injections cumulatives de gadodiamide n’induisent pas de modification sur le profil
métabolique des NCP a court et a long terme. Une interprétation possible de I’absence de
modification du profil métabolique des NCP en présence de gadodiamide pourrait étre lie a
sa propriété de composé ionique neutre. En effet, il a été rapporté dans la littérature un

élargissement accompagné d’une diminution de I’aire sous le pic de choline en 'H SRM dans
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le cas des GBCA ioniques et absents pour les GBCA neutres par des tests in vitro et chez un
modele de rat pour le cancer du sein (Lenkinski et al. 2009). Ce résultat a été confirmé en
clinique sur les spectres obtenus apres injection de GBCA linéaires ioniques (gadopentétate
de diméglumine) au niveau des tumeurs mammaires (Baltzer et al. 2012) et des tumeurs
cérébrales (Murphy et al. 2002). De la méme fagon, il a été montré que pour les GBCA
neutres (gadodiamide ou de gadotérate de méglumine), aucune variation n’a été observée au
niveau des tumeurs cérébrales apres injection (Alkan et al. 2012). 1l a été suggéré que la
choline qui est chargée positivement par ’ammonium quaternaire (NH>") pourrait interagir

avec la charge négative du complexe de gadolinium (J. K. Smith, Kwock, and Castillo 2000)

Au vue de la littérature, les GBCA neutres tels que le gadodiamide ne semble pas induire de
modification spectrale. Qu’en-est-il des GBCA linéaires ioniques accumulés dans les noyaux
dentelés cérébelleux des patients (gadopentétate de diméglumine et gadobénate de
diméglumine) ? Il serait intéressant d’explorer I’influence des GBCA linéaires ioniques

accumulés au niveau cérébelleux par des expériences in vitro et in vivo chez les rats.

Au cours de notre protocole, I’état de bien-étre des animaux et leurs poids ont été surveillés.
Or, nous avons observé des 1ésions cutanées entre 2 et 8 semaines post-injections sur trois des
dix rates du groupe gadodiamide. Lohrke et al. (2017) ont également observé des lésions
cutanées a 8 semaines post-injections parmi quatre des dix rats administrés a une dose plus
élevée de gadodiamide que notre étude (50 mmol/kg sur 4 semaines vs 12 mmol/kg sur 5
semaines). Dans 1’étude de Lohrke et al. (2017), les 1ésions cutanées n’étaient pas observables
chez les rats ayant recu d’autres agents de contraste (gadopentétate de diméglumine,
gadobutrol et gadotéridol). Ils ont corrélé leurs observations a une fibrose et une infiltration
de cellules mononucléaires mesurées en histologie ainsi qu’a une forte concentration de
gadodiamide dans la peau (1472 nmol/g). Dans notre étude, le poids des rates du groupe
gadodiamide est significativement plus faible que celui du groupe contrdle a 1 an post-
injections. Par conséquent, les 1€sions cutanées et la prise de poids plus faible semblent

indiquer une altération systémique de 1’état de santé des rates injectées au gadodiamide.

Afin d’explorer les possibles modifications structurales a long terme, des études
immunohistochimiques ont été réalisées sur les cervelets prélevés aprés le point IRM et 'H
SRM a 1 an post-injections. Aucun changement de nos marqueurs pour les différentes
populations cellulaires (neurones, astrocytes et microglie) n’a ét€ observé au sein des noyaux
cérébelleux profonds. Dans la littérature, les analyses histologiques chez les rats a 8 semaines
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(Lohrke et al. 2017) ou 20 semaines (A. P. L. Smith et al. 2017) apres des injections de
gadodiamide a des doses plus élevées que notre étude n’avaient pas permis d’observer

d’altérations histologiques.

Nous avons également mesuré une augmentation non significative de 1’enzyme créatine
kinase BB (CK-BB) chez les rates du groupe gadodiamide. L’enzyme CK-BB est une
isoforme spécifique au cytosol des cellules cérébrales et elle est impliquée dans la régulation
des niveaux de I’ATP. Cette hausse de CK-BB apparait alors que la quantification des
spectres 'H au sein des NCP par les méthodes classiques (LCModel, QUEST, AMARES) ne
met pas en évidence de variation pour la concentration de créatine totale chez les rates du
groupe gadodiamide. Néanmoins, des écarts dans la mesure de CK-BB parmi les rates sont
observables au sein de chaque groupe (gadodiamide et solution saline). Par conséquent, il
serait intéressant d’augmenter le nombre d’animaux afin de vérifier cette tendance et valider
la piste d’une modification du métabolisme énergétique induite par les injections répétées de

gadodiamide.

Pour conclure, il a été mis en évidence dans le cadre de ces travaux de these la persistance
d’un hypersignal dans les noyaux cérébelleux profonds chez les rates lors d’un suivi pendant
un an apres la derniere injection de gadodiamide. En perspective de ce travail, des dosages par
LA-ICP-MS vont étre effectués pour quantifier la concentration de gadodiamide dans les
noyaux cérébelleux profonds. Ce dépdt de gadodiamide n’a pas induit de modification du
métabolisme des noyaux cérébelleux profonds détectable par 'H SRM. Compte tenu que le
gadodiamide est un agent de contraste linéaire neutre, il serait intéressant d’explorer
I’influence sur le profil métabolique des agents de contraste lin€aires ioniques connus pour
s’accumuler dans le cervelet (gadopentétate de diméglumine et gadobénate de diméglumine).
La persistance de I’accumulation de gadolinium a long terme renforce la nécessité d’élucider
les conséquences cliniques de 1’accumulation des agents de contraste linéaires au niveau

cérébelleux.
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5.1. Bisphénol A : un perturbateur endocrinien ubiquitaire

5.1.1. Les voies d’exposition chez 'Homme
Le Bisphénol A [2,2-bis(4-hydroxyphenyl)propane] (BPA) est un composé chimique utilisé
principalement comme monomere des polycarbonates et additif des résines époxydes,
lesquels trouvent de nombreuses applications industrielles pour la fabrication de produits
manufacturés. Les polycarbonates entrent dans la composition des objets du quotidien tels que
CD, lunettes, bouteilles en plastiques, vaisselles et certains composites dentaires. Les résines
époxydes constituent les revétements intérieurs des boites de conserves et des canettes
préservant ainsi le golit des aliments et les protégeant des potentielles contaminations
microbiologiques. Le BPA est également utilis€é comme révélateur des papiers

thermosensibles comme les tickets de caisse et les recus de cartes bancaires (Fig. 5.1.).
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Figure 5.1 : Sources environnementales et voies d’exposition du BPA
Issue de ANSES (2013)

Du fait de sa large variété d’utilisations, la production mondiale du BPA est de 3 millions de
tonnes par an et elle est corrélée a une émission dans 1’atmosphére de 100 tonnes
(Vandenberg et al. 2009). Le BPA se retrouve ainsi dispersé de maniere ubiquitaire dans

I’environnement et il a été détecté dans I’air, I’eau et le sol.
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Il a été rapporté des concentrations de BPA dans Iair de 2 4 208 ng/m’ (Rudel et al. 2001)
avec une demi-vie de photo-oxydation de 0,74 a 7,4 heures (Staples et al. 1998). La
concentration de BPA retrouvée dans les stations de traitement de I’eau dans le monde varie
de 0,317 ng/L et jusqu’a 1,275 pg/L. (Muhamad et al. 2016). La contamination des sols par le
BPA dépend de la composition des effluents industriels a proximité ainsi que des déchets

rejetés par ’Homme (Corrales et al. 2015).

De plus, par sa présence dans les contenants alimentaires, le BPA peut migrer en petites
quantités dans les aliments et les boissons et cela méme a température modérée (~60°C). La
migration du BPA est engendrée par les étapes de chauffage effectuées lors des procédés de
mise en conserve et I’accumulation de BPA dans les produits alimentaires peut se poursuivre

pendant la période de stockage a température ambiante (Kang, Kondo, and Katayama 2006).

Par conséquent, I’exposition au BPA chez ’Homme a lieu par différentes voies : ingestion,
inhalation et transdermique. L’Anses (Agence Nationale frangaise de Sécurité Sanitaire de
I’ Alimentation, de I’Environnement et du Travail) estime a plus de 80% [’exposition de la
population par 1’alimentation, et notamment par les bombonnes d’eau en polycarbonates

considérées comme une source importante de 1’exposition au BPA.

L’exposition humaine au BPA a été récemment estimée par 1’agence européenne de la
sécurité alimentaire (European Food Safety Agency ; EFSA) de provenance alimentaires et
non-alimentaires (poussieres, jouet, papier thermique, cosmétiques) pour les différents
groupes d’age de la population (Tableau 5.1). L’ensemble de la population est exposée a une
dose totale autour de 1 pg/kg/jour avec une exposition accrue chez les enfants de 3 a 10 ans,

les adolescents et les adultes.

L’agence de protection environnementale américaine (US Environnmental Protection
Agency ; EPA) a fixé la dose tolérable journaliere (Tolerable Dose Intake ; TDI) a 50
pg/kg/jour soit a une valeur 100 fois inférieure a la dose sans effet déléteére observable (No
Observed Adverse Effect Level ; NOAEL). L’EPA a également indiqué une dose de référence
orale de 100 ug/L comme concentration totale autorisée dans 1’eau de boisson (Willhite
2008). En 2015, I’agence européenne a abaiss¢ la TDI de 50 pg/kg/jour a 4 pg/kg/jour
considérant que cette nouvelle dose de référence était 4 fois supérieure aux valeurs

d’exposition de la population (EFSA 2015).
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Tableau 5.1 : Doses moyennes et élevées d’exposition au BPA (ug/kg/jour) de sources
alimentaires et non alimentaires dans différents groupes d’age de la population.

adapté de EFSA (2015)
" Niveau Exposition Exposition Exposition
Groupe d’age , e . . non- totale
d’exposition | alimentaire . .
alimentaire
. . Moyenne 0,225 0,225
Enfants 1 — 5 jours allaités Elevée 0.435 - 0.435
Enfant 6 jours a 3 mois Moyenne 0,165 0,009 0,174
allaités Elevée 0,600 0,015 0,615
. . Moyenne 0,145 0,009 0,154
Enfant 4 — 6 mois allaités Elevée 0.528 0.015 0.543
Enfant O — 6 mois au Moyenne 0,030 0,009 0,039
biberon Elevée 0,080 0,015 0,095
. Moyenne 0,375 0,009 0,384
ity © — L2 1o Elevée 0,857 0,015 0,872
Moyenne 0,375 0,007 0,382
Bty 1| = exig Elevée 0,857 0,012 0,869
Moyenne 0,290 0,064 0,354
EimE ) = AU A s 0.813 0.445 1258
Moyenne 0,159 0,130 0,289
Adolescents 10 — 18 ans Elevée 0.381 1.068 1,449
Moyenne 0,132 0,084 0,216
SIS Lo = Fik Hes 0.388 0.675 1.063
Moyenne 0,126 0,084 0,210
B ISEITERES) Lk) =29 i s 0.335 0.675 1.010
Moyenne 0,126 0,084 0,210
RETINES 65 = (E8) 10 Eleyee 0.341 0.675 1.016
L Moyenne 0,116 0,084 0,200
Personnes agées (>65 ans) Elevée 0.375 0.675 1,050

Du fait, de la présence ubiquitaire du BPA dans I’environnement et des effets suspectés sur la
santé, des gestes de prévention au quotidien ont été recommandés par I’ANSES: (i) éviter le
chauffage des récipients en plastique polycarbonate (micro-ondes, bain-marie, etc.), (ii)
limiter la consommation d’aliments en boites de conserves et préférer les bouteilles en verre.
Les récipients en polycarbonate sont identifiés par le sigle « PC » et les objets contenant
probablement du polycarbonate sont indiqués avec un triangle entourant le chiffre « 7 ». Par
principe de précaution, il a été interdit la fabrication, I’importation, 1’exportation et la mise
sur le marché de biberons a base de BPA depuis le 30 juin 2010 en France et depuis juin 2011
a I’échelle européenne ; ils ont été remplacés par des biberons en verre ou en polypropyléne.
Cette mesure a été étendue a tous les contenants alimentaires pour 1’ensemble de la population

depuis le 1% janvier 2015 et tout en s’assurant de produits de substitution siirs et adaptés.
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5.1.2. Les impacts biologiques du BPA

5.1.2.1. Perturbateur endocrinien
Le BPA appartient a la catégorie des perturbateurs endocriniens c¢’est-a-dire « une substance
ou un mélange de substances, qui alterent les fonctions du systéme endocrinien et de ce fait
induisent des effets néfastes dans un organisme intact, chez sa progéniture ou au sein de
populations » (Organisation Mondial de la Santé, 2002). Les perturbateurs endocriniens ont
trois modes d’action distincts : (i) mimer 1’action des hormones endogenes, (ii) bloquer les

récepteurs hormonaux ou (iii) modifier les concentrations des hormones endogenes.

Le BPA peut se fixer sur des récepteurs au niveau cellulaire et au niveau nucléaire (Fig. 5.2)
(Wetherill et al. 2007; Vandenberg et al. 2009). Le BPA a des propriétés de xénocestrogene
car il peut se fixer sur les récepteurs cestrogéniques (ERa et ERP) mais avec une affinité 1000
a 10000 fois moindre que le 17B-estradiol (hormone endogeéne) (Kuruto-Niwa, Terao, and
Nozawa 2002; Takemura et al. 2005). Le BPA est également un agoniste des récepteurs
transmembranaires de I’cestrogeéne : le récepteur transmembranaire des cestrogenes (mER) qui
est similaire a ERa et le récepteur transmembranaire couplé aux protéines G 30 (GPR30)
(Watson et al. 2005; Thomas and Dong 2006). A la différence des ER, ces deux récepteurs

ont des actions stéroidiennes non génomiques.

Le BPA peut aussi se fixer sur des récepteurs non-cestrogéniques tels que :

- le récepteur des hydrocarbures aromatiques (AhR) lequel est un facteur de
transcription activé par la fixation des ligands et qui semble réguler d’autres
récepteurs dont les ER (Kriiger, Long, and Bonefeld-Jgrgensen 2008).

- le récepteur androgénique (AR) dont le BPA agit comme un anti-androgéne modéré
en entrant en compétition avec son ligand endogene le Sa-hydrotestostérone (H. J.
Lee 2003).

- le récepteur y apparenté aux récepteurs aux cestrogenes (ERR vy) dont les ligands
endogeénes sont inconnus; il semble impliqué dans la différenciation et la
maturation du cerveau foetal (Takayanagi et al. 2006).

- le récepteur des hormones thyroidiennes (TR) dont le BPA agit comme un
antagoniste en empéchant la fixation du ligand endogene (T3) (Moriyama et al.

2002).
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Figure 5.2 : Récepteurs cibles au niveau cellulaire et nucléaire du BPA

Le BPA induit des perturbations sur I’organisme en suivant une courbe non-monotique.
Classiquement, les effets des xénobiotiques sont décrits comme suivant une courbe monotone
dose-réponse. Cependant, les perturbateurs endocriniens ne suivraient pas ce principe et
pourraient provoquer a de faibles doses des effets plus prononcés que ceux observés a fortes
doses (ANSES 2013). Ce phénomene peut s’expliquer par les mécanismes d’action du BPA
avec les récepteurs endocriniens (cellulaires et nucléaires). En effet, le BPA peut se lier a
différents récepteurs avec des affinités différentes induisant plusieurs voies de signalisations
intracellulaires selon la dose. Par exemple, le BPA a une affinité 6,6 fois plus élevée pour le
récepteur ERB que le récepteur ERa (Kuiper et al. 1997). Une autre hypothése est celle d’un
rétrocontrole négatif par I’organisme a forte dose par la diminution de I’activité ou du nombre
de récepteurs cibles (similaire a celle du cortisol par ’axe hypothalamo-hypophysaire-

corticosurrénale) (ANSES 2013).

5.1.2.2. Impact du BPA sur la santé
Le BPA exerce une pléiotropie de perturbations sur ’organisme. Il est principalement
suspecté de compromettre le systeme reproductif, le métabolisme, la glande thyroide, le
systéeme immunitaire, le foie et le systéme nerveux central. Les effets au niveau hépatique et

cérébral ont été développés dans les parties 5.2 (p.125) et 5.3. (p.127) de ce chapitre.

122



3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

Du fait de I’exposition chronique a faible dose au BPA de I’ensemble de la population, la
période d’exposition (gestation, lactation, puberté, etc.) joue également un role clé dans les
effets biologiques. Il a été formulé la théorie de « ’origine feetale des pathologies adultes »
qui stipule que des expositions déléteres pendant la période du développement intra-utérin
peuvent induire des perturbations physiopathologiques a 1’age adulte et conduire a une
augmentation de I’incidence de maladies a 1’age adulte (Barker 1998; Alonso-Magdalena,

Quesada, and Nadal 2015).

Afin d’étudier ce phénomene, il est mis en place deux types de protocole dans les modéeles
animaux : (i) une exposition prénatale pendant la gestation incluant la période du
développement embryonnaire et feetale ; (ii) une exposition périnatale pendant la gestation et

la lactation.

Les effets reprotoxiques : Le BPA a été évalué comme un reprotoxique de niveau 1B

correspondant a la catégorie des substances présumées toxiques pour la reproduction humaine
(ANSES 2013). En effet, le BPA a de faibles doses d’exposition induit des perturbations sur
le systéeme reproducteur des rongeurs, il a été ainsi observé : (i) des anomalies de la croissance
prostatique ainsi qu’une diminution de la qualité et de la mobilité des spermatozoides chez les
males ; (i1) des altérations de 1’ovogenese et de la prolifération des cellules endométriales de
I’utérus chez les femelles (Caserta et al. 2014; Peretz et al. 2014). L’exposition au BPA est
également suspectée d’augmenter les risques de développer des cancers hormono-dépendants

de la prostate, du testicule, du sein et de ’'utérus (Gao et al. 2015).

Les effets métaboliques : 11 a été récemment fait 1’hypothése qu'une exposition précoce au

BPA peut contribuer comme facteur de risque a I’augmentation de la prévalence du syndrome
métabolique qui inclut I’obésité, le diabéte de type 2 et les maladies cardiovasculaires (vom
Saal et al. 2012; Chevalier and Fénichel 2015; P. Alonso-Magdalena, Quesada, and Nadal
2015). Des études épidémiologiques montrent une forte corrélation entre la concentration de
BPA urinaire et I’obésité, I’insulinoresistance, le diabéte de type 2 (Shankar and Teppala

2011; Carwile and Michels 2011; Wang et al. 2012).

Chez les rongeurs adultes, d’autres altérations métaboliques ont été rapportées telles qu’une
perturbation de la voie de signalisation de I’insuline dans les tissus périphériques (muscles et
foie) (Batista et al. 2012), une dérégulation dans 1’expression des genes des lipides hépatiques

conduisant a une hypercholestérolémie et une intolérance au glucose (Marmugi et al. 2014),
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une hyperglycémie et une hyperlipidémie associée a des changements dans les paramétres du

stress oxydatif (Moghaddam, Samarghandian, and Farkhondeh 2015).

Il a été mis en évidence qu’une exposition au BPA pendant la période du développement
feetal peut conduire a des changements métaboliques tels que I’hypercholestérolémie
(Miyawaki et al. 2007), la réduction de la sensibilité¢ a I’insuline (Alonso-Magdalena et al.
2010) et une altération de I’homéostasie glucidique (Angle et al. 2013; Garcia-Arevalo et al.

2014).

Les effets sur le systéme thyroidien : Il a été mis en évidence in vitro que le BPA perturbe

I’expression des genes impliqués dans la prolifération cellulaire et dans la synthése des
hormones thyroidiennes (Gentilcore et al. 2013). Chez les rats exposés pendant la période
périnatale, le BPA induit un hyperthyroidisme transitoire se traduisant par une augmentation

sérique de I’hormone thyroxine (T4) (Zoeller, Bansal, and Parris 2005; X. Xu et al. 2007).

Les hormones thyroidiennes sont importantes pour le développement cérébral car elles ont
une action sur la prolifération, la migration et 1’organisation neuronale ainsi que sur les
fonctions cognitives (Luton et al. 2007). Il a ét€ mesuré une augmentation transitoire du gene
neuronal sensible aux hormones thyroidiennes (RC3/neurogranin) dans 1’hippocampe de rats

exposés au BPA pendant la période périnatale (Zoeller, Bansal, and Parris 2005).

Chez les enfants, il a été mis en évidence une corrélation entre 1’augmentation de la
concentration du BPA urinaire et une diminution du volume de la glande thyroide ainsi qu’un
risque accru de développer de multiples nodules (N. Wang et al. 2015). Chez 1’adulte, la
concentration élevée de BPA urinaire semble étre associée a une variation des hormones
thyroidiennes telles que la diminution de TSH (Thyréostimuline ; hormone régulatrice

hypophysaire) et I’augmentation de triiodothyronine (T3) (T. Wang et al. 2013).

Les effets sur le systeme immunitaire : Il a été récemment recensé I’impact délétere du BPA

sur le phénotype des cellules immunitaires telles que les cellules dendritiques, les
macrophages, les lymphocytes B et CD4+ (voir revue : Rogers, Metz, and Yong 2013). Le
BPA semble également jouer un rdle dans la promotion de 1’auto-immunité (asthme, diabete)
(Jochmanova et al. 2015). Des mesures générales de la fonction immunitaire chez les adultes
et les enfants ont montré une corrélation entre 1’exposition au BPA et 1’augmentation du
cytomégalovirus, lequel est un marqueur précoce d’une dépression du systéme immunitaire
(Clayton et al. 2010).
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5.2. Les effets du BPA au niveau hépatique

5.2.1. La détoxification du BPA par le foie
Le foie joue un role essentiel dans la détoxification du BPA. Les principaux mécanismes
impliqués dans I’¢limination hépatique du BPA sont les voies de la phase 2 du métabolisme :
(i) la glucurono-conjugaison du BPA par I’enzyme UDP-glucuronyl-transférase (UGT) ; (ii)
la sulfatation par I’enzyme phénol sulfotransférase (ST). Les produits conjugués (BPA-
glucuronide et BPA-sulfate) sont « inactifs » pour les récepteurs cestrogéniques (Fig. 5.3). La
transformation hépatique rend le BPA plus hydrophile (polaire) et facilite ainsi sa

solubilisation et son élimination par excrétion rénale (Vandenberg et al. 2009).

Bisphénol A
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UGT ST
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HO 0 3 3 7\
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BPA-glucuronide BPA-sulfate

Figure 5.3 : Voies métaboliques majeures du BPA chez les mammiferes
d'apres ANSES (2011)
Les prélevements urinaires chez les adultes montrent une proportion plus importante de BPA-
glucuronide (69,5%) comparée au BPA-sulfate (21%) et au BPA non conjugué (9,5%) (Ye et
al. 2005). A la différence de I’'Homme, le BPA-glucuronide chez les rongeurs n’est pas
directement ¢éliminé dans 1’urine. En effet, Le BPA-glucuronide (404 Da) a une taille
supérieure au seuil d’excrétion urinaire du rat (350 Da) alors que ce seuil est plus élevé chez
I’Homme (550 Da) (Ginsberg and Rice 2009). Par conséquent, le BPA-glucuronide est
excrété dans la bile chez les rongeurs et il peut étre déconjugué par une glucuronidase

présente dans I’intestin gréle et le colon (Sakamoto et al. 2002).

Les conséquences de 1’exposition prénatale au BPA pourraient étre accrues du fait de la faible

efficacité de la détoxification hépatique chez les feetus au début de la grossesse (Corbel et al.
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2015). Dans le foie feetal humain, UGT est présente a une concentration cinq fois inférieure a
celle d’un foie adulte (Cappiello et al. 2000). Les fcetus et les nouveau-nés de souris exposés
pendant la période périnatale par voie orale ou sous-cutanée ont des concentrations similaires
de BPA plasmatique liées a la faible expression de I’enzyme hépatique UGT (Taylor,
Welshons, and vom Saal 2008). Dans un mode¢le d’exposition périnatale de mouton, il a été
mis en évidence que le BPA-glucuronide peut étre déconjugué par une glucuronidase (Corbel

et al. 2015).

5.2.2. Le BPA et la stéatose hépatique
De récentes études mettent en évidence que I’exposition au BPA peut induire une perturbation
du métabolisme lipidique et conduire au développement de la stéatose hépatique. La stéatose
hépatique est classiquement causée par un déséquilibre dans le métabolisme des acides gras
conduisant a leurs accumulations dans les hepatocytes. Cela se traduit par de larges vacuoles
(macrovésicules) ou une multitude de gouttelettes lipidiques (microvésicules) accompagnées
par les phénomenes de stress oxydatif, de peroxidation lipidique et de dysfonction

mitochondriale (Begriche et al. 2006).

Les données in vitro obtenues sur des cellules hépatiques ont montré que le BPA peut
favoriser le stockage lipidique dans les hépatocytes suite a des perturbations mitochondriales
et a ’inflammation (Huc et al. 2012) ainsi qu’une interférence dans 1’oxydation et la synthése

des lipides (Grasselli et al. 2013).

Les études in vitro sont en accord avec les expériences in vivo. Pendant la période périnatale
ou a I’age adulte, I’exposition au BPA a une dose inférieure ou égale a la dose journaliere
tolérable (50 pg/kg/jour) peut favoriser la stéatose hépatique chez les rongeurs avec une
augmentation des triglycérides hépatiques et une régulation a la hausse des genes

lipogéniques (Marmugi et al. 2012; Jiang et al. 2014).

L’exposition périnatale avec un régime normal chez le rat peut conduire a une stéatose
hépatique microvésiculaire chez la descendance avec un dysfonctionnement mitochondrial et
un stress oxydatif (élévation des especes réactives de 1’oxygene) (Jiang et al. 2014). Il a été
également rapporté dans la littérature que les lapins adultes exposés au BPA (400 pg/kg/jour
pendant 12 semaines) présentent une stéatose légere avec une infiltration de cellules
inflammatoires corrélée a une surexpression des geénes impliqués dans le stress oxydatif, le

métabolisme lipidique et I’inflammation (Fang et al. 2014).
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Les mécanismes moléculaires de 1’action du BPA sur le développement de la stéatose
hépatique ne sont pas clairement €tablis. L’implication des mécanismes €pigénétiques dans ce
phénomeéne a été récemment proposée. En effet, I’exposition périnatale au BPA semble
induire une hypométhylation des genes lipogéniques qui persiste dans le génome hépatique

au-dela de la période d’exposition (Shimpi et al. 2017).

5.3. Les effets du BPA au niveau cérébral

5.3.1. Les modes d’action du BPA dans le cerveau
Lors d’une exposition a 1’age adulte ou lors de la période du développement cérébral, des
effets déléteres ont été rapportés dans la littérature au niveau morphologique, neurochimique
et comportemental. Le risque est accru lorsque I’exposition a lieu pendant la période
périnatale (gestation et lactation) du fait de la déficience en UGT feetal. De plus, les propriétés
lipophiles du BPA facilitent son passage a travers la barriére foeto-placentaire et la barriére
hématoencéphalique (Nishikawa et al. 2010; Sun et al. 2002). Il a ét€ mis en évidence que le

BPA s’accumule préférentiellement dans le cerveau feetal (Doerge et al. 2011).

L’impact du BPA est trés largement étudié dans deux structures clés : ’hippocampe et le
cortex cérébral. L’hippocampe appartient au systeme limbique et il est impliqué dans la
mémoire déclarative et la navigation spatiale. Le gyrus dentelé¢ de 1’hippocampe et la zone
subventriculaire sont les deux seules structures capables de neurogénese adulte c’est-a-dire la
prolifération de nouveaux neurones. Le cortex cérébral est la couche la plus externe du
cerveau (substance grise) contenant les corps cellulaires et 1’arbre dendritique des neurones
ainsi que de cellules gliales. Dans une moindre mesure, le striatum semble également impacté
par le BPA et il joue un role dans le systtme de récompense dopaminergique, la mémoire

procédurale et les mouvements volontaires (Vibert 2011).

5.3.1.1. Les altérations morphologiques
Lors d’une exposition prénatale au BPA (400 pg/kg/jour), la morphologie neuronale (la
longueur, les ramifications et le nombre de dendrites basales) au niveau des neurones de
I’hippocampe est réduite chez les jeunes souris agées de 3 semaines et cette diminution des
épines dendritiques persiste chez les souris agées de 14 mois (Kimura et al. 2016). De
maniere similaire, une diminution des épines dendritiques a été observée dans 1’hippocampe

chez des rats exposés a de fortes doses de BPA (0,15 ou 7,50 mg/kg/jour) lors de la période
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périnatale et prolongée jusqu’a 1’age adulte (Liu et al. 2016). A I’inverse, lors d’une
exposition périnatale chez des rongeurs a une faible dose de BPA (<50 pg/kg/jour), il a été
observé une augmentation des épines dendritiques au niveau du cortex cérébral et de
I’hippocampe (Kumar and Thakur 2014; Kelly, Opanashuk, and Majewska 2014). Au vue de
la littérature, il apparait que I’exposition au BPA pendant la période périnatale a un impact au
niveau des épines dendritiques et cela pourrait conduire a une altération de la connectivité

neuronale et des fonctions cognitives.

Le BPA inhibe la différenciation des cellules progénitrices des oligodendrocytes (induite par
I’hormone thyroidienne T3), lesquelles sont impliquées dans le processus de myélinisation
dans le cerveau (Seiwa et al. 2004). L’exposition périnatale chez le rat (40 pg/kg/jour)
diminue significativement les cellules progénitrices des oligodendrocytes de 1’hippocampe

(Tiwari et al. 2015).

Le développement du cortex cérébral est impacté a faible dose de BPA (20 pg/kg/jour), cela
se traduit par une perturbation de 1’histogenése néocorticale et des connections thalamo-
corticales (Nakamura et al. 2007). Cela peut étre mis en lien avec la diminution de la
migration neuronale dans le cortex cérébral observée chez des embryons de souris exposées

au BPA (40 pg/kg/jour).

Le striatum possede des récepteurs pour 1’cestrogéne et il est donc une cible potentielle pour le
BPA (Kiippers and Beyer 1999). De plus, le striatum pourrait étre altéré par la formation de
radicaux hydroxyles induite par le BPA (Obata and Kubota 2000).

5.3.1.2. Les perturbations neurochimiques
Le BPA induit une perturbation des neurotransmetteurs monoaminergiques (dopamine,
sérotonine). Une augmentation de la dopamine et de la sérotonine dans le striatum a été
mesurée chez des souris exposées prénatalement au BPA (20 ug/kg/jour) (Itoh, Yaoi, and
Fushiki 2012; Nakamura et al. 2010). Lors d’une exposition prénatale au BPA (400
png/kg/jour) chez des singes, il a été observé une altération des synapses excitatrices dans
I’hippocampe et la perte des neurones dopaminergiques dans le mésencéphale (Elsworth et al.

2013).

Des mesures par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) ont mis en évidence

chez des souris exposées prénatalement au BPA (400 pg/kg/jour) des variations du glutamate
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et du GABA dépendant des structures cérébrales : cortex cérébral, ganglions de la base,

amygdale, hippocampe, hypothalamus et le striatum (Ogi et al. 2015).

Une étude métabolomique par RMN du proton sur des échantillons de cerveaux entiers de
souris exposées en période périnatale (25 pg/kg/jour) a mis en évidence une diminution de
GABA et du glutamate accompagnée de variations d’acides aminés (aspartate et glycine)
(Cabaton et al. 2013). La seule étude de "H SRM in vivo rapporte une augmentation du ratio
glutamate/aspartate au niveau de I’hippocampe de souris exposées pendant la période
périnatale au BPA (70ug/kg/jour) et pourrait refléter I’altération de la fonction mitochondriale

(N. Kunz et al. 2010).

5.3.1.3. Les modifications comportementales
Des modifications comportementales induites par 1I’exposition au BPA ont été rapportées dans
la littérature concernant le dimorphisme sexuel, la mémoire, 1’activité motrice et I’anxiété.
Une revue a été récemment réalisée concernant les effets de 1’exposition au BPA in utero et
des troubles neurocomportementaux chez les enfants tels que I’anxiété, la dépression, un

déficit de Dattention, I’hyperactivité et I’agressivité (Mustieles et al. 2015).

La différenciation sexuelle (ou dimorphisme) est largement contrdlée par les hormones
stéroides sexuelles (androgenes et cestrogenes). Le BPA compromet le dimorphisme sexuel au
sein de I’hypothalamus, lequel est impliqué dans le contrdle du systéme reproducteur et le
comportement sexuel ainsi que dans la cognition, la mémoire et les émotions (voir revue :
Negri-Cesi 2015). L’exposition au BPA (1,5 mg/kg/jour) pendant la période périnatale chez le
rat altere le dimorphisme sexuel du systéme nerveux central (Kubo et al. 2001). En effet, il a
été observé une démasculinisation des males et une déféminisation des femelles dans les tests
comportementaux corrélées a des variations du nombre de cellules dans le locus coeruleus

(noyau sous-cortical situé dans le tronc cérébral).

Le BPA induit un déficit dans la mémoire spatiale chez les rongeurs en lien avec des
altérations morphologiques au sein I’hippocampe (une diminution des branchements
dendritiques et de la neurogénese) (Kim et al. 2011; Liu et al. 2016). Chez les singes adultes,
I’exposition au BPA (50 ug/kg/jour pendant 30 jours) cause une altération de la mémoire de
travail qui est liée a une perte des synapses excitatrices dans I’hippocampe et le cortex
préfrontal (Elsworth et al. 2015). Il a été mis en évidence que 1’exposition perinatale au BPA

(20 upg/kg/jour) cause une hypoactivité chez les souris, laquelle s’accompagne de
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perturbations de la migration neuronale du cortex cérébral et de la variation des monoamines

dans le striatum (Itoh, Yaoi, and Fushiki 2012).

Le BPA semble induire une augmentation de I’anxiété chez les rongeurs exposés lors de la
période périnatale ou 1’age adulte. Plusieurs hypotheses de mécanismes sous-jacents ont été
proposées telles qu’une réduction de 1’acétylcholinestérase (enzyme de dégradation de
I’acétylcholine) dans 1’hippocampe, une diminution des récepteurs métabotropiques du
glutamate au sein de [’hippocampe ou un déséquilibre du ratio des synapses
excitatrices/inhibitrices dans le cortex cérébral et I’hippocampe (Luo et al. 2013; R. Zhou et

al. 2015; Kumar and Thakur 2017).

5.3.2. Les connexines 43 et le BPA

Compte tenu des modifications morphologiques, neurochimiques et comportementales
précédemment décrites, nous avons souhaité explorer dans le cadre de ces travaux de these

I’hypothese des connexines comme cibles potentielles du BPA dans le cerveau.

5.3.2.1. Définition et roles des connexines
Les jonctions communicantes sont des canaux intercytoplasmiques formés par I’assemblage
de 2 connexons (ou hémicanaux). Chaque connexon est constitué de 6 connexines. Les
connexines (Cx) sont des protéines transmembranaires qui sont classées en 21 sous-types
caractérisées par leur poids moléculaire en kDa (e.g. Cx 43 a un poids moléculaire de 43
kDa). Un hémicanal peut étre composé de 6 connexines identiques (homomérique) ou

différentes (hétéromérique) (Fig. 5.4) (Laird 2006).
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Figure 5.4 : La structure des canaux jonctionnels
(Issue de Laird 2006)
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L’expression en connexines varie en fonction du type cellulaire. L’expression des connexines
au sein des cellules cérébrales est la suivante : les neurones (Cx36, Cx45), les astrocytes
(Cx26, Cx30 et Cx43), la microglie (Cx32, Cx36 et Cx43) et les oligodendrocytes (Cx29,
Cx32 et Cx47) (Fig. 5.5) (Orellana, Giaume, and Saez 2011).

Neurone

Cx30
Cx32

Cx36

Cx43
Cx45
Cx47

Panx1

Figure 5.5 : Distribution des connexines (Cx) dans les cellules cérébrales
(Issue de Orellana, Giaume, and Saez 2011)

Les canaux jonctionnels permettent le passage intercellulaire de petites molécules hydrophiles
(<1200 Da) telles que les seconds messagers, les ions, les nucléotides. Ces canaux
jonctionnels sont impliqués dans le développement feetal, le maintien de I’homéostasie
cellulaire (e.g. ions, pH), le controle du cycle cellulaire et le cancer (e.g. gliomes : diminution
de la prolifération ou augmentation de la migration) (voir theése : Chepied 2015). Il est a noter
que I’absence de Cx43 chez les souris KO induit des malformations cardiaques létales apres la

naissance.

5.3.2.2. Impact du BPA sur la connexine 43
La connexine 43 est principalement exprimée au niveau des astrocytes qui sont le type
cellulaire majoritaire au niveau cérébral. Il a été montré que les astrocytes peuvent moduler la

transmission synaptique et la plasticit¢é en libérant des substances neuroactives
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(gliotransmetteurs) ou capturer et diffuser les neurotransmetteurs via le réseau des jonctions

communicantes (Pannasch et al. 2012; Stehberg et al. 2012).

Or, il a été rapporté dans la littérature que plusieurs substances reprotoxiques
(pentachlorophénol, dieldrine, dinitrobenzéne, chlorure de cadmium, cisplatine, gossypol,
tert-octylphénol, etc.) ont une action inhibitrice sur les protéines membranaires Cx43 en
diminuant leurs expressions et en induisant une localisation cytoplasmique aberrante (Fiorini

et al. 2004).

De plus, il a ét¢ mis en évidence que le BPA est capable d’inhiber les jonctions
communicantes au niveau des cellules de Sertoli (tube séminiferes des testicules) en induisant
une baisse de 1’expression des Cx43 et en altérant sa localisation membranaire (Salian, Doshi,
and Vanage 2009; Li et al. 2009). De manicre similaire, le BPA altére les Cx43 des cellules
épithéliales de glandes mammaires de rat (I.-K. Lee and Rhee 2007). Il a été également

rapporté que le BPA inhibe les hémicanaux de Cx46 présents au niveau cardiaque (Oh 2015).

L’expression et/ou le fonctionnement des jonctions communicantes apparaissent comme une
cible potentielle du BPA. Il serait important d’explorer cette hypothése des Cx comme cible
du BPA pour expliquer les effets observés au niveau cérébral chez les modéles animaux. Dans
le cadre de ces travaux de thése, il a €té évalué in vivo la sensibilité de la Cx43 au BPA et a
ses dérivés chlorés lors du développement cérébral. Pour cela, il a été utilis€é un modele de
souris exposées lors la période périnatale a ces polluants et présentant un niveau d’expression

« sauvage » ou hétérozygote pour la connexine 43.

5.4. Les dérivés chlorés du BPA

5.4.1. Formation des dérivés chlorés dans I'’eau potable
La structure moléculaire du BPA consiste en des atomes de carbones centraux tétraédres avec
deux groupes méthyles et deux groupes phénols. Le Bisphénol A est un composé modérément
soluble dans I’eau (120-300 mg/L) (Corrales et al. 2015). Des prélevements de 291
¢échantillons d’eau du robinet potable ont été effectués en France et le BPA a été mesuré pour
une gamme de concentration de 9 ng/L a 50 ng/L dans 5% des échantillons (Colin et al.

2014).
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Lors du traitement de 1’eau potable par 1’hypochlorite de sodium, le BPA contaminant présent
dans I’eau va subir une chloration. Cela a pour conséquence la formation spontanée de dérivés
chlorés du BPA par attaque électrophile des groupes phénoliques du BPA (Hu, Aizawa, and
Ookubo 2002; Yamamoto and Yasuhara 2002).

Ces dérivés chlorés du BPA sont monochlorés (3-CIBPA), dichlorés sur un phénol ou les
deux phénols (3,5-dichloroBPA et 3,3’-dichloroBPA) ou trichlorés (3,3’,5-trichloroBPA)
(Fig. 5.5). Le BPA tétrachloré peut étre détecté¢ dans 1’eau et il est utilisé dans la fabrication
industrielle comme retardateurs de flammes. En effet, il est ajouté dans les matériaux

plastiques pour supprimer le processus de combustion (Polo et al. 2006).

£ wa. S

Cl

Ho OH » - » 3-CIBPA 3.5-dichloroBPA
BPA L. . cl cl cl cl
Désinfection HOOH 4 OOH
Cl

de I'eau potable par
I’hypochlorite de sodium 3,3’-dichloroBPA 3,3’,5-trichloroBPA

Figure 5.5 : Les dérivés chlorés du bisphénol A
(adapté de Vifias, Goldblum, and Watson 2013)

En Chine, les dérivés chlorés du BPA ont été plus fréquemment détectés dans les usines de
traitements que dans les eaux de source. Les fréquences de détection et les concentrations des
dérivés chlorés du BPA dans I’eau de boisson sont : 97% et 0,2 & 26,7 ng/L pour le BPA
monochloré, 98% et <0,05 a 6,3 ng/L pour les BPA dichloré, 60%, <0,05 a 7,7 ng/L pour le
BPA trichloré, 50% et <0,02 a 4,9 ng/L pour le BPA tétrachloré (Fan et al. 2013). La
concentration des dérivés chlorés du BPA dans les stations de traitement de 1’eau en France

(région de Poitiers) sont en dessous du seuil de détection (Dupuis et al. 2012).

Dans les effluents a proximité d’usines de fabrication de papier thermique, la concentration
peut atteindre jusqu’a 2 ug/L (Fukazawa et al. 2001). Contrairement au BPA non-chloré, les
dérivés polychlorés du BPA sont biodégradés tres lentement. En effet, le 3,3’-dichloroBPA a
une demi-vie de 7 jours alors que le BPA et le BPA monochloré sont biodégradés en

seulement une journée (Fukazawa et al. 2001).
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Ces dérivés chlorés ont également été détectés dans les papiers en contact avec les aliments
(e.g. filtre de café) a une concentration de 19 pg/g pour le BPA monochloré et 3 pg/g pour le
BPA dichloré (Y. Zhou et al. 2015). Cela est li¢ au recyclage du papier contenant du BPA et
au processus de blanchissement du papier. Une autre source possible des dérivés chlorés sont
les produits d’entretien ménagers et d’hygieéne personnelle contenant du chlore, dans lesquels

des résidus de BPA sont fréquemment retrouvés (Dodson et al. 2012).

5.4.2. La bioaccumulation des dérivés chlorés du BPA chez 'Homme
Les dérivés ont été détectés chez I’Homme dans plusieurs tissus et liquides tels que le tissu
adipeux, le placenta, le lait maternel et 1’urine (Tableau 5.2). Dans ces échantillons, les
dérivés dichlorés BPA sont détectés plus fréquemment et a des concentrations plus élevées
que les autres dérivés chlorés. Il a été également rapporté que les dérivés monochlorés et
dichlorés sont plus fréquemment détectés dans les embryons humains que le BPA et ils ont

été corrélés a un transfert maternel élevé (Mo Chen et al. 2016).

Tableau 5.2 : Concentrations des dérivés chlorés dans les tissus et les liquides humain
(liste non exhaustive)

3,3’- 3,5- 3,3°,5-
BPA MCBPA DCBPA DCBPA TCBPA
Tissu adipeux
(Fernandez et 5,83 ng/g 3,05 ng/g 9,21 ng/g 0,74 ng/g
al. 2007) (55%) (15%) (80%) (10%)
(n=20)
Placenta
(Jiménez-Diaz | 5,7a22,2ng/g | 5,1 a21,4 ng/g 4,0a31,2 ng/g 4,0a 31,2
et al. 2010) (20%) (51%) (49%) ng/g (49%)
(n=49)
Izﬁfg?;tgfgfl 1,87 nég/mL <LOQ 1,87 ng;/mL 1,56 n%/mL 0,68 nég/mL
2013) (90%) (52%) (100%) (19%)
(n=21)
Urine
(Liao and <LOQ-18,7 <LOQ-1,68 <LOQ-1,06 ng/mL <LOQ—-0,67
Kannan 2012) | n&/mL ng/mL (19%) > ng/mL
(n=31) (97%) (16%) (19%)
Embryon
(Mo Chen et 11,86 ng/g 3,70 ng/g 4,30 ng/g 1,45 ng/g
al. 2016) (36%) (80%) (72%) (16%)
(n=25)

< LOQ: Limite de quantification
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5.4.3. Les propriétés des dérivés chlorés du BPA
Les dérivés chlorés du BPA possédent un caractére plus lipophile que le BPA (Andra,
Charisiadis, et al. 2015; Fernandez et al. 2007), la détoxification hépatique par glucurono-
conjugaison semble peu probable (Migeot et al. 2013). Il semble néanmoins éliminé par

excrétion rénale du fait de sa détection dans 1’urine.

A l’aide d’un systéme de geéne rapporteur fluorescent, il a ét¢ mis en évidence une activité
cestrogénique plus importante pour 3-CIBPA, 3,3’-dichloroBPA et 3,5-dichloroBPA que le
composé parent BPA et les autres dérivés chlorés (Kuruto-Niwa, Terao, and Nozawa 2002).
Les dérivés monochloré et 3,3’-dichloré du BPA montrent également une affinité plus élevée
aux récepteurs cestrogéniques ERa que le BPA alors que I’affinité est similaire pour ERf}
(Takemura et al. 2005). Dans cette méme étude, il a été mesuré ’activité utérotrophique de
ces composés chez des rates agées ovariectomisées. Elles présentent des poids de 1’utérus
comparables a la suite d’un traitement a forte dose au BPA ou a ses dérivés chlorés (100
mg/kg pendant 3 jours). De plus, il a été mis en évidence que le récepteur activé par les
proliférateurs de peroxysomes y (PPARy) est une cible pour les dérivés trichlorés et

tétrachlorés du BPA (Riu et al. 2011).

5.5. Conclusion
II existe actuellement peu d’études sur les effets biologiques des dérivés chlorés du BPA. Il a
été seulement rapporté chez ’Homme une association entre la concentration de BPA
monochloré urinaire et 1’obésité ainsi que le diabeéte de type 2 (Andra and Makris 2015;
Andra, Kalyvas, et al. 2015). Par ailleurs, la concentration urinaire des dérivés chlorés du
BPA (monochloré et dichloré) ne semble pas €tre associée a une perturbation de la fonction

thyroidienne (Andrianou et al. 2016).

Dans le cadre de ces travaux de theése réalisés en collaboration avec I’équipe « Implications
physiologiques et physiopathologiques des connexines» (STIM, CNRS ERL 7368, Poitiers,
France), les effets du BPA et de ses dérivés chlorés sont étudiés au niveau du foie et du
cerveau chez des souris dont les meres ont été traitées pendant la gestation et la lactation.
Chez les rongeurs, il a été précédemment démontré que le BPA peut atteindre le placenta
(0,55% du BPA administré ; 3,14 ng/g), le feetus (4% du BPA administré ; 3,7 ng/g) et le
liquide amniotique (0,34% du BPA administré ; 4,85 ng/ml) (Zalko et al. 2003).
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L’exposition a ¢été réalisée a une faible dose de 20 pg/kg/jour, inférieure a la dose tolérable
journaliere du BPA (50 pg/kg/jour) fixée par ’EPA et ’EFSA. Ces travaux se sont focalisés
sur I’étude des dérivés monochlorés et dichlorés dans le cadre d’une exposition périnatale car

ces derniers ont été détectés le plus fréquemment chez les embryons humains.

De plus, les dérivés monochlorés et dichlorés du BPA présentent une activité cestrogénique
plus importante que le BPA non conjugué. Par conséquent, ces dérivés chlorés du BPA
pourraient induire des perturbations plus déléteéres que le composé parent BPA. En dépit de
I’importante littérature sur les effets du BPA, les effets des dérivés chlorés du BPA au niveau

hépatique et cérébral chez les rongeurs sont inconnus.

Le BPA et ses dérivés chlorés étant des perturbateurs endocriniens, les descendances maéle et
femelle ont été analysées afin d’évaluer les effets liés au sexe. Nous avons également formulé
I’hypothese de la connexine 43 comme cible potentielle du BPA pour expliquer les effets
observés au niveau cérébral chez les modeles animaux. Il a ét€ évalué la sensibilité des souris
présentant un phénotype hétérozygote pour la Cx43 lors d’une exposition au BPA et a ses

dérivés chlorés pendant la période périnatale.

L’originalité de ces travaux de thése est I'utilisation des outils IRM et 'H SRM pour examiner
I’impact de ces xénobiotiques au niveau du foie (Cf. 3°™ partie, Chap.6, p.137) et du cerveau
(Cf. 3°™ partie, Chap.7, p.160). Ces techniques sont classiquement utilisées dans les études
cliniques et précliniques pour le diagnostic ou la surveillance de la progression de

pathologies.
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Chapitre 6: Evaluation d’'une
exposition périnatale au BPA et a
ses derivés dichlorés au niveau
hépatique chez la souris
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6.1. Matériels et Méthodes

6.1.1. Le modele animal
Les traitements ont été effectués par Amandine Chepied et Norah Defamie de [’équipe

« Implications Physiologique et Physiopathologique des Connexines » du laboratoire STIM -
CNRS ERL 7368 (Poitiers, France).

Les procédures d’expérimentation animale ont été réalisées en accord avec les
recommandations de 1’Union Européenne (2010/63/EU) pour le soin et 1’utilisation des
animaux de laboratoire et conformément aux régles d’éthique du ministere francais de
I’agriculture et de la forét (service de santé animale et service de protection vétérinaire). Le
protocole a été approuvé par le comité local d’éthique de 1’université de Poitiers

“COMETHEA n°84” (n° 02.160).

La salle d’hébergement des animaux a été maintenue a un cycle de 12h de lumiére/obscurité

et a une température de 22+0.5°C.

Des femelles gestantes Swiss (Jackson labs) ont recu des injections intrapéritonéales
journalieres du jour embryonnaire 1 (E1) a 3 semaines post-natal (gestation et lactation) (Fig.
6.1.) :

- I’huile de tournesol utilisée pour solubiliser le BPA et sert de contrdle (CTR) (n=5)

- 20 pg/kg/jour de BPA (n=5)

- 20 pg/kg/jour de BPA monochloré (MCBPA) (n=3)

- 20 pg/kg/jour de 3,5-dichloroBPA (3,5-DCBPA) (n=5)

- 20 pg/kg/jour de BPA 3,3’-dichloroBPA (3,3’-DCBPA) (n=4)

- un mélange de BPA dichloré (mix-DCBPA) (n=5) avec 10 pg/kg/jour de 3,5-

DCBPA et 10 pg/kg/jour de 3,3’-DCBPA.

138



3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

Injections des femelles gravides (F0)

A
[ |
EO E21=J0 J21 S7 S10
L ) ) ) i
Fécondation = Naissance Sevrage l Histologie
Développement

Allaitement IRM et 'H SRM
chez la descendance (F1)

@ 2

Figure 6.1 : Protocole expérimental de I’exposition périnatale au BPA et a ses dérivés
chlorés et analyse du foie par IRM et '"H SRM

Embryonnaire

Les descendances males (M) et femelles (F) ont été séparées en 12 groupes expérimentaux
comme répertoriés dans le tableau 6.1. Les expériences IRM et '"H SRM ont été réalisées sur
les progénitures dgées de 7 semaines (apres le sevrage), puis les animaux ont été sacrifiés a 10

semaines et les foies ont été€ prélevés pour réaliser une analyse histologique.

Tableau 6.1 : Nombre de descendants maile et femelle pour chaque traitement

n/groupe CTR BPA MCBPA | 3,3’-DCBPA | 3,5-DCBPA | mix-DCBPA

Male (M) 13 19 5 15 16 19

Femelle (F) 16 16 9 12 14 17

6.1.2. Les expériences IRM et 1H SRM
Les acquisitions de résonance magnétique ont été réalisées sur un aimant supraconducteur 7
Tesla Pharmascan 70/16 (Bruker, Wissembourg, France) avec des gradients blindés
présentant une amplitude de gradient maximum de 230 mT.m™" et un diamétre intérieur de 90
mm. Une bobine de transmission et réception de type quadrature avec un diametre interne de

38 mm a été utilisée.

L’anesthésie des animaux a été induite par inhalation de 2% isoflurane mélangé dans 1’air et
1’oxygéne (ratio 1 :1) et un débit de 0,5 L.min™". L’anesthésie est stabilisée a 1,5% durant les
acquisitions. La température corporelle physiologique des animaux est maintenue a I’intérieur

de I’aimant par un systéme de circulation d’eau chaude. Un capteur de pression est placé au
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niveau de I’abdomen des animaux afin de surveiller la fréquence respiratoire et de s’assurer
de D’efficacit¢ de I’anesthésie. La fréquence respiratoire obtenue sert également a la

reconstruction de la séquence Ig-FLASH (intra-gate fast low angle shot).

La séquence Ig-FLASH pondérée en densité de protons a été paramétrée avec : TE/TR, 4
ms/174 ms; angle de bascule, 20°; résolution dans le plan, 117x117 um2/pixel et fréquence
respiratoire pour la reconstruction, 40 cycles/min ; 18 coupes/l mm ; temps d’acquisition, 3
min 44 s. La séquence Ig-FLASH a été utilisée pour I’analyse de texture et pour placer le

voxel de la séquence PRESS (Point Resolved Spectoscopy).

La séquence PRESS a été utilisée avec : un voxel 4 x 4 x 3 mm’ ; TE/TR, 16 ms/3260 ms;
bande spectrale, 4006,41 Hz (13,34 ppm) ; 2048 points ; temps d’acquisition, 21 min 47 s. Le
module de suppression d’eau VAPOR a été utilisé pour la suppression d’eau afin d’évaluer la
composition lipidique. Le module OVS est activé pour supprimer le signal en dehors du
voxel. Le TR de la séquence PRESS a été réglé pour étre plus grand que 3 secondes afin
d’éviter les effets de relaxation T1 et d’obtenir toutes les protons complétement relaxés
(Ramamonjisoa et al. 2013). Le voxel de 48 mm’ a été positionné dans le lobe droit du foie
apres la comparaison entre le placement dans le lobe droit et gauche. Une homogénéisation du

champ magnétique By de premier et second ordre a été effectuée au sein du voxel.

6.1.3. Analyse des données IRM et 1H SRM

6.1.3.1. Analyse de texture des images du foie obtenues par IRM
L’analyse de texture des images obtenues par IRM a été réalisée selon une méthode
précédemment décrite (Herlidou et al. 1999). Les images axiales de I’abdomen de souris ont
été normalisées avec la méme intensité (3.106) dans Paravision 5.1. La figure 6.2 illustre une
image axiale de ’abdomen obtenue chez une souris contrdle, il peut étre observé le foie (en

rouge), ’estomac (en vert) et la veine porte (bleu).
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Figure 6.2 : Image axiale pondérée en densité de proton de I’abdomen de souris controle

Trois images axiales par animal ont été sélectionnées puis transférées sur un ordinateur
externe pour le post-traitement. Une région d’intérét (ROI) (~1,2 cm’; ~1.10° pixels)
correspondant au foie a été dessinée manuellement pour chaque image et la ROI
correspondante a été analysée a 1’aide du logiciel Mazda (Szczypinski et al. 2009) (Mazda
4.6, ©1998-2007 by P.M Szczypinski). Deux méthodes d’analyse de texture ont été utilisées :

I’histogramme des niveaux de gris (ordre 1) et les matrices de cooccurrence (ordre 2).

Pour chaque ROI du foie, plusieurs parameétres ont été calculés (Cf. 1.2.3., p.21 et Annexe 1,
p.218) afin d’obtenir un profil de texture unique. Pour chaque animal, un profil de texture

moyen de trois images a été calculé.

6.1.3.2. Analyse spectrale et quantification
Les spectres ont été analysés sur TopSpin 3.2 (Bruker, Ettlingen, Allemagne). Apres la
transformée de Fourier, une apodisation de 2 Hz est appliquée. Le résidu de 1’eau a 0 Hz est
réglé a 4,7 ppm. La correction manuelle de la phase (0 et 1* ordre) et la correction de la ligne
de base sont effectuées. La quantification des pics est réalisée en unité arbitraire (U.A.) en
utilisant la méthode ERETIC digital (Electronic reference to access in vivo concentrations)

implémentée sur TopSpin 3.2.

La méthode ERETIC digital est un pic synthétique précédemment calibré et incorporé dans le
spectre a analyser en post-traitement (Cf. 2.3.2., p.48). La calibration est effectuée avec un
spectre d’un fantdme avec une concentration connue (1% agarose, 5 mM choline dans une
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solution saline isotonique) et réalisé dans les mémes conditions expérimentales que les
spectres de foie in vivo. La valeur de référence est obtenue suite a la calibration puis validée
in vitro avec un fantdme (tube test) contenant de la choline et du D-glucose (1% agarose, 5
mM dans une solution saline isotonique). Les index de la composition des acides gras ont été
calculés a partir des ratios décrits dans la littérature et répertoriés dans le chapitre 2 (Cf.

2.3.1.2., p.47) de cette these.

6.1.4. Analyse histologique
Les analyses histologiques ont été réalisées par Amandine Chepied et Norah Defamie de

[’équipe « Implications Physiologique et Physiopathologique des Connexines » du laboratoire

STIM - CNRS ERL 7368 (Poitiers, France).

Suite aux expériences IRM et 'H SRM, les souris ont été sacrifiées 4 10 semaines par une
perfusion intracardiaque de paraformaldehyde (4%). Le lobe hépatique droit fixé
(correspondant au lobe utilis€é en SRM) a été coupé en utilisant la station cryostat (Leica CM
3050) et les coupes ont été placées dans une solution antigel (40 mM solution saline

tamponnée au phosphate, 0,8 mM acide de sodium, 4 M glycérol, 5 M éthylene glycol).

Avant utilisation, les coupes ont été rincées trois fois avec une solution saline tamponnée au
phosphate. L’hématoxyline a été ajoutée pendant 30 secondes puis rincée a I’eau. Les coupes
ont été traitées dix fois avec de 1’alcool acide (70% éthanol, 0,25% HCI) et deux fois avec
I’eau. La solution d’éosine jaune a été ajoutée pendant 15 secondes puis 1’é¢thanol a 95% et
I’éthanol a 100% sont utilisés pour déshydrater les coupes. Le xyléne a été ensuite ajouté et
les coupes ont ét€ montées sur lame avec du Mowiol. Les coupes ont été observées avec un

macroscope (Olympus FVX10) a un grossissement de 6.3.

La coloration hématoxyline éosine (HE) est réalisée pour évaluer la stéatose microvésiculaire
qui est ’accumulation des acides gras dans les hépatocytes sous la forme de gouttelettes
lipidiques. Elle est définie par la présence de plaques contigués et non-zonales d'hépatocytes
spumeux a noyaux centralisés c’est-a-dire présentant un cytoplasme hétérogene lié a
I’accumulation des lipides. La présence ou 1’absence des gouttelettes lipidiques sont

observées sous un faible grossissement (4x a 10x) (Tandra et al. 2011).
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6.1.5. Les analyses statistiques

L’analyse en composantes principales (ACP) (modé¢le non-paramétrique Spearman) a été
utilisée pour comparer les profils de texture (XLSTAT version 2016.03.31175 ©Addinsoft
1995-2016) des groupes contrdles et exposés. L’utilisation de statistiques multivariées est
indispensable compte tenu du nombre important de variables (les parameétres de texture) et

d’observations (les foies de souris).

L’analyse en composantes principales (ACP) est une méthode de statistiques descriptives de
données quantitatives. Elle va permettre de résumer 1’information complexe contenue dans le

jeu de données initial en 2 axes factoriels appelés composantes principales.

Pour cela, ces axes factoriels doivent maximiser 1’inertie du nuage des observations c’est-a-
dire la somme des variances des variables considérées. L’ACP a deux objectifs principaux :
(1) la visualisation des observations dans un espace a deux dimensions afin d’identifier des
groupes d’observations homogenes ou atypiques, (ii) 1’étude des corrélations entre les
variables afin d’éventuellement limiter leurs nombres et les analyser avec des statistiques

classiques (test de comparaison deux a deux ou analyses de variances de plusieurs groupes).

L’analyse de variance (ANOVA ; test non-paramétrique) est effectuée sur les données de
spectroscopie pour la comparaison globale selon le sexe et le type de traitement (Kruskall-

Wallis avec post-hoc Dunn) (GraphPad Prism 5.1).
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6.2. Résultats et conclusions

6.2.1. Evaluation de la structure hépatique par IRM et histologie

6.2.1.1. Analyse de texture des images IRM
De récentes études ont mis en évidence que 1’exposition au BPA peut induire une perturbation
du métabolisme lipidique et conduire au développement de la stéatose hépatique (Cf. 5.2,
p-125). A ’aide de I’analyse de texture des images pondérées en densité de proton, nous
avons décidé d’évaluer les potentielles modifications induites sur la structure hépatique chez
les souris agées de 7 semaines exposées pendant la période périnatale au BPA et a ses dérivés

chlorés.

Les parametres de texture (Cf. Annexe I, p.218) quantifiés donnent un profil de texture pour
chaque souris des traitements controle, BPA, BPA monochloré (MCBPA) et BPA dichlorés
(3,3’-DCBPA et/ou 3,5-DCBPA). Compte tenu du nombre important de souris, nous avons
utilisé 1’analyse en composantes principales (ACP) pour évaluer si les profils de texture des

souris étaient différents selon les traitements.

Les graphes de la figure 6.3 montrent les ACP obtenues chez les souris males témoins ou
exposées au BPA et a ses dérivés chlorés. Les ACP montrent la visualisation des profils de
texture de chaque souris méles (représenté par un point) dans un espace a deux dimensions.
Cela va permettre d’identifier la présence de groupes homogenes ou atypiques. La somme des
axes factoriels 1 et 2 sélectionnés regroupent un minimum de ~70% de I’information du jeu

de données pour chaque comparaison.
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Figure 6.3 : ACP des profils de textures hépatiques des souris males controles (CTR) et

de souris males exposées au bisphénol A (BPA) et a ses dérivés chlorés
(A) MCBPA (MCBPA) ; (B) 3,3’-DCBPA ; (C) 3,5-DCBPA ; (D) mélange de 3,5-DCBPA et

3,3’-DCBPA (mix-DCBPA). F1 et F2 : axes factoriels 1 et 2.

Les profils de texture des souris males exposées pendant la période périnatale au BPA ou a

ses dérivés chlorés du BPA ne mettent pas en évidence des groupes homogenes distincts des

souris contrles. Par conséquent, 1’analyse de texture des images IRM ne montrent pas de

modifications structurales dans le foie des souris exposées au BPA ou a ses dérivés chlorés.
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De la méme manicre, la figure 6.4 représente les ACP obtenues chez les souris femelles
témoins ou exposées aux dérivés chlorés du BPA (MCBPA, 3,3’-DCBPA ; 3,5-DCBPA et
mix-DCBPA). Les axes factoriels 1 et 2 choisis regroupent un minium de ~70% de

I’information du jeu de données pour chaque comparaison.
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Figure 6.4 : ACP des profils de textures hépatiques des souris femelles controles (CTR)
et de souris femelles exposées et bisphénol A (BPA) et a ses dérivés chlorés

(A) MCBPA ; (B) 3,3’-DCBPA; (C) 3,5-DCBPA ; (D) mélange de 3,5-DCBPA et 3,3’-
DCBPA (mix-DCBPA). FI et F2 : axes factoriels I et 2.

Les profils de texture des souris femelles exposées pendant la période périnatale au BPA ou a
ses dérivés chlorés du BPA ne mettent pas en évidence des groupes homogenes distincts des

souris controles. Les résultats sont similaires aux males et indiquent que 1’exposition au BPA

et aux dérivés chlorés n’induit pas de modifications au niveau des profils de texture du foie.
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6.2.1.2. Analyse histologique du foie
Afin de confirmer les résultats obtenus par I’analyse de texture, une analyse histologique a été
réalisée a 10 semaines chez les mémes souris exposées au BPA ou a ses dérivés chlorés

(n=3/4 par groupe).

Une coloration hématoxyline éosine (HE) a ¢été effectuée pour la caractérisation
morphologique des foies. La coloration HE est réalisée pour évaluer la stéatose
microvésiculaire qui est I’accumulation des acides gras dans les hépatocytes sous la forme de

gouttelettes lipidiques.

Dans la figure 6.5A, des images du lobe droit hépatique en fonction du sexe et du traitement
sont représentées. La figure 6.5B est un agrandissement d’un lobule hépatique de F mix-

DCBPA sur laquelle une veine centro-lobulaire et les cellules hépatiques sont observables.
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Figure 6.5 : (A) Images représentatives macroscopiques (échelle 500 um) de coupes du lobe
hépatique droit colorées a I’hématoxyline éosine chez les souris males (M) et les femelles
(F) exposées au contrdle (CTR), au bisphénol A (BPA) et a ses dérivés chlorés (MCBPA ;
3,5-DCBPA et/ou 3,3’-DCBPA) ; (B) Agrandissement du lobule hépatique de F mix-DCBPA
(échelle 250 um).

Sur les images de foies des souris males et femelles exposées au BPA ou a ses dérivés chlorés,
il n’est pas observable de cytoplasme hétérogéne ou de gouttelettes lipidiques caractéristiques
de I’accumulation des acides gras dans les hépatocytes. L’analyse histologique par coloration

HE ne montre pas de stéatose microvésiculaire induite par une exposition périnatale au BPA

ou a ses dérivés mono ou dichlorés chez les souris males et femelles.
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6.2.1.3. Conclusion
L’analyse de texture des images obtenues par IRM a servi précédemment pour la
quantification de la fibrose hépatique et la catégorisation de 1’activité nécroinflammatoire
chez des patients avec une hépatite C chronique (Yu et al. 2015; Yokoo et al. 2015; Wu et al.
2015). Dans notre étude, I’analyse de texture des images pondérées en densité de proton n’a
pas mis en évidence de modifications précoces de la structure du foie chez les souris (agées de
7 semaines) exposées pendant la période périnatale au BPA et a ses dérivés chlorés (MCBPA,

3,3’-DCBPA et/ou 3,5-DCBPA) en comparaison des souris contrdles.

Ces résultats ont été confirmés par 1’analyse histologique par coloration hématoxyline qui n’a
pas détecté de gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes. Cela indique que I’exposition
périnatale au BPA ou a ses dérivés chlorés n’induit pas de stéatose hépatique microvésiculaire

chez les souris agées de 10 semaines.

Au vue des analyses de texture et de I’analyse histologique par coloration hématoxyline
€osine, les traitements au BPA et a ses dérivés chlorés pendant la période périnatale
n’induisent pas de modifications précoces dans la structure hépatique chez les souris males et

femelles.
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6.2.2. Evaluation quantitative de la composition lipidique du foie par
1H SRM

Apreés 1’analyse de la structure hépatique, nous avons étudié si le métabolisme hépatique
pouvait étre impacté de manicre précoce par I’exposition périnatale au BPA et a ses dérivés

chlorés.

6.2.2.1. Placement du voxel dans le foie
En parallele de 1’évaluation quantitative du métabolisme lipidique pour I’étude de la
composition lipidique chez les souris exposées au BPA et a ses dérivés chlorés, nous avons
souhaité réaliser une comparaison entre le lobe droit et gauche du foie afin d’établir le choix
de la position du voxel (48 mm”’). Le but était de s’assurer que le métabolisme lipidique et la
qualité spectrale étaient comparables entre les deux lobes hépatiques. Ces tests préliminaires
ont été réalisés de maniere systématique chez les souris males et femelles controles et BPA.
Dans cette partie, les résultats des tests préliminaires réalisés chez les souris méles contrdles

(n=13) sont présentés.

Dans la figure 6.6A, il est présenté le placement des voxels dans le lobe hépatique gauche et
droit utilisés pour la comparaison des spectres 'H. Dans la figure 6.6B, il est présenté un
exemple de la comparaison qualitative des spectres obtenus dans le lobe droit et gauche chez

la méme souris.
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Figure 6.6 : (A) Positionnement des voxels dans le lobe hépatique droit (bleu) et gauche
(rouge) chez une souris male contrdle ; (B) Superposition des spectres 'H obtenus dans les
voxels positionnés dans le lobe droit (bleu) et le lobe gauche (rouge) avec des fleches
indiquant 1’élargissement du pic L2 et de 1’eau résiduel. L’attribution des pics des
groupements des acides gras est la suivante : L1, méthyle (0,90 ppm) ; L2, méthylene (1,30
ppm) ; L3, allylique (2,04 ppm) ; L4, a méthyléne au carbonyle (2,25 ppm); L5, diallylique

(2,80 ppm); L6, méthine (5,4 ppm).

Il a été observé qualitativement que les spectres dans le lobe gauche présentent un

¢largissement du pic L2 et du résidu de I’eau comme indiqué par les fleches rouges dans la

figure 6.6, ce qui affecte la résolution spectrale pour les pics L1 et L6.
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Apres la comparaison qualitative, nous avons mesuré les aires sous les pics afin de vérifier si
I’altération de la qualité spectrale affectait la quantification des pics. Les résultats obtenus

pour les souris males contrdles sont présentés dans la figure 6.7.

125- )
B Lobe droit

100- B Lobe gauche

Aire sous les pics (A.U.)

L1 L2 L3 L4 LS L6

Figure 6.7 : Aire sous les pics des acides gras mesurée dans le lobe droit et le lobe gauche
des souris males controles (moyenne £ ESM ; n=13)

La quantification des aires sous les pics des acides gras a mis en évidence une baisse non

significative pour L1 (-17,2%) et L2 (-11,4%) et une hausse non significative pour L6

(+53,0%) dans le voxel gauche en comparaison au voxel droit (Fig. 6.7).

Cette altération de la qualité spectrale dans le voxel placé dans le lobe gauche du foie est liée
a la proximité de larges vaisseaux sanguins (e.g. veine porte hépatique) et des structures
biliaires. Par conséquent, la composition lipidique de souris exposées au BPA et a ses dérivés

chlorés a été réalisée dans un voxel placé dans le lobe droit.

6.2.2.2. Lacomposition lipidique en 1H SRM
La composition des acides gras (AG) hépatiques a été mesurée par 'H SRM et les paramétres
calculés ont été précédemment présentés (Cf. 2.3.1.2., p.47). Pour rappel, les ratios utilisés
permettent de mesurer : (i) la fraction saturée des AG (SC), (ii) I’'index des AG insaturés
(TUFID), (iii) I'index des liaisons des AG insaturés représentant la moyenne des doubles
liaisons de I’ensemble des AG insaturés présents dans le voxel (TUBI), (iv) I’index des
liaisons des AG polyinsaturés (PUBI) correspondant a la moyenne des doubles liaisons des

AG polyinsaturés présents dans le voxel Corbin et al. (2009).
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La figure 6.8 montre la superposition des spectres 'H obtenus a partir du voxel positionné
dans le lobe droit hépatique chez des souris males exposées pendant la période périnatale au

contrOle (en bleu) et au mélange de BPA dichlorés (en rouge).
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Figure 6.8 : (A) Position du voxel dans le lobe droit du foie ; (B) La superposition des
spectres du lobe droit hépatique chez des souris males contrdle (bleu) et mix-DCBPA
(rouge) et (C) montre un agrandissement de (B). L’attribution des pics est la suivante : L1,
méthyle (0,90 ppm) ; L2, méthyléne (1,30 ppm) ; L3, allylique (2,04 ppm) ; L4, a méthyleéne
au carbonyle (2,25 ppm); LS5, diallylique (2,80 ppm); L6, méthine (5,4 ppm); CCC,
composés contenant de la choline ; Glc, glucose ; Glyc, glycogene.
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La figure 6.9 illustre les moyennes des index de la composition lipidique obtenues pour les
souris males (en bleu sur les histogrammes) et les souris femelles (en rouge sur les

histogrammes) exposées aux traitements controle, BPA, BPA monochloré et BPA dichloré
(3,3’-DCBPA et/ou 3,5-DCBPA).
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Figure 6.9 : Index de la composition des acides gras obtenus par '"H SRM chez les males
(M) et femelles (F) exposés pendant la période périnatale au controle (CTR), au
bisphénol A (BPA) et a ses dérivés chlorés (MCBPA ; 3,5-DCBPA et/ou 3,3’-DCBPA) :
(A) la fraction saturée des AG (SC) ; (B) I’index des AG insaturé (TUFI) ; (C) I’index des

liaisons des AG insaturés (TUBI) ; (D) I’index des liaisons des AG polyinsaturés (PUBI). Les
valeurs sont exprimées en moyenne + ESM.

*p<0,05; *¥p<0,01; **¥p<0,00] vs CTR
#p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,00] vs BPA
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En comparaison des groupes contrdles, aucune variation dans la fraction saturée des AG (SC)
n’a été mesurée chez les progénitures males et femelles exposées lors de la période périnatale
au BPA ou a ses dérivés chlorés MCBPA, 3,5-DCBPA ou 3,3’-DCBPA. Cependant, SC
augmente significativement chez M mix-DCBPA (+20,5% ; 11,08 0,84 vs M CTR=9,19
+0,56) et F mix-DCBPA (+33,3% ; 10,93 £1,03 vs F CTR=8,20 +0,65) (Fig. 6.9A).

Une hausse non significative de 1’index des AG insaturés (TUFI) a été mesurée chez les
souris du groupe M 3,5-DCBPA (+24,6% ; 0,78 £0,07) et du groupe M mix-DCBPA (+16,1%
; 0,72 £0,06) comparé aux groupes des souris males contrdles (0,62 +0,09), mais ce n’est pas
le cas pour les traitements BPA, MCBPA et 3,3’-DCBPA. Chez les femelles, TUFI est
augmenté significativement seulement dans le groupe F mix-DCBPA (+37,7% ; 0,72 £0,07 vs

F CTR=0,53 £0,05) (Fig. 6.9B).

Une augmentation des pics L5 et L6 peut €tre observée dans la figure 6.8 en accord avec les
variations mesurées pour les index des liaisons des AG insaturés (TUBI) et des liaisons des
AG polyinsaturés (PUBI). Par comparaison aux souris controles, M mix-DCBPA a montré
une élévation significative de TUBI (+47,2% ; 1,42 £0,15 vs M CTR=0,97 +0,21) et PUBI
(+105,9% ; 0,73 0,10 vs M CTR=0,35 %£0,06). De maniére similaire, les souris F mix-
DCBPA présentent un accroissement de TUBI (+28,8%; 1,14 +0.15 vs F CTR=0,88 +0,10) et
PUBI (+76,8%; 0,47 0,07 vs F CTR=0,27 +£0,04) (Fig. 6.9C et 6.9D).
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6.2.2.3. Conclusion
La technique 'H SRM est utile en clinique pour la détermination de biomarqueurs dans
plusieurs pathologies du foie telles que le carcinome hépatocellulaire subsidiaire a la cirrhose
hépatique, tumeurs hépatique malignes primaires et la stéatose hépatique (Bohte et al. 2011;
D. Wang and Li 2015; Zhang et al. 2016). Dans le cadre de ces travaux de thése, nous avons
utilisé cette méthode pour caractériser la composition lipidique des souris exposées pendant la

période périnatale au BPA et a ses dérivés chlorés.

En parallele de I’étude des effets de nos traitements, nous avons effectué une comparaison
dans le placement des voxels dans le lobe droit et gauche. Bien que les aires sous les pics des
lipides soient comparables quantitativement, il a été observé une altération de la qualité
spectrale dans le voxel placé dans le lobe gauche du foie. Cette altération est liée a la
proximité de larges vaisseaux sanguins (e.g. veine porte hépatique) et des structures biliaires.
Ces structures environnantes semblent compromettre 1’efficacité de 1’homogénéisation du
champ magnétique By. Par conséquent, la composition lipidique de souris exposées au BPA et

a ses dérivés chlorés a été réalisée dans un voxel placé dans le lobe droit.

En comparaison avec les groupes contrdles males et femelles, le traitement du mélange des
dérivés dichlorés (10 pg/kg/jour 3,3’-DCBPA et 10 pg/kg/jour 3,5-DCBPA) induit un
changement dans la composition lipidique alors que les traitements de 20 pg/kg/jour de BPA,
BPA monochloré et les dérivés dichlorés seuls (3,3’-DCBPA ou 3,5-DCBPA) ne montrent
pas de variation. En effet, il a été mesuré une hausse significative des index de la fraction
saturée des AG (SC), des liaisons des AG insaturés (TUBI) et des liaisons des AG
polyinsaturés (PUBI) dans les groupes M mix-DCBPA et F mix-DCBPA. Cette modification
précoce de la composition lipidique apparait plus prononcée chez les souris males que les
femelles exposées pendant la période périnatale au mélange de BPA dichlorés (10 pg/kg/jour

3,3’-DCBPA et 10 pg/kg/jour 3,5-DCBPA).

Nous faisons 1’hypothése que cette modification précoce de la composition lipidique induite
par le mélange de BPA dichlorés dans la composition est liée aux propriétés des perturbateurs
endocriniens : (i) relation dose-réponse non-monotone avec des effets plus marqués a faible
dose ; (ii) sensibilité liée au sexe par les activés cestrogéniques plus importante pour les

dérivés chlorés que le composé parent BPA.
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6.3. Discussion et perspectives

Le but de notre étude était de caractériser les effets du BPA et de ses dérivés chlorés au
niveau du foie chez des souris exposées pendant la période périnatale a faible dose (20
pg/kg/jour). Pour cela, des méthodes complémentaires ont été utilisées sur les mémes souris
pour évaluer : (i) la structure du foie par analyse de texture des images obtenues par IRM et

par histologie, (ii) la composition lipidique par 'H SRM non invasive.

L’analyse de texture des images de résonance magnétique (2 7 semaines) et la coloration
hématoxyline €osine (a 10 semaines) n’ont pas révélé de modification structurale chez la
descendance exposée au BPA, MCBPA, 3,3’-DCBPA et/ou 3,5-DCBPA. Dans la littérature,
une infiltration graisseuse hépatique modérée a été détectée chez les rats males exposés
pendant la période périnatale au BPA (40 pug/kg/jour) a 15 semaines mais pas a 3 semaines.
Cet effet était accentué a 26 semaines avec une accumulation graisseuse plus prononcée et des
vacuoles lipidiques (Jiang et al. 2014). Dans notre étude, les observations de la structure
hépatique ont été réalisées a un stade précoce chez des jeunes souris. Il est possible que nos
analyses se situent a un stade infraclinique pour observer des modifications induites par le
BPA et ses dérivés chlorés. Il serait intéressant d’examiner les conséquences a long terme
(plus de 10 semaines) sur la structure du foie a la suite de I’exposition périnatale aux dérivés
chlorés du BPA. En complément de 1’analyse histologique par coloration a ’hématoxyline, la
coloration a I’huile rouge pourrait apporter une information plus fine sur la stéatose

microvésiculaire en colorant les gouttelettes lipidiques.

De maniere inédite, nous avons mis en évidence que I’exposition périnatale au mix-DCBPA a
induit une augmentation des acides gras insaturés et ce de manicre plus prononcée que les
acides gras saturés. Ce résultat peut €tre expliqué par I’augmentation de la fraction des acides
gras polyinsaturés (AGPI). Nous faisons 1’hypothése que 1’index des liaisons des acides gras
polyinsaturés (PUBI) est un potentiel biomarqueur de 1’exposition au BPA dichloré. En effet,
I’¢élévation du ratio Q6/Q3 AGPI est un biomarqueur de la stéatose hépatique causée par la
déplétion de Q3 AGPI. La modification de ce ratio est induit par une diminution de la
désaturation des acides gras, 1’augmentation du stress oxydatif et/ou un déséquilibre du

régime alimentaire (Araya et al. 2004; Videla et al. 2004).

Aucune donnée n’est actuellement disponible pour les dérivés dichlorés du BPA et les acides

gras polyinsaturés. Cependant, plusieurs études ont exploré le BPA non-conjugué et les
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AGPIL. Par exemple, les rats adultes exposés au BPA a forte dose (50 mg/kg/jour) ont présenté
une augmentation de Q6 AGPI dans les testicules avec un déséquilibre des enzymes
antioxydantes (SOD, GSH et CAT) indiquant que le stress oxydatif a eu lieu (M. Chen et al.
2012). Le BPA est capable d’accroitre la synthése des acides gras et induire une accumulation
des lipides en interférant dans la voie de 1’oxydation lipidique des cellules hépatiques du rat
(Grasselli et al. 2013) ou en augmentant I’expression des génes impliqués dans la synthese
des acides gras dans le foie de souris adultes (Marmugi et al. 2012). Au vue de la littérature,
I’évaluation du stress oxydatif et des genes de la lipogenese pourrait étre une piste

intéressante a explorer pour interpréter nos observations.

Dans notre étude, les perturbations des AGPI ont ét€é mesurées chez les souris males et
femelles mais il apparait clairement que cette hausse est davantage accentuée chez la
descendance male. De précédentes études de I’exposition périnatale du composé parent BPA
ont montré que les effets hépatiques peuvent étre spécifiques au sexe et plus marqués chez les
males. En effet, il a été rapporté qu’une exposition périnatale au BPA (100 pg/kg/jour) induit
une augmentation des triglycérides et des acides gras libres dans le foie des jeunes rats males
alors que cette hausse est absente chez les femelles (Strakovsky et al. 2015). 11 a été
également rapporté que I’exposition pendant la gestation (~239 pg/kg/jour) et la lactation
(~466 pg/kg/jour) induit une intolérance au glucose seulement dans le foie des rats males
adultes (Galyon et al. 2016). Cette sensibilité liée au sexe est probablement lié a la capacité
réduite de détoxification de I’enzyme UDP-glucuronosyltransférase (UGT) dans le foie des

rongeurs males (Shibata et al. 2002).

Nous n’avons observé aucune modification métabolique ou structurale avec les traitements
des dérivés du BPA monochloré ou dichloré (3,3’-DCBPA et 3,5-DCBPA). L’activité
cestrogénique de 3,3’-DCBPA a lieu a une plus faible concentration que le BPA non-conjugué
et pourrait déclencher des effets non-monotonique (Kuruto-Niwa, Terao, and Nozawa 2002;
Fukazawa et al. 2001; Vifas, Goldblum, and Watson 2013). De plus, 3,3’-DCBPA a montré
une affinité plus élevée que le BPA au récepteur PPARy. Ce dernier est impliqué dans la
régulation de I’équilibre énergétique telle que 1’accumulation lipidique, la variation de la
longueur de la chaine et le degré de saturation des acides gras (Riu et al. 2011). Or, 3,3’-
DCBPA est présent a une dose de 10 ug/kg/jour dans le groupe mix-DCBPA et

I’augmentation de PUBI dans ce groupe pourrait étre le reflet d’un effet non-monotonique.
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Compte tenu que le devenir métabolique des dérivés chlorés est inconnu pour le moment, il
pourrait exister des voies de détoxification et de pharmacocinétiques différentes. En effet, les
dérivés chlorés du BPA possedent un caractere plus lipophile que le BPA (Andra, Charisiadis,
et al. 2015; Fernandez et al. 2007) et de ce fait la détoxification hépatique par glucurono-
conjugaison semble peu probable (Migeot et al. 2013). Il semble néanmoins éliminé par
excrétion rénale du fait de sa détection dans 1’urine (Liao and Kannan 2012) . La combinaison
d’une activité cestrogénique plus importante des dérivés dichlorés du BPA et d’une
élimination rénale plus lente pourrait conduire a une action plus prolongée et donc a des effets

plus prononcés que le composé parent BPA.

Une limite de notre étude est que la technique 'H SRM in vivo est seulement sensible aux
molécules avec un haut degré de mouvement moléculaire rotationnel. En effet, les résonances
des acides gras observées dans le spectre proviennent des acides gras contenus dans les
gouttelettes lipidiques intracellulaires mais les lipides présents dans la couche
phospholipidique des gouttelettes ne sont pas détectables (Williams et al. 1973). En
complément de 1’évaluation de la quantit¢ de lipides dans le foie par 'H SRM, Ia
chromatographie gazeuse pourrait apporter des précisions qualitatives dans la caractérisation
de la composition lipidique hépatique telles que le degré d’insaturation et la longueur de la

chaine.

Pour conclure, nous avons mis en évidence pour la premicre fois que le mélange de BPA
dichlorés (3,5-DCBPA and 3’,3-DCBPA) administré a faible dose (20 pg/kg/jour ; inférieure
a la dose journaliere tolérable de 50 pg/kg/jour) induit des altérations de la composition
lipidique hépatique chez les jeunes souris males et femelles et cela préalablement a tout
changement structural hépatique. Les mécanismes moléculaires sous-jacents ce phénomene
n’ont pas encore ¢ét¢ ¢€lucidés. D’autres études sont requises pour corroborer que
I’augmentation des acides gras polyinsaturés est un nouveau biomarqueur a 1’exposition
périnatal au BPA dichloré telles que 1’analyse RT-qPCR pour les geénes impliqués dans la
lipogenese et le dosage par spectrophotométrie des marqueurs du stress oxydatif. En
complément a notre étude, un suivi longitudinal pourrait fournir des informations sur le role

du BPA dichloré dans les pathologies métaboliques croissantes dans les sociétés occidentales.
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Chapitre 7: Evaluation d’une
exposition périnatale au BPA et a
ses derivés chlorés au niveau
cérebral chez la souris
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7.1. Matériels et méthodes

7.1.1. Le modele animal
Les traitements ont éte réalisés par Amandine Chepied et Norah Defamie de [’équipe
« Implications Physiologique et Physiopathologique des Connexines » du laboratoire STIM -
CNRS ERL 7368 (Poitiers, France).

L’étude de I’exposition périnatale du BPA et de ses dérivés chlorés a été effectuée sur les
mémes souris que ’analyse du foie (Cf. 6.1.1., p.138) La principale différence réside dans
I’inclusion des souris présentant un phénotype hétérozygote pour la connexine 43. En effet, la

connexine 43 apparait comme une cible potentielle du BPA au niveau cérébral.

Des croisements entre des souris Swiss (Jackson labs) ont été réalisés : femelles gravides

homozygotes (Wild-type ; WT) et des males hétérozygotes pour la connexine 43 (Cx43).

Femelle WT Cx43 Mile HZ Cx43

Injections des femelles gravides (F0)

A
[ |
EO E21=J0 J21 S5
I i i i
Fécondation = Naissance Sevrage
Génotypage
Développement . 1
) ) Allaitement DTI et '"H SRM
Embryonnaire

chez la descendance (F1)

Owm) (@

Figure 7.1 : Protocole expérimental de I’exposition périnatale au BPA et a ses dérivés
chlorés et analyse du cerveau par IRM et '"H SRM
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Les femelles gestantes ont recu des injections intrapéritonéales journalieres du jour
embryonnaire 1 (E1) a 6 semaines (gestation et lactation) (Fig. 7.1.) :

- T’huile de tournesol utilisée pour solubiliser le BPA et sert de contrdle (CTR) (n=5)

- 20 pg/kg/jour de BPA (n=5)

- 20 pg/kg/jour de BPA monochloré (MCBPA) (n=3)

- 20 pg/kg/jour de 3,5-dichloroBPA (3,5-DCBPA) (n=5)

- 20 pg/kg/jour de BPA 3,3’-dichloroBPA (3,3’-DCBPA) (n=4)

- un mélange de BPA dichloré (mix-DCBPA) (n=5) avec 10 pg/kg/jour de 3,5-

DCBPA et 10 pg/kg/jour de 3,3’-DCBPA.

Apres génotypage, les progénitures males (M) et femelles (F) agées de 21 jours ont été
séparées en 24 groupes expérimentaux comme répertori€ dans le tableau 7.1. Les analyses
par imagerie des tenseurs de diffusion et '"H SRM ont été effectuées chez les souris dgées de 5

semaines.

Tableau 7.1 : Nombre de descendants males (M) et femelles (F), sauvages (wild type ;
WT) et hétérozygotes (HZ) pour chaque traitement.

n/groupe CTR BPA MCBPA | 3,3’-DCBPA | 3,5-DCBPA | mix-DCBPA
M WT 14 18 5 15 17 23
M HZ 14 11 12 7 15 9
FWT 17 16 9 11 14 18
FHZ 9 7 12 3 10 9

7.1.2. Les expériences DTI et tH SRM

Les acquisitions de résonance magnétique ont été réalisées sur un aimant supraconducteur 7
Tesla Pharmascan 70/16 (Bruker, Wissembourg, France). Une bobine de transmission et

réception de type quadrature avec un diametre interne de 23 mm a été utilisée.

L’anesthésie des animaux a été induite par inhalation de 2% isoflurane mélange dans I’air et
1’oxygéne (ratio 1 :1) et un débit de 0,5 L.min™". L’anesthésie est stabilisée a 1,5% durant les
acquisitions. La température corporelle physiologique des animaux est maintenue a I’intérieur
de I’aimant par un systéme de circulation d’eau chaude. Un capteur de pression est placé au

niveau de I’abdomen des animaux afin de surveiller le cycle respiratoire.
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Compte tenu des altérations morphologiques décrites dans la littérature (Cf. 5.3.1.1., p.127), la
microstructure cérébrale dans le cortex, le striatum et I’hippocampe a été évaluée par imagerie
des tenseurs de diffusion (DTI). La séquence EPI-DTI (echo planar imaging — diffusion tensor
imaging) a été paramétrée : TE/TR, 50 ms/2500 ms ; durée des gradients de diffusion (3), 5
ms ; délai entre les gradients de diffusion (A), 10 ms; valeurs de b, 0 et 800 mm/sz; 12
directions ; 4 segments EPI ; résolution dans le plan, 78x78 umz/pixel; 10 coupes/1 mm ;

temps d’acquisition, 14 min 40 s.

Une séquence RARE (Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement) pondérée en T2 a été
utilisée pour le placement du voxel en 'H SRM et elle a été paramétrée avec : TE/TR, 12 ms/
2000 ms ; résolution dans le plan, 78x78 pm?/pixel ; 13 coupes/l1 mm ; temps d’acquisition, 5
min 20 s; 8, facteur de RARE. La séquence RARE a été synchronisée avec la fréquence

respiratoire (~40 cycles/min).

Compte tenu des modifications neurochimiques rapportées dans la littérature (Cf. 5.3.1.2.,
p.128) et des résultats obtenus en DTI, il a été privilégi¢ d’étudier le métabolisme de
1’hippocampe par 'H SRM. La séquence PRESS (Point Resolved Spectroscopy) a été utilisée
avec les parametres suivants : taille voxel, 2 x 2 x 2 mm’ ; TE/TR, 16 ms/4000 ms ; bande
spectrale, 4006,41 Hz (13,34 ppm) ; 2048 points ; temps d’acquisition, 20 min. Le module
VAPOR a ¢té utilisé pour la suppression d’eau afin d’observer les métabolites cérébraux. Le
module OVS est activé pour supprimer le signal en dehors du voxel. Une homogénéisation du

champ magnétique By de premier et second ordre a été effectuée au sein du voxel.

7.1.3. Analyse des données DTI et tH SRM

7.1.3.1. Analyse des parametres DTI
Les parameétres mesurés en DTT sont la diffusivité moyenne (MD) et la fraction d’anisotropie
(FA). Pour rappel, la MD est la moyenne des valeurs propres exprimée en mm?*/s et elle
correspond a la vitesse de la diffusion des mouvements des molécules d’eau. La FA quantifie
le degré de directionnalité de la diffusion avec des valeurs comprises entre 0 (milieu isotrope)
a 1 (milieu anisotrope). Apres 1’acquisition des données DTI (dans chaque direction et pour
chaque valeur de b), des cartographies FA et MD sont construites a ’aide du logiciel
Paravision 5.1 (Bruker, Ettlingen, Allemagne). Une moyenne de ces parametres a été calculée
pour chaque structure cérébrale (cortex cérébral, striatum et hippocampe) chez les souris

analysées.
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Comme représenté dans la figure 7.2, les mesures des parametres DTI ont été réalisées dans
trois régions d’intéréts (ROI) : le cortex cérébral (3 coupes, ~0,10 cmz), le striatum (2 coupes,

~0,08 cm?) et I’hippocampe (2 coupes, ~0,08 cm?).

Figure 7.2 : Images DTI obtenues au niveau cérébral chez une souris male contréle avec

les régions d’intéréts sélectionnées au niveau : (A) Striatum ; (B) Cortex ; (C) Hippocampe.
7.1.3.2. Quantification spectrale

Les spectres ont été analysés a I’aide du logiciel jJMRUI (version 6.0 beta). Une apodisation

de 2 Hz est appliquée aux données spectrales. Les métabolites cérébraux ont été quantifiés

dans le domaine temporel par 1’algorithme AMARES (Advanced Method for Accurate,

Robust and Efficient Spectral) (Cf. 2.3.3.2., p.52) et les valeurs obtenues sont exprimées en

unité arbitraire (U.A.).

7.1.4. L’optimisation in vitro et la validation in vivo de la séquence de
diffusion spectroscopique
La diffusion spectroscopique permet de mesurer la diffusion des métabolites (Cf. 2.4., p.55).
Certains métabolites au niveau cérébral sont considérés comme des biomarqueurs spécifiques
d’un compartiment cellulaire et la DWS a donc le potentiel d’apporter des informations
biologiques pertinentes sur ces compartiments. Dans le cadre de ces travaux de theése, une

séquence DWS-PRESS a été développée par Didier Wecker (Bruker, Ettligen, Allemagne).
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Les tests in vitro de 1’optimisation de cette séquence ainsi que de la validation chez la souris

sont présentés dans ce chapitre.

7.1.4.1. Optimisation in vitro
Les expériences préliminaires de la séquence de diffusion spectroscopique DWS-PRESS (Cf.
1°" partie, Chap. 2) ont été effectuées sur un fantome de gel d’agarose 1% contenant de la
choline et du NAA a une concentration de 15 mM. Les tests ont consisté aux variations
successives des parameétres de la séquence DWS-PRESS : le temps d’écho (TE) et le temps de
répétition (TR), la durée des gradients de diffusion (5) et le délai entre les gradients de
diffusion (A). Les valeurs de b sont : 0, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000 et 6000 s/mm°. Ces
tests ont été réalisés dans la direction x compte tenu que le tube de gel d’agarose est un milieu

isotrope avec un voxel de 2 x 2 x 2 mm’ et 150 accumulations.

(1) Test du TE : Les parametres 6/A ont été fixés a 12 ms/22 ms afin que la puissance des
gradients soit & 50% pour la valeur de b 2 6000 s/mm”. Pour un TR a 2500ms, les valeurs

testées pour TE sont 75 ms ; 100 ms ; 125 ms ; 150 ms ; 175 ms.

(2) Test du TR : Les parameétres d/A ont été fixés a 12 ms/22 ms afin que la puissance des
gradients soit a 50% pour la valeur de b a 6000 s/mm?. Pour un TE 2 75 ms, les valeurs testées

pour TE sont 1500 ms ; 2000 ms ; 2500 ms ; 3000 ms ; 3500 ms.

(3) Test de la durée des gradients de diffusion 6 : Les paramétres de TE/TR (75 ms/2500
ms) ont été fixés. Avec un délai A de 22 ms, les valeurs testées pour o sont 8 ms; 10 ms ;

12ms ; 14 ms ; 16 ms.

(4) Test du délai entre les gradients de diffusion A : Les parameétres de TE/TR (75 ms/2500
ms) ont été fixés. Avec une durée 6 de 12 ms, les valeurs testées pour A sont : 18 ms ; 20 ms ;

22 ms ; 24 ms ; 26 ms.

7.1.4.2. Validation in vivo
Apres D’optimisation, la séquence DWS-PRESS a été testée chez des souris agées de 5
semaines et exposées pendant la période périnatale au traitement contrdle (CTR) ou au
mélange de BPA dichlorés (mix-DCBPA). Ces souris présentaient un phénotype sauvage
(WT) ou hétérozygote (HZ) pour la connexine 43 (n=6/groupe). Le voxel (2 x 2 x 2 mm3) a
été positionné au niveau de I’hippocampe. Les parameétres suivants ont été utilisés : 6 = 14 ms

; A=20ms ; TE =75 ms ; TR = 3000 ms ; 200 accumulations (10 min).
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La gamme des valeurs de b (0 — 1500 — 3000 — 4500 — 6000 s/mm?) a été appliquée dans trois
directions orthogonales (X, y, z) afin de mesurer les valeurs du coefficient de diffusion (ADC)
de la choline, la créatine et le NAA. Le module de suppression d’eau VAPOR a été utilisé
pour la suppression d’eau afin d’observer les métabolites cérébraux. Le module OVS est
activé pour supprimer le signal en dehors du voxel. Une homogénéisation du champ

magnétique B de premier et second ordre a été effectuée au sein du voxel.

La quantification des pics (NAA, choline et créatine) a été réalisée pour chaque valeur de b
en utilisant ’algorithme AMARES (logiciel jJMRUI version 6.0 beta). Des graphes des
intensités des pics en fonction des valeurs de b sont tracés. La valeur du coefficient de
diffusion (ADC) moyen est déterminée par régression linéaire en tracant le logarithme de

I’atténuation du signal S/S, en fonction des valeurs de b (Cf. 2.4.2.2., p.59).

7.1.5. Les méthodes statistiques
L’analyse de variance (ANOVA ; test non-paramétrique) est effectuée sur les données de
DTI, 'H SRM et DWS in vivo pour la comparaison globale de I’interaction phénotype et
traitement (Kruskall-Wallis with post-hoc Dunn) (GraphPad Prism 5.1).
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7.2. Résultats et Conclusions

7.2.1. Evaluation de la structure cérébrale par DTI
Dans la littérature, il a été rapporté des modifications morphologiques induites par
I’exposition au BPA au niveau du cortex, du striatum et de 1’hippocampe (Cf. 5.3.1.1., p.127).
Dans le cadre de ces travaux de thése, I’imagerie des tenseurs de diffusion (DTI) a été utilisée
pour étudier les modifications de la microstructure dans ces structures lors de I’exposition

pendant la période périnatale aux traitements BPA et a ses dérivés chlorés.

A partir des données DTI, il est possible de réaliser une cartographie de la fraction
d’anisotropie en fonction des principales directions. Sur la figure 7.3A, il est observable le
corps calleux qui possedent des faisceaux transverses tres orientés dans la direction droite-
gauche (en rouge) reliant les deux hémispheres cérébraux. Sur une image pondérée en T2
illustrée dans la figure 7.3B, les faisceaux du corps calleux apparaissent en hyposignal. En
comparaison du corps calleux, le cortex cérébral et I’hippocampe ne présentent pas de

direction principale sur la cartographie de la fraction d’anisotropie.

Cortex cérébral
Corps calleux
Ventricule
Hippocampe

Figure 7.3 : (A) Cartographie de la fraction d’anisotropie au niveau cérébral chez une souris
male contrdle (direction droite-gauche en rouge, direction haut en bas en bleu et direction
antéro-postérieur en vert) ; (B) Image pondérée en T2 au niveau cérébral chez une souris male
controle (séquence RARE).

Par conséquent, il est nécessaire de quantifier la fraction d’anisotropie (FA) et la diffusivité
moyenne (MD) pour avoir accés a I’information sur la microstructure. Il a été ainsi
sélectionné des régions d’intéréts (striatum, cortex et hippocampe) sur les images obtenues en
DTI. Les moyennes des valeurs de MD et de FA ont été effectuées au sein de chaque structure

pour chaque souris et elles sont présentées dans la suite de ce chapitre.
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7.2.1.1. Striatum
La figure 7.4 présente les moyennes de la diffusivité moyenne (Fig. 7.4A et 7.4B) et de la
fraction d’anisotropie (Fig. 7.4C et 7.4D) mesurées dans le striatum des souris males

exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.4 : Parametres des tenseurs de diffusion mesurés au niveau du striatum chez les
souris males. Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM.

(A) Diffusivité moyenne chez les males sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses
dérivés chlorés et (B) comparaison des males WT et hétérozygotes (HZ) ;

(C) Fraction d’anisotropie chez les males sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses
dérivés chlorés et (D) comparaison des méles WT et hétérozygotes (HZ).

*p<0,05 ; **p<0,01 vs M WT CTR.

Une augmentation de la diffusivité moyenne dans le striatum a été observée suite a
I’exposition périnatale au BPA monochloré chez les souris males WT (+15,2% ; 8,804.10'4
i1,851.10'5 vs M WT CTR:7,641.10'4 i1,878.10’5) alors que les traitements par le BPA et ses

dérivés dichlorés n’induisent pas de variation (Fig. 7.4A).
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En comparaison avec le groupe M WT CTR, une élévation de la MD a été mesurée chez les
souris au phénotype hétérozygote pour la connexine 43 exposées aux traitements BPA (+8,5%
; 8,293.10™ £1,798.10), MCBPA (+13,8% ; 8,698.10™* £1,567.10%), 3,3°-DCBPA (+14,0% ;
8,710.10™ +2,689.107) et mix-DCBPA (+7,0%; 8,178.10* +1,825.10°) mais pas dans le
groupe 3,5-DCBPA (8,181.10'4 12,194.10'5) (Fig. 7.4B). Néanmoins, aucune différence
significative n’a été mesurée pour la fraction d’anisotropie parmi ces traitements (Fig. 7.4C et

7.4D).

La figure 7.5 montre les moyennes de la diffusivit¢ moyenne (Fig. 7.5A et 7.5B) et de la
fraction d’anisotropie (Fig. 7.5C et 7.5D) mesurées dans le striatum des souris femelles

exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.5 : Parameétres des tenseurs de diffusion mesurés au niveau du striatum chez les
souris femelles. Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM.

(A) Diffusivité moyenne chez les femelles sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses
dérivés chlorés et (B) comparaison des femelles WT et hétérozygotes (HZ) ;

(C) Fraction d’anisotropie chez les femelles sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses
dérivés chlorés et (D) comparaison des femelles WT et hétérozygotes (HZ).
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Par contraste aux résultats des souris males, 1’exposition lors de la période périnatale aux
traitements BPA et a ses dérivés chlorés (MCBPA, 3,3’-DCBPA et/ou 3,5-DCBPA) ne
modifient pas les parametres de la diffusivité moyenne et de la fraction d’anisotropie chez les
femelles (Fig. 7.5A et 7.5C). De plus, les souris au phénotype hétérozygote pour la connexine
43 ne présentent pas de différence significative entre les traitements pour les paramétres DTI

(Fig. 7.5B et 7.5D).

7.2.1.2. Cortex cérébral
La figure 7.6 illustre les moyennes de la diffusivité moyenne (Fig. 7.6A et 7.6B) et de la
fraction d’anisotropie (Fig. 7.6C et 7.6D) obtenues dans le cortex cérébral des souris males
exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.6 : Parametres des tenseurs de diffusion mesurés au niveau du cortex chez les
souris males. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM.

(A) Diffusivité moyenne chez les males sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses
dérivés chlorés et (B) comparaison des males WT et hétérozygotes (HZ) ;

(C) Fraction d’anisotropie chez les males sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses
dérivés chlorés et (D) comparaison des méles WT et hétérozygotes (HZ).
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En comparaison au groupe contrdle, aucune différence n’a été observée pour les valeurs de la
diffusivit¢ moyenne ou de la fraction d’anisotropie au niveau du cortex cérébral chez les
males exposés en période périnatale au BPA ou a ses dérivés monochloré et dichlorés (3,3’-
DCBPA et/ou 3,5-DCBPA) (Fig. 7.6A et 7.6C). De plus, le phénotype hétérozygote induit
une augmentation significative de la MD chez les males exposés aux traitements MCBPA
(+14,2% ; 8,842.10™ +1,560.107) et 3,3-DCBPA (+9,2% ; 8,450.10™ +1,059.10”) comparé
aux M WT CTR (7,741.10* #2,191.107) (Fig. 7.6B). 1l a été également mesuré une
augmentation de la FA dans le groupe M HZ mix-DCBPA (+17,3% ; 0,489 0,030) par

comparaison aux souris males sauvages controles (0,417 £0,017) (Fig. 7.6D).

La figure 7.7 montre les moyennes de la diffusivit¢ moyenne (Fig. 7.7A et 7.7B) et de la
fraction d’anisotropie (Fig. 7.7C et 7.7D) obtenues dans le cortex cérébral des souris femelles

exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.7 : Parametres des tenseurs de diffusion mesurés au niveau du cortex chez les
souris femelles. Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM.

(A) Diffusivité moyenne chez les femelles sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses
dérivés chlorés et (B) comparaison des femelles WT et hétérozygotes (HZ) ;

(C) Fraction d’anisotropie chez les femelles sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses
dérivés chlorés et (D) comparaison des femelles WT et hétérozygotes (HZ).
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A la différence des souris males, I’exposition en période périnatale aux traitements BPA ou a
ses dérivés chlorés (MCBPA, 3,3’-DCBPA et/ou 3,5-DCBPA) et le phénotype hétérozygote
ne modifient pas les parametres de la diffusivité moyenne et de la fraction d’anisotropie chez

les femelles (Fig. 7.7).

7.2.1.3. Hippocampe
La figure 7.8 présente les moyennes de la diffusivit¢é moyenne (Fig. 7.8A et 7.8B) et de la
fraction d’anisotropie (Fig. 7.8C et 7.8D) quantifiées dans 1’hippocampe des souris males

exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.8 : Parametres des tenseurs de diffusion mesurés au niveau de I’hippocampe
chez les souris méles. Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM.
(A) Diffusivité moyenne chez les males sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses

dérivés chlorés et (B) comparaison des males WT et hétérozygotes (HZ) ;

(C) Fraction d’anisotropie chez les males sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses
dérivés chlorés et (D) comparaison des males WT et hétérozygotes (HZ).

*n<0,05 ; **p<0,01 vs M WT CTR et #p<0,05 vs M HZ du méme traitement.
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Une diminution significative de la MD a été mesurée chez les souris males WT exposées a
mix-DCBPA (-8,8% ; 7,918.10™ + 2,830.10° vs M WT CTR= 8,683.10™* + 1,432.10”) alors
que les traitements BPA, MCBPA, 3,3’-DCBPA et 3,5-DCBPA ne montrent aucun
changement (Fig. 7.8A). En comparaison des souris méales sauvages contrdles, une diminution
significative de MD est observée chez les souris hétérozygotes dans les groupes M HZ 3,5-
DCBPA (6,2% ; 8,141.10" + 2,045.10°) et M HZ mix-DCBPA (-8,9% ; 7,910.10™ =
2,366.107) (Fig. 7.8B).

En comparaison du groupe M WT CTR (0,365 +0,016), la FA est significativement
augmentée chez les souris males sauvages exposées aux traitements MCBPA (+25,3% ; 0,458
+0,034), 3,3’-DCBPA (+16,4% ; 0,425 +0,023) et mix-DCBPA (+14,8% ; 0,420 +0,018)
alors qu’elle reste inchangée pour le BPA et 3,5-DCBPA (Fig. 7.8C). Une élévation similaire
est retrouvée chez les souris males hétérozygotes pour les traitements MCBPA (+25,7% ;
0,459 £0,026), 3,3’-DCBPA (+27,4% ; 0,466 £0,027), 3,5-DCBPA (+21,7% ; 0,445 +0,025)
et mix-DCBPA (+32,6% ; 0,485 £0,029) (Fig. 7.8D).

La figure 7.9 représente les moyennes de la diffusivité moyenne (Fig. 7.9A et 7.9B) et de la
fraction d’anisotropie (Fig. 7.9C et 7.9D) quantifiées dans I’hippocampe des souris femelles

exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.9 : Parametres des tenseurs de diffusion mesurés au niveau de I’hippocampe
chez les souris femelles. Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM.

(A) Diffusivité moyenne chez les femelles sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses
dérivés chlorés et (B) comparaison des femelles WT et hétérozygotes (HZ) ;

(C) Fraction d’anisotropie chez les femelles sauvages (WT) pour les traitements BPA et ses

dérivés chlorés et (D) comparaison des femelles WT et hétérozygotes (HZ).

*0<0,05 ; **p<0,01 vs M WT CTR et #p<0,05 vs M HZ du méme traitement.

Par contraste aux résultats obtenus chez les males, aucune variation de la MD n’a été observée
chez les femelles sauvages et hétérozygotes exposées au BPA ou a ses dérivés chlorés

(MCBPA, 3,3’-DCBPA et/ou 3,5-DCBPA) (Fig. 7.9A et 7.9B).

En comparaison du groupe des souris sauvages controles (0,342 £ 0,016), il a été observé une
augmentation significative de la FA chez les souris femelles sauvages pour MCBPA (+20,6%;
0,412 +0,031), 3,3’-DCBPA (+28,3% ; 0,4385 +0,028) et mix-DCBPA (+24,4% ; 0,4252
+0,029) (Fig. 7.9C). Cette hausse de la FA est également mesurée chez les souris
hétérozygotes exposées aux traitements MCBPA (+31,7% ; 0,450 +0,021), 3,3’-DCBPA
(+44,5% ; 0,494 +0,026), 3,5-DCBPA (+29,1% ; 0,441 +0,044) et mix-DCBPA (+24,4% ;
0,425 +0,029) (Fig. 7.9D).
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7.2.1.4. Conclusion

L’imagerie des tenseurs de diffusion a précédemment servi en toxicologie au niveau cérébral
pour la détection de biomarqueurs pour l’exposition aux pesticides et dans I’étude de
I’addiction (e.g. alcool, cocaine) (Ma et al. 2015; Lewis et al. 2017). Dans notre étude, nous
avons utilisé cette méthode pour évaluer les effets de I’exposition périnatale au BPA et a ses
dérivés chlorés (20 pug/kg/jour) sur la microstructure du cerveau de jeunes souris agées de 5

semaines.

Les variations significatives de la diffusivité moyenne (MD) et de la fraction d’anisotropie
(FA) mesurées par imagerie des tenseurs de diffusion dans le striatum, le cortex cérébral et

I’hippocampe sont résumées dans le tableau 7.2 selon le traitement, le phénotype et le sexe.

Tableau 7.2 : Récapitulatif des effets mesurés par DTI dans le striatum, le cortex et
I’hippocampe (HPC) chez les souris males (M) et femelles (F), sauvages (WT) ou
hétérozygotes (HZ) pour la connexine 43 lors d’une exposition périnatale au BPA et a

ses dérivés chlorés

Sexe+
Phénotype/ BPA 3,3°-DCBPA | 3,5-DCBPA | mix-DCBPA
traitement
1 MD Striatum IMD HPC
MWT (0] 1FA HPC [0)
1FA HPC 1FA HPC
1T MD Striatum
1 MD Striatum | 1 MD Striatum
1+ MD IMD HPC 1 FA Cortex
M HZ 1 MD Cortex 1 MD Cortex
Striatum 1FA HPC IMD HPC
1FA HPC 1FA HPC
1FA HPC
FWT [0) 1FA HPC 1FA HPC [0) 1FA HPC
F HZ [0) 1FA HPC 1FA HPC 1FA HPC 1FA HPC
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La comparaison entre les structures cérébrales étudiées met en évidence un effet prépondérant
des traitements MCBPA et 3,3’-DCBPA, mix-DCBPA dans I’hippocampe des souris
sauvages alors que les variations dans le striatum et le cortex cérébral sont moins marquées.
En effet, I’exposition périnatale aux dérivés MCBPA et 3,3’-DCBPA induit une hausse de la
fraction d’anisotropie dans 1’hippocampe alors que le BPA et le dérivé dichloré 3,5-DCBPA
n’induisent pas de modifications. Le mélange de dichlorés (10 pg/kg/jour de 3,3’-DCBPA et
10 pg/kg/jour de 3,5-DCBPA) induit une élévation de la FA dans I’hippocampe des souris
sauvages et cela pourrait étre lié a un effet de 3,3’-DCBPA a faible dose. Cette hausse de la
fraction d’anisotropie au niveau de 1’hippocampe pourrait indiquer une modification de la
microstructure reflétant des possibles perturbations de la myélinisation dans la substance

blanche ou de I’organisation des axones.

L’augmentation de la fraction d’anisotropie par les traitements (MCBPA, 3,3’-DCBPA et
mix-DCBPA) dans I’hippocampe des souris sauvages est similaire chez les males et les
femelles. De plus, la hausse de la fraction d’anisotropie s’accompagne d’une baisse la
diffusivité moyenne chez les souris males exposées au mélange de dérivés dichlorés. Cela
indique que les effets sont plus prononcés chez les souris males que les souris femelles
exposées au mélange de dichlorés. Nous faisons 1I’hypothése d’une sensibilité accrue chez les
males lors d’une exposition a une faible dose de 10 pg/kg/jour présent dans le mélange de

dérivés dichlorés et plus particulierement a 3,3’-DCBPA.

Le phénotype hétérozygote pour la connexine 43 ne montre pas de variation des parametres
des tenseurs de diffusion mesurés dans 1’hippocampe chez les souris contrdles ou lors de
I’exposition au BPA et a ses dérivés chlorés. Néanmoins, une hausse de la diffusivité
moyenne et de la fraction d’anisotropie est quantifiée dans le striatum et le cortex chez les
souris males hétérozygotes exposées 8 MCBPA et 3,3’-DCBPA alors que cette variation n’est
pas décelable chez les femelles. Il est possible que la sensibilité liée au phénotype

hétérozygote dans I’hippocampe soit masquée par 1’effet prépondérant du traitement.

Compte tenu de I’augmentation de la fraction d’anisotrope dans 1’hippocampe induite par
I’exposition périnatale aux dérivés chlorés du BPA, il a été examiné dans la suite de ce
chapitre les effets sur le métabolisme hippocampique par 'H SRM liés 2 ces traitements ainsi

que I’influence du sexe et du phénotype pour la connexine 43.

176



3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au

niveau hépatique et cérébral

7.2.2. Evaluation du métabolisme hippocampique par tH SRM

7.2.2.1. Validation qualitative du placement du voxel

Au préalable de I’étude du métabolisme hippocampique lors de ’exposition périnatale au

BPA et a ses dérivés chlorés, il a été réalisé des tests préliminaires sur la position et la taille

du voxel. Les spectres 'H ont été acquis a I’aide d’une séquence PRESS avec les paramétres

expérimentaux identiques a ceux utilisés pour I’étude du BPA, a I’exception de la durée

d’acquisition de 10 min (150 accumulations) au lieu de 20 min (300 accumulations).

Dans un premier temps, le voxel de la taille de 2,5 x 2,5 x 2,5 mm® a été placé dans

I’hippocampe en incluant le cortex cérébral (Fig. 7.10A). Un pic de macromolécules

d’intensité ¢élevée et de largeur importante est observable et ce dernier altére la qualité

spectrale en déformant la ligne de base (Fig. 7.10C).
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Figure 7.10 : Positionnement des voxels (2,5 x 2,5 x 2,5 mm’) dans I’hippocampe en (A)
(rouge) ou dans le striatum en (B) (bleu) ; (C) Spectres "H obtenus dans les voxel placés en

(A) (rouge) et en (B) (bleu).
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au

niveau hépatique et cérébral

Il a été conjecturé que ce pic de macromolécules est une contamination des lipides sous-

cutanés dans le voxel, lesquels sont captés lors des mouvements verticaux de la téte de

1’animal lors du cycle respiratoire. Pour valider cette hypothése, un spectre 'H a été acquis

avec un voxel de 2,5x2,5x 2,5 mm® placé dans le striatum (Fig. 7.10B). Ce voxel étant placé

a une distance suffisamment éloignée du tissu sous-cutané, le pic de macromolécules a une

intensité inférieure a celle du pic de NAA (Fig. 7.10C).

Dans un second temps, afin d’éviter la contamination des lipides sous-cutanés, il a été choisi

une taille de voxel plus petite (2 x 2 x 2 mm®). Une comparaison a été réalisée entre deux

voxels placés dans I’hippocampe en incluant ou en excluant le cortex cérébral (Fig. 7.11A et

7.11B).
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Figure 7.11 : Positionnement des voxels (2 x 2 x 2 mm") dans I’hippocampe en incluant (A)
(rouge) ou en excluant (B) (bleu) le cortex cérébral ; (C) Spectres "H obtenus dans les voxels

placés en (A) (rouge) et en (B) (bleu).
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

Il peut étre observé que le spectre du voxel incluant le cortex cérébral présente un pic de
macromolécules important alors que le pic de macromolécules dans le spectre du voxel

excluant le cortex cérébral a une intensité inférieure a celle du NAA (Fig. 7.11C).

En conclusion, pour la suite du projet, le voxel a donc été positionné dans 1’hippocampe droit
avec des reperes anatomiques fiables. Le voxel a été placé en dessous du cortex et a la limite
du corps calleux ainsi qu’en dehors des ventricules latéraux comme représenté dans la figure
7.11B. Lors de I'installation de I’animal sur le lit IRM, une cale en polystyréne a été placée

sur la téte de la souris pour limiter les mouvements verticaux liés au cycle respiratoire.
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au

niveau hépatique et cérébral

7.2.2.2. Effets du BPA et de ses dérivés chlorés sur le métabolisme de

I’hippocampe

Le métabolisme de I’hippocampe a été mesuré par 'H SRM pour évaluer les conséquences de

I’exposition périnatale au BPA et a ses dérivés chlorés en fonction du sexe et du phénotype

pour la connexine 43 (sauvage ou hétérozygote).

Pour rappel, les métabolites peuvent étre divisés en trois catégories (Cf. 2.1.3.1., p.36):

I’homéostasie cellulaire (en bleu créatine+phosphocréatine, choline, taurine sur la Fig. 7.12),

les neurotransmetteurs (en rouge NAAG, glutamate et pool glutamate+glutamine sur la Fig.

7.12) et les métabolites spécifiques a un compartiment cellulaire (en vert NAA et ml sur la

Fig. 7.12).

Cr+PCr NAA

ppm

Figure 7.12 : Superposition des spectres 'H obtenus dans I’hippocampe d’une souris
méle controle (bleu) et d’une souris méle exposée au mélange de BPA dichlorés (rouge).
L’attribution des pics est la suivante : macromolécules, MM ; lactate, Lac; N-acétyl
Aspartate, NAA ; N-acétyl aspartyl glutamate, NAAG ; acide y aminobutyrique, GABA ;
glutamate, Glu; glutamine, Gln ; aspartate, Asp; créatine, Cr; phosphocréatine, PCr ;

choline, Cho ; taurine, Tau ; myo-Inositol, ml, glutamate + glutamine, GIx.
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

e Homéostasie cellulaire
Les métabolites de I’homéostasie cellulaire quantifiés dans cette partie sont: les

macromolécules (0,93 ppm), la créatine et la phosphocréatine (Cr+PCr) (3,03 ppm), les

composés contenant de la choline (3,20 ppm) et la taurine (3,42 ppm).

Macromolécules : La figure 7.13 présente les moyennes des macromolécules obtenues dans

I’hippocampe des souris males et femelles exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.13 : Mesure des macromolécules (0,93 ppm) par "H SRM chez les males (A) et
les femelles (B) exposés pendant la période périnatale au controle (CTR), au bisphénol A
(BPA) et a ses dérivés chlorés (MCBPA ; 3,5-DCBPA et/ou 3,3’-DCBPA) et en fonction du
phénotype (sauvage, WT ; hétérozygote, HZ). Les valeurs sont exprimées en moyenne *ESM.

Aucune variation des macromolécules n’a été observée chez les souris males et femelles

exposées au BPA ou a ses dérivés chlorés ainsi qu’aucun effet de I’hétérozygotie (Fig. 7.13)
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

Créatine + Phosphocréatine : La figure 7.14 présente les moyennes de la créatine totale

obtenues dans 1I’hippocampe des souris males et femelles exposées au BPA et a ses dérivés

chlorés.
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Figure 7.14 : Mesure de la créatine et de la phosphocréatine (3,03 ppm) par '"H SRM
chez les males (A) et les femelles (B) exposés pendant la période périnatale au contrdle
(CTR), au bisphénol A (BPA) et a ses dérivés chlorés (MCBPA ; 3,5-DCBPA et/ou 3,3’-
DCBPA) et en fonction du phénotype (sauvage, WT ; hétérozygote, HZ). Les valeurs sont
exprimées en moyenne *ESM. *p<0,05 ; **p<0,01 vs M WT CTR.

Aucune variation de la créatine n’est observable chez les souris méales et femelles (WT et HZ)
des traitements BPA et 3,5-DCBPA (Fig. 7.14A et 7.14B). En comparaison des souris males
sauvages contrdles (0,397 +£0,009), la concentration de créatine diminue significativement
chez les males sauvages exposés au MCBPA (-9,8% ; 0,358 +0,018) et mix-DCBPA (-
10,3% ; 0,356 +0,008). Cette diminution est retrouvée chez les males hétérozygotes mix-
DCBPA (-16,5% ; 0,3316 +0,018). Il peut étre observé une baisse non significative pour les
males sauvages des traitements 3,3’-DCBPA (-3,1% ; 0,385 £0,010 ; p= 0,17). De méme, une
diminution non significative est observée chez les souris males HZ des traitements MCBPA (-

6,3% ; 0,372 £0,016 ; p=0,16) et 3,3’-DCBPA (-3,5% ; 0,383 0,013 ; p=0,41).

Par comparaison aux femelles sauvages controles (0,428 +0,012), une diminution significative
a lieu chez les souris femelles sauvages des traitements MCBPA (-15,2% ; 0,363 +0,010) ;
3,3-DCBPA (-10,3% ; 0,384 +£0,007) et mix-DCBPA (-12,4% ; 0,375 £0,009). De maniere
similaire, une baisse est mesurée chez les souris femelles hétérozygotes exposées aux
traitements MCBPA (-11,2% ; 0,380 +£0,010) ; 3,3-DCBPA (-13,5% ; 0,371 £0,020) et mix-
DCBPA (-19,4% ; 0,345 £0,015).
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

Choline : La figure 7.15 présente les moyennes de la choline obtenues dans 1’hippocampe

des souris males et femelles exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.15 : Mesure de la choline (3,20 ppm) par '"H SRM chez les males (A) et les
femelles (B) exposés pendant la période périnatale au controle (CTR), au bisphénol A (BPA)
et a ses dérivés chlorés (MCBPA ; 3,5-DCBPA et/ou 3,3’-DCBPA) et en fonction du
phénotype (sauvage, WT ; hétérozygote, HZ). Les valeurs sont exprimées en moyenne *ESM.
*p<0,05 vs M WT CTR.

Chez les males, aucune variation de la choline n’est observable pour les traitements BPA,
3,3’-DCBPA et 3,5-DCBPA (Fig. 7.15A). Néanmoins, une diminution significative de la
choline est mesurée dans les groupes M WT mix-DCBPA (-19,1% ; 0,0187 £0,008) et M HZ
mix-DCBPA (-23,0% ; 0,178 £0,017) comparée aux souris males sauvages contrdles (0,231
+0,016). Une baisse non significative est observable chez les souris M WT MCBPA (-17,6% ;
0,190 £0,008 ; p=0,15) et M HZ MCBPA (-19,9% ; 0,185 0,012 ; p=0,06).

Par contre, aucune modification de la choline chez les femelles (WT et HZ) n’a pu étre

mesurée parmi les traitements comparée aux souris femelles sauvages controles (0,222

+0,011) (Fig. 7.15B).
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

Taurine : La figure 7.16 présente les moyennes de la taurine obtenues dans 1’hippocampe

des souris males et femelles exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.

(A) Taurine (B) Taurine

e
w

o
[

<
=
o
o
=
o
T
g 0.1
<

Amplitude (U.A)

Figure 7.16 : Mesure de la taurine (3,42 ppm) par '"H SRM chez les males (A) et les
femelles (B) exposés pendant la période périnatale au controle (CTR), au bisphénol A (BPA)
et a ses dérivés chlorés (MCBPA ; 3,5-DCBPA et/ou 3,3’-DCBPA) et en fonction du
phénotype (sauvage, WT ; hétérozygote, HZ). Les valeurs sont exprimées en moyenne *ESM.
*p<0,05 ; **p<0,01 vs M WT CTR.

Chez les males, aucune variation de la taurine n’a €té observée pour les traitements BPA et
3,5-DCBPA (Fig.7.16A). Par comparaison aux males sauvages du groupe contrdle (0,261
+0,007), une diminution significative a été mesurée dans les groupes : M WT MCBPA (-
19,4% ; 0,210 £0,007) et M HZ MCBPA (-22,1% ; 0,203 +£0,013), M WT 3,3’-DCBPA (-
17,6% ; 0,215 £0,009) et M HZ 3,3’-DCBPA(-14,6% ; 0,223 £0,013), M WT mix-DCBPA (-
20,6% ; 0,207 £0,010) et M HZ mix-DCBPA (-24,4% ; 0,197 £0,009).

Chez les femelles, aucune modification n’est observable pour les traitements BPA et 3,5-
DCBPA (Fig. 7.16B). De maniere similaire aux souris males, une baisse a été quantifiée chez
les souris F WT MCBPA (-19,5% ; 0,199 £0,018) et F HZ MCBPA (-17,0% ; 0,206 +£0,004),
F WT 3,3°’-DCBPA (-12,0% ; 0,219 +0,009) et F HZ 3,3’-DCBPA (-13,1% ; 0,216 +0,008 ;
p=0,17), F WT mix-DCBPA (-17,4% ; 0,205 +0,006) et F HZ mix-DCBPA (-19,1% ; 0,201

+0,017) comparée aux femelles sauvages contrdles (0,248 +0,008).
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

e Neurotransmetteurs
Les neurotransmetteurs mesurés dans cette partie sont le N-acétyl aspartyl glutamate (NAAG)

(2,05 ppm), le glutamate (2,35 ppm) et le pool glutamate+glutamine (GIx) (3,75 ppm)

NAAG : La figure 7.17 présente les moyennes du NAAG obtenues dans I’hippocampe des

souris males et femelles exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.17 : Mesure du N-acétyl aspartyl glutamate (2,05 ppm) par '"H SRM chez les
males (A) et les femelles (B) exposés pendant la période périnatale au contréle (CTR), au
bisphénol A (BPA) et a ses dérivés chlorés (MCBPA ; 3,5-DCBPA et/ou 3,3’-DCBPA) et en
fonction du phénotype (sauvage, WT ; hétérozygote, HZ). Les valeurs sont exprimées en
moyenne *ESM. *p<0,05 ; **p<0,01 vs M WT CTR.

Par comparaison aux souris méales sauvages controles (0,448 +0,010), aucune variation n’est
observable pour les souris males WT et HZ exposées aux traitements BPA et 3,5-DCBPA
(Fig. 7.17A). Une diminution de NAAG a été mesurée dans les groupes : M WT MCBPA (-
9,5% ; 0,405 +0,013) et M HZ MCBPA (-9,1% ; 0,407 £0,011), M WT 3,3’-DCBPA (-
10,9% ; 0,399 £0,019) et M HZ 3,3’-DCBPA (-15,3% ; 0,379 +£0,026), M WT mix-DCBPA (-
8,5% ; 0,410 £0,010) et M HZ mix-DCBPA (-11,4% ; 0,397 £0,017).

Contrairement aux souris males, aucune différence significative n’a été quantifiée chez les
femelles (WT et HZ) exposées au BPA et a ses dérivés chlorés en comparaison avec les

femelles sauvages du groupe contrdle (0,4492 +0,013) (Fig. 7.17B).
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

Glutamate : La figure 7.18 présente les moyennes du glutamate obtenues dans 1’hippocampe

des souris males et femelles exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.

(A) Glutamate (B) Glutamate

e
w

e
)

<
=
Q
T
3
—
o
2 0.1
<

Amplitude (U.A)

Figure 7.18 : Mesure du glutamate (2,35 ppm) par '"H SRM chez les males (A) et les
femelles (B) exposés pendant la période périnatale au controle (CTR), au bisphénol A (BPA)
et a ses dérivés chlorés (MCBPA ; 3,5-DCBPA et/ou 3,3’-DCBPA) et en fonction du
phénotype (sauvage, WT ; hétérozygote, HZ). Les valeurs sont exprimées en moyenne *ESM.
*p<0,05 vs M WT CTR

Chez les males, la concentration de glutamate diminue significativement dans le groupe M
WT mix-DCBPA (-18,3% ; 0,187 £0,008) comparé au groupe M WT CTR (0,229 +0,021).
Une tendance a la diminution est également notable dans les groupes M WT MCBPA (-
21,1% ; 0,180 +0,015 ; p=0,07), M HZ MCBPA (-21,4% ; 0,180 +0,009 ; p=0,06), M WT
3,3’-DCBPA (-21,4% ; 0,180 +0,010; p=0,07) et M HZ mix-DCBPA (-18,9% ; 0,185
+0,015 ; p=0,19) (Fig. 7.18A).

En comparaison avec les souris femelles sauvages contrdle (0,228 +0,012), une diminution
significative du glutamate a ét¢ quantifiée pour les groupes F WT 3,3’-DCBPA (-14,3% ;
0,196 +0,018) et F WT mix-DCBPA (-16,7% ; 0,190 +0,007) ainsi qu’une baisse non
significative dans les groupes F WT MCBPA (-12,9% ; 0,199 +0,012; p=0,14), F HZ
MCBPA (-15,1% ; 0,194 +0,018 ; p=0,11) et F HZ mix-DCBPA (-17,4% ; 0,189 +0,019 ;
p=0,07) (Fig. 7.18B).
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

Glx : La figure 7.19 présente les moyennes du pool glutamate + glutamine obtenues dans

I’hippocampe des souris males et femelles exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.19 : Mesure de glutamate+glutamine (3,75 ppm) par 'H SRM chez les males (A)
et les femelles (B) exposés pendant la période périnatale au contrdle (CTR), au bisphénol A
(BPA) et a ses dérivés chlorés (MCBPA ; 3,5-DCBPA et/ou 3,3’-DCBPA) et en fonction du
phénotype (sauvage, WT ; hétérozygote, HZ). Les valeurs sont exprimées en moyenne *ESM.
*»<0,05 ; **p<0,01 vs M WT CTR.

Par comparaison aux souris sauvages controdles (0,303 £0,009), une baisse significative a été
mesurée pour les groupes M WT MCBPA (-17,2% ; 0,251 +0,013) et M HZ MCBPA (-
14,0% ; 0,261 £0,013), M WT 3,3’-DCBPA (-10,2% ; 0,272 +0,011) et M HZ 3,3’-DCBPA (-
10,8% ; 0,270 £0,009), M WT mix-DCBPA ( -10,2% ; 0,272 £0,011) et M HZ mix-DCBPA
(-18,3% ; 0,248 £0,021) (Fig. 7.19A).

De maniere similaire aux males, une diminution a été quantifiée chez les femelles des groupes
F WT MCBPA (-21,0% ; 0,251 +0,017) et F HZ MCBPA (-20,2% ; 0,253 £0,012), F WT
3,3’-DCBPA (-14,1% ; 0,273 +0,009) et F HZ 3,3’-DCBPA (-16,8% ; 0,264 +0,007; p=0,16),
F WT mix-DCBPA (-17,5% ; 0,262 +0,010) et F HZ mix-DCBPA (-20,4% ; 0,253 +0,017) en

comparaison aux souris femelles sauvages contrdles (0,318 +0,014) (Fig. 7.19B).
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

e Compartiments spécifique
Les métabolites spécifiques a un compartiment cellulaire mesurés sont le N-acétyl aspartate
(NAA) (2,01 ppm) qui est un marqueur des cellules neuronales et le myo-Inositol (3,61 ppm)

qui est un marqueur des cellules gliales.

NAA : La figure 7.20 présente les moyennes du NAA obtenues dans 1’hippocampe des souris

males et femelles exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.20 : Mesure du N-acétyl aspartate (2,01 ppm) par "H SRM chez les méles (A) et
les femelles (B) exposés pendant la période périnatale au controle (CTR), au bisphénol A
(BPA) et a ses dérivés chlorés (MCBPA ; 3,5-DCBPA et/ou 3,3’-DCBPA) et en fonction du
phénotype (sauvage, WT ; hétérozygote, HZ). Les valeurs sont exprimées en moyenne *ESM.
*p<0,05 ; **p<0,01 vs M WT CTR.

Par comparaison aux souris méales sauvages contrdles (0,282 +0,010), une diminution a été
quantifiée dans les groupes M WT MCBPA (-19,4% ; 0,228 +0,024) et M HZ MCBPA (-
16,9% ; 0,235 £0,009), M WT 3,3’-DCBPA (-16,6% ; 0,235 £0,010) et M HZ 3,3’-DCBPA (-
16,5% ; 0,236 £0,015), M WT mix-DCBPA (-14,3% ; 0,242 +0,010) et M HZ mix-DCBPA (-
20,1% ; 0,226 +0,015) (Fig. 7.20A).

De maniere similaire aux souris males, une baisse est observable dans les groupes F WT
MCBPA (-17,3% ; 0,255 +0,008) et F HZ MCBPA (-13,9% ; 0,265 +0,010), F WT 3,3’-
DCBPA (-16,0% ; 0,259 +0,009) et F HZ 3,3’-DCBPA (-16,0% ; 0,259 +0,006 ; p=0,07), F
WT mix-DCBPA (-15,4% ; 0,260 £0,006) et F HZ mix-DCBPA (-20,5% ; 0,245 +0,010) par
comparaison aux souris F WT CTR (0,308 +0,012) (Fig. 7.20B).
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3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

myo-Inositol : La figure 7.21 présente les moyennes du myo-inositol obtenues dans

I’hippocampe des souris males et femelles exposées au BPA et a ses dérivés chlorés.
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Figure 7.21 : Mesure du myo-Inositol (3,61 ppm) par 'H SRM chez les males (A) et les
femelles (B) exposés pendant la période périnatale au controle (CTR), au bisphénol A (BPA)
et a ses dérivés chlorés (MCBPA ; 3,5-DCBPA et/ou 3,3’-DCBPA) et en fonction du

phénotype (sauvage, WT ; hétérozygote, HZ). Les valeurs sont exprimées en moyenne *ESM.
*p<0,05 ; **p<0,01 vs M WT CTR.

Aucune variation du myo-Inositol n’a été observée chez les males et femelles exposés au BPA
ou a ses dérivés chlorés ainsi qu’aucun effet de 1’hétérozygotie en comparaison aux groupes

contrdles (M WT CTR=0,441 £0,016 et F WT CTR=0,460 +0,023) (Fig. 7.21).
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7.2.2.3. Conclusion
La 'H SRM a été précédemment utilisée dans une approche toxicologique pour la
détermination de biomarqueurs de I’exposition au chlorure de triméthylétain induisant la
neurodégénerescence chez le rat ainsi que dans 1’étude des conséquences de I’exposition au

plomb pendant I’enfance (Cecil et al. 2010; Baciak et al. 2017).

Dans notre étude, nous avons utilisé cette méthode pour quantifier les variations induites par
I’exposition périnatale au BPA et a ses dérivés chlorés au niveau de ’homéostasie cellulaire
(créatinetphosphocréatine, choline, taurine), les neurotransmetteurs (NAAG, gluatamate et
pool glutamate+glutamine) et les métabolites spécifiques a un compartiment (NAA et ml).
Les variations significatives des métabolites de I’hippocampe quantifiées par '"H SRM sont

résumées dans le tableau 7.3 selon le traitement, le phénotype et le sexe.

Tableau 7.3 : Récapitulatif des variations mesurées par "H SRM dans I’hippocampe
chez les souris males (M) et femelles (F), sauvages (WT) ou hétérozygote (HZ) pour la
connexine 43 lors d’une exposition périnatale au BPA et a ses dérivés chlorés

Sexe+
Phénotype/ BPA 3,3’-DCBPA | 3,5-DCBPA | mix-DCBPA
traitement
1Cr+PCr
1Cr+PCr 1Cr+PCr 1Cho
|Tau |Tau |Tau
M WT 0] INAAG INAAG (0] INAAG
1GIx 1GIx 1Glu
INAA INAA 1GIx
INAA
|Cr+PCr |Cr+PCr l(ir(;rll:fr
|Tau |Tau | Tau
M HZ 0] 1GIx 1GIx ) 1GIx
INAAG INAAG INAAG
INAA INAA INAA
|Cr+PCr 1Cr+PCr 1Cr+PCr
| Tau | Tau |Tau
FWT 0] |Glx 1Glu ) 1Glu
INAA 1GIx 1GIx
INAA INAA
1Cr+PCr 1Cr+PCr 1Cr+PCr
| Tau |Tau |Tau
FHZ ¢ 1GIx 1GIx v |GIx
INAA INAA INAA
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En comparaison aux souris controles males et femelles sauvages, 1’é¢tude du métabolisme
hippocampique a mis en évidence des variations chez les souris sauvages exposées pendant la
période périnatale aux traitements MCBPA, 3,3’-DCBPA et mix-DCBPA alors qu’aucune
variation n’est observée pour les traitements BPA et 3,5-DCBPA. Comme pour nos résultats
obtenus par imagerie des tenseurs de diffusion, nous observons une différence entre les deux
dérivés dichlorés. Cela met en évidence que le dérivé 3,3’-DCBPA posséde un potentiel
neurotoxique plus important que le dérivé 3,5-DCBPA. De plus, les effets observés avec le
mélange de dichlorés (10 pg/kg/jour de 3,3’-DCBPA et 10 pg/kg/jour de 3,5-DCBPA)
pourrait étre li¢ a un effet de 3,3’-DCBPA a faible dose.

L’exposition périnatale au MCBPA et 3,3’-DCBPA chez les souris males et femelles a induit
une  diminution des métabolites impliqués dans  1’homéostasie  cellulaire
(créatine+phosphocréatine, taurine), du neurotransmetteur excitateur glutamate et de ses
précurseurs (glutamine et NAAG). 11 a été observé une baisse du NAA qui est le marqueur du
compartiment neuronal, cela pourrait indiquer que les perturbations observées ont lieu
principalement au niveau des neurones. Néanmoins, les astrocytes pourraient étre également

impactés compte tenu que la glutamine est synthétisée dans les astrocytes a partir du

glutamate.

Une différence est notable dans la baisse de la choline chez les souris males exposées au
mélange de BPA dichlorés. Comme pour les variations observées par imagerie des tenseurs de
diffusion, les effets sont plus prononcés chez les souris males que les souris femelles exposées

au mélange de dichlorés.

Le métabolisme hippocampique ne semble pas affecté par le phénotype hétérozygote pour la
connexine 43 compte tenu de la similarit€ de leurs profils métaboliques avec les souris
controles sauvages. Il est néanmoins possible que 1’effet des traitements est prépondérant et il

ne permet pas de détecter des modifications subtiles induites par le phénotype hétérozygote.
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7.2.3. Etude par diffusion spectroscopique des effets du BPA dichlorés
et du phénotype hétérozygote pour la connexine 43

Les résultats obtenus par 'H SRM et par imagerie des tenseurs de diffusion indiquent des
effets plus prononcés chez les souris males exposées au mélange de dérivés dichlorés au BPA.
Nous avons décidé d’explorer les possibles anomalies de I’intégrité intracellulaire induit par
le mélange de dérivés dichlorés dans I’hippocampe des souris males a ’aide de la méthode de
diffusion spectroscopique. Certains métabolites au niveau cérébral sont considérés comme des
biomarqueurs spécifiques d’un compartiment cellulaire et la DWS a donc le potentiel

d’apporter des informations biologiques pertinentes sur ces compartiments.

Dans le cadre de ces travaux de theése, une séquence DWS-PRESS a été développée par Didier
Wecker (Bruker, Ettligen, Allemagne) (Fig. 7.22). Une paire de gradients de diffusion
unipolaire a été incorporée autour du second pulse RF 180° de la séquence PRESS (Cf.
2.4.2.1., p.56). Les gradients de diffusion sont caractérisés par leur amplitude (G), leur durée
(0) et le délai entre des gradients de diffusion (A), cela permet ainsi d’ajuster ’intensité de la
valeur de diffusion b. Le signal est enregistré lors du second écho au temps d’écho
(TE=TE1+TE2) et la séquence est répétée au temps de répétition (TR) pour accumuler du

signal (Fig.7.22).

. TR .
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90° 180° 180° 90°
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diffusion — //
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Figure 7.22 : Séquence de diffusion spectroscopique

Dans cette partie, les tests in vitro de I’optimisation de cette séquence ainsi que des résultats

de la validation in vivo chez la souris sont présentés.
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7.2.3.1. Optimisation in vitro
Les expériences préliminaires de la séquence de diffusion spectroscopique DWS-PRESS ont
¢été effectuées sur un fantome de gel d’agarose 1% contenant de la choline et du NAA a une
concentration de 15 mM. Les tests ont consisté aux variations successives des parametres de
la séquence DWS-PRESS : le temps d’écho (TE) et le temps de répétition (TR), la durée des
gradients de diffusion (5) et le délai entre les gradients de diffusion (A). Les valeurs de b
sont : 0, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000 et 6000 s/mm>. Ces tests ont été réalisés dans la
direction x compte tenu que le tube de gel d’agarose est un milieu isotrope avec un voxel de 2

X2 X2 mm’.

o TestduTE
Les parameétres 6/A ont été fixés a 12 ms/22 ms afin que la puissance des gradients soit a 50%
pour la valeur de b a 6000 s/mm>. Sur la figure 7.23, il est observé une diminution de
I’intensité des pics de choline et de NAA en fonction des valeurs de b croissantes. Cela met en

évidence que la séquence PRESS a été sensibilisée aux gradients de diffusion incorporés.

10 [rel)

Cho -

DS000 ok A e A b A A A P Nt S e R L S|

b3000 ’| STV *
| | -

Figure 7.23 : Spectres 'H in vitro d’un fantéme de Choline (Cho) et N-acétyl aspartate
(NAA) obtenus a I’aide de la séquence DWS-PRESS pour les valeurs de b a 0, 1000, 3000
et 5000 s/mm”> (direction x ; TE=75 ms ; TR=2500 ms ; 6/A=12 ms/22 ms)
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Pour un TR a 2500ms, les valeurs testées pour le TE sont 75 ms ; 100 ms ; 125 ms ; 150 ms ;

175 ms. Les valeurs des ADC dans la direction x pour le NAA et la choline sont présentées

dans la figure 7.24.
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Figure 7.24 : ADC dans la direction x de la choline et du NAA en fonction d’une gamme
croissante de temps d’écho (TE)
Dans la gamme de TE étudiée, les valeurs des ADC dans la direction x pour la choline et le
NAA ne varient pas. Par conséquent, la gamme de TE de 75 a 175 ms est applicable aux

expériences in vivo.

o TestduTR
Les parametres 0/A ont été fixés a 12 ms/22 ms afin que la puissance des gradients soit a 50%
pour la valeur de b a 6000 s/mm>. Pour un TE a 75 ms, les valeurs testées pour le TR sont
1500 ms ; 2000 ms ; 2500 ms ; 3000 ms ; 3500 ms. Les valeurs des ADC dans la direction x

pour le NAA et la choline sont présentées dans la figure 7.25.
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Figure 7.25 : ADC dans la direction x de la choline et du NAA en fonction d’une gamme
croissante de temps de répétition (TR)

194



3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

Dans la gamme de TR étudiée, les valeurs des ADC dans la direction x pour la choline et le
NAA ne montrent aucun changement. Par conséquent, cette gamme de TR de 1500 a 3500 ms

est utilisable dans le cadre des expériences in vivo.

e Testde la durée des gradients de diffusion o
Les parametres de TE/TR (75 ms/2500 ms) ont été¢ fixés. Avec un délai A de 22 ms, les
valeurs testées pour 6 sont 8 ms ; 10 ms; 12 ms; 14 ms; 16 ms. Les valeurs des ADC dans la

direction x pour le NAA et la choline sont présentées dans la figure 7.26.
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Figure 7.26 : ADC dans la direction x de la choline et du NAA en fonction d’une gamme
croissante de durées des gradients de diffusion ()

Dans la gamme de o étudiée, les valeurs des ADC dans la direction x pour la choline et le
NAA ne montrent aucune variation. Par conséquent, cette gamme de 6 de 8 a 16 ms est

adéquate aux expériences in vivo.

o Test du délai entre les gradients de diffusion A
Les parametres de TE/TR (75 ms/2500 ms) ont été fixés. Avec une durée o de 12 ms, les
valeurs testées pour A sont : 18 ms ; 20 ms ; 22 ms ; 24 ms ; 26 ms. Les valeurs des ADC dans

la direction x pour le NAA et la choline sont présentées dans la figure 7.27.
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Figure 7.27 : ADC dans la direction x de la choline et du NAA en fonction d’une gamme
croissante de délais entre les gradients de diffusion (A)

Dans la gamme de A étudiée, les valeurs des ADC dans la direction x pour la choline et le
NAA sont stables. Par conséquent, cette gamme de A de 18 a 26 ms convient aux expériences

n vivo.

e Calcul ADC moyen
Les tests in vitro réalisés dans la direction x ont mis en évidence que la séquence DWS-
PRESS est pondérée par la paire de gradients de diffusion unipolaires incorporée. Dans les
gammes de TE, TR, & et A étudiées, ’ADC calculé dans la direction x est stable. Cela montre

que la séquence est robuste pour 1’optimisation des expériences in vivo.

A partir de ces expériences, les parametres retenus dans la direction x sont: TE=75 ms ;
TR=3000 ms ; 6/A=14 ms/20 ms. Le TE de plus courte durée (75 ms) a été sélectionné afin
d’éviter le bruit induit par les courants de Foucault apparaissant a des valeurs de TE plus
élevées. Néanmoins, le TE nécessite d’étre suffisamment long pour I’application des gradients
de diffusion. Le TR de 3000 ms a été choisi pour assurer une relaxation suffisante des protons

avec un temps d’acquisition acceptable pour accumuler du signal lors des expériences in vivo.

Dans la figure 7.28, il est présenté le calcul de I’ADC dans les directions x, y et z a été
effectué sur le tube de NAA et choline (15 mM) afin de s’assurer de la validité des parametres

retenus dans les trois directions orthogonales et pour valider le calcul de I’ADC moyen.
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Figure 7.28 : ADC dans les directions x, y et z et ADC moyen du NAA et de la choline
obtenues a I’aide de la séquence DWS-PRESS pour les valeurs de b a 0 a 6000
s/mm> (direction x ; TE=75 ms ; TR=3000 ms ; 6/A=14 ms/20 ms)

Le fantome étant un tube de gel d’agarose contenant les métabolites d’intéréts, les valeurs

d’ADC de NAA et choline similaires dans les trois directions confirment que c’est un milieu

isotrope. Les paramétres retenus vont étre utilisés pour les expériences in vivo

197



3éme partie : Etude des effets du bisphénol A et de ses dérivés chlorés au
niveau hépatique et cérébral

7.2.3.2. Validation in vivo de la diffusion spectroscopique
Apres I'optimisation des parameétres in vitro (TE/TR ; 6/A), la gamme des valeurs de b (0,
1500, 3000, 4500 et 6000s/mm2) a été testée in vivo dans trois directions orthogonales (X, y,
z). Les coefficients de diffusion (ADC) du NAA total (tNAA), choline total (tCho) et créatine
total (tCr) ont été mesurés dans 1’hippocampe de souris sauvages et hétérozygotes pour la
connexine 43 qui ont été exposées lors de la période périnatale au mélange de BPA dichloré et
en fonction de 1’hétérozygotie pour la connexine 43 compte tenu des modifications
microstructurale et métaboliques mesurées par 1’imagerie des tenseurs de diffusion et 'H

SRM.

Dans la figure 7.29, il est présenté les spectres 'H obtenus par diffusion spectroscopique aux

valeurs de b entre 0 et 6000 s/mm? chez une souris male témoin.

(A) Eau résiduelle
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Figure 7.29 : (A) Spectres 'H in vivo de ’hippocampe chez une souris méle sauvage controle
obtenus a I’aide de la séquence DWS-PRESS pour les valeurs de b a 0, 1500, 3000, 4500 et
6000 s/mm” (direction x ; TE=75 ms ; TR=3000 ms ; 6/A=14 ms/20 ms) ; (B) Agrandissement
de (A).
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Sur la figure 7.29, il est observé in vivo une diminution du signal du pic d’eau résiduelle ainsi
que des pics de tCho, tCr et tNAA en fonction des valeurs de b croissantes dans la direction x.
Cela met en évidence que la séquence PRESS est sensibilisée aux gradients de diffusion

incorporés et qu’elle est applicable chez la souris avec un voxel de 8 mm’.

Les graphes des amplitudes des pics en fonction des valeurs de b ont été tracés pour chaque

métabolite dans chaque direction (Fig. 7.30).
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Figure 7.30 : Amplitude de la choline totale (A), la créatine totale (B) et du NAA total
(C) en fonction des valeurs de b dans les directions x, y et z chez les souris sauvages
(WT) ou hétérozygotes (HZ) exposées pendant la période périnatale aux traitements

contréles (CTR) ou mix-DCBPA (n=6/groupe). Les valeurs sont exprimées en moyenne *
ESM.

En accord avec les observations qualitatives (Fig. 7.29), une diminution du signal des pics en
fonction des valeurs de b (0, 1500, 3000, 4500 et 6000 s/mmz) a été mesurée pour le tCho, tCr
et tNAA dans les directions X, y et z.
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La valeur du coefficient de diffusion (ADC) est déterminée par régression linéaire en tracant
le logarithme de 1’atténuation du signal S/Sy en fonction des valeurs de b (Cf. 2.4.2.2., p.59).

La figure 7.31 présente les ADC obtenus dans chaque direction ainsi que I’ADC moyen.
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Figure 7.31 : Coefficient de diffusion apparent (ADC) du NAA total, de la choline totale
et de la créatine totale dans les directions x (A), y (B), z (C) et ’ADC moyen (D) chez les
souris sauvages (WT) ou hétérozygotes (HZ) exposé€es pendant la période périnatale aux
traitements controles (CTR) ou mix-DCBPA. Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM

et *p<0,05.

En comparaison aux souris sauvages contrdles, aucune variation de I’ADC moyen n’est
observée pour le NAA total et la créatine totale. Il est néanmoins observé une hausse
significative de ’ADC moyen de la choline total pour les souris males hétérozygote contrdle
(+29,8% ; 3,389.10™* £2,280.10” vs M WT CTR=2,611.10"* £2,166.10”) ainsi qu’une hausse
dans les groupes M WT mix-DCBPA (+21,5% ; 3,172.10™ +3,284.10°) et M HZ mix-
DCBPA (+13,4% ; 2,960.10'4 i2,999.10'5). Cela semble étre lié a 1’augmentation non

significative de la choline dans les directions x et z.
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7.2.3.3. Conclusion
Les tests in vitro ont montré que la séquence DWS-PRESS est pondérée par la paire de
gradients de diffusion unipolaires incorporée et qu’elle est stable dans les gammes de TE (75
— 175 ms), TR (1500 — 3500 ms), la durée de diffusion 6 (8 — 16 ms) et du délai entre les
gradients de diffusion A (18 — 26 ms) compatibles aux expériences in vivo. Nous avons décidé
de mesurer les variations de la diffusion des métabolites induit par le mélange de dérivés
dichlorés dans I’hippocampe des souris males compte tenu des modifications mesurées

précédemment par imagerie des tenseurs de diffusion et par 'H SRM.

Nous n’avons pas observé de variation de I’ADC moyen du NAA et la créatine totale parmi
nos groupes. Par contre, une hausse significative de la diffusion de la choline totale a été
mesurée chez les souris contréles hétérozygotes pour la connexine 43 en comparaison des
souris sauvages. Les composés contenant de la choline sont deux a trois fois plus concentrés
dans les astrocytes (Ronen and Valette 2015). Cela pourrait €tre une indication que des
perturbations sont induites principalement au niveau des astrocytes des souris hétérozygotes

pour la connexine 43.

Nous avons également quantifié une €élévation de la choline non significative chez les souris
sauvages et hétérozygotes pour la connexine 43 exposées au mélange de BPA dichlorés (10
ug/kg/jour de 3,3’-DCBPA et 10 pg/kg/jour de 3,5-DCBPA). Nous faisons I’hypothése que
cette hausse de la diffusion pourrait étre a I’origine de la baisse de choline quantifiée par 'H
SRM dans ces groupes. En effet, compte tenu de la hausse de la diffusion de la choline, cela

pourrait engendrer une baisse locale dans I’hippocampe.

Néanmoins, cette variation de la diffusion de la choline totale n’est pas significative dans les
groupes mix-DCBPA. Cela pourrait €tre li€ a la qualité spectrale diminuée lorsque les valeurs
de b augmentent. En effet, le pic de choline est au niveau du bruit pour la valeur de b=6000
s/mm”. Comme les gradients de diffusion incorporés dans la DWS-PRESS sont d’intensités
importantes, les données obtenues présentent un faible ratio signal sur bruit et ils sont
sensibles aux courants de Foucault ainsi qu’aux artéfacts de mouvement. Cela a pour

conséquence un élargissement des pics lorsque les valeurs de b augmentent.
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Il apparait donc nécessaire de poursuivre le travail d’optimisation de la séquence DWS-
PRESS pour quantifier les pics de faibles amplitudes. Des perspectives possibles a ce travail
sont : (i) ’augmentation du nombre d’accumulations (400 au lieu de 200) pour moins de
valeur de b afin de maintenir un temps d’acquisition adéquat pour les expériences in vivo ; (ii)
I’ajout de deux paires de gradients de diffusion dans la séquence permettrait de diminuer leurs

durées d’application et ainsi d’atténuer les courants de Foucault.
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7.3. Discussion et perspectives
Le but de notre étude était de caractériser les effets cérébraux du BPA et de ses dérivés
chlorés chez des souris exposées pendant la période périnatale a faible dose (20 pug/kg/jour).
Pour cela, des méthodes complémentaires de résonance magnétique ont été utilisées sur les
mémes souris pour évaluer : (i) la microstructure du striatum, du cortex et de I’hippocampe
par imagerie des tenseurs de diffusion et (ii) le profil métabolique hippocampique par la 'H

SRM non invasive.

Dans ces travaux de these, il a été montré qu’une exposition périnatale au BPA non conjugué
a une faible dose (20 pg/kg/jour ; inférieure a la dose journaliere tolérable reglementaire de 50
pg/kg/jour) ne modifie pas la microarchitecture hippocampique chez la descendance agée de 5
semaines. L’absence de perturbations par le BPA au niveau de la microstructure cérébrale
dans notre étude est en désaccord avec la littérature. En effet, il a été rapporté que I’exposition
prénatale au BPA (400 pg/kg/jour) modifiait la morphologie neuronale (longueur et
branchement du nombre de dendrites) au niveau de 1’hippocampe chez les jeunes souris agées
de 3 semaines (Kimura et al. 2016). Néanmoins, des disparités existent dans la littérature sur
I’impact du BPA sur la morphologie neuronale. En effet, une augmentation des épines
dendritiques au niveau du cortex cérébral et de I’hippocampe a été rapportée lors d’une
exposition périnatale chez des rongeurs au BPA (<50 pg/kg/jour) (Kumar and Thakur 2014;
Kelly, Opanashuk, and Majewska 2014). Il pourrait étre intéressant d’effectuer 1’analyse de
texture des images pondérées en T2 et une analyse histologique des souris exposées au BPA
afin d’obtenir une information sur les éventuelles modifications au niveau macroscopique et

de les comparer a nos observations microstructurales par imagerie des tenseurs de diffusion.

A la méme faible dose que le composé parent BPA, nous avons observé que 1’exposition
périnatale aux dérivés monochlorés et dichlorés du BPA induit des altérations
microstructurales significatives au niveau de I’hippocampe chez les souris. 1l a été mis en
évidence que 1’augmentation de la fraction d’anisotropie par les traitements MCBPA, 3,3’-
DCBPA et mix-DCBPA dans I’hippocampe des souris sauvages est similaire chez les males
et les femelles. De plus, la hausse de la fraction d’anisotropie s’accompagne d’une baisse de
la diffusivité moyenne chez les souris males exposées au mélange de dérivés dichlorés alors
qu’elle n’est pas notable chez les souris femelles. Cela pourrait indiquer que les effets sont
plus prononcés chez les souris males que les souris femelles exposées au mélange de

dichlorés.
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L’¢lévation de la fraction d’anisotropie peut étre le résultat d’une restriction ou d’une
facilitation des diffusivités radiale et/ou axiale. D’une part, la diffusivité radiale
(correspondant a la somme des valeurs propres 2 et 3) est perpendiculaire aux axones et elle
reflete la myélinisation dans la substance blanche. D’autre part, la diffusivité axiale
(correspondant a la valeur propre 1) est parallele aux axones et elle décrit 1’organisation
axonale (Alexander et al. 2007). En perspective de ce travail, il serait intéressant d’effectuer
les mesures de FA radiale et FA axiale afin de caractériser plus précisément les modifications

induites par les dérivés monochlorés et dichlorés du BPA.

L’étude du métabolisme hippocampique chez les souris exposées pendant la période
périnatale met en évidence I’impact des traitements MCBPA, 3,3’-DCBPA et mix-DCBPA
alors qu’aucune variation n’est observée pour les traitements BPA et 3,5-DCBPA. Dans la
littérature, une dichotomie apparait sur la variation de la concentration de glutamate lors
d’une exposition périnatale au BPA. Une diminution du glutamate et du GABA a été
rapportée dans le cadre d’une étude de métabolomique réalisée sur des extraits de cerveaux
entiers de souris exposées lors de la période périnatale au BPA (25 pg/kg/ jour) (Cabaton et
al. 2013). Par opposition, une augmentation du glutamate a été observée chez des souris
exposées a une plus forte dose (70 pg/kg/jour) (N. Kunz et al. 2011). L’étude de Franssen et
al. (2016) a mis en évidence que des effets opposés pouvaient étre observés dans la régulation
des genes impliqués dans la neurotransmission GABAergique selon la dose d’exposition :

surexpression a 25 ng/kg/jour et sous-expression a 5 mg/kg/jour.

Les données 'H SRM obtenues chez les souris males et femelles exposées au MCBPA, 3,3’-
DCBPA et mix-DCBPA mettent en évidence de maniere inédite une diminution des
métabolites impliqués dans I’homéostasie cellulaire (créatine, phosphocréatine et taurine)
ainsi qu’une baisse du glutamate (neurotransmetteur excitateur) et de ses précurseurs (NAAG
et glutamine). Compte tenu de la baisse de NAA (marqueur du compartiment neuronale) et de
I’absence de variation pour le myo-Inositol (biomarqueur des cellules gliales), les effets des
dérivés chlorés sembleraient impacter préférentiellement le compartiment neuronal. De plus,
il a été quantifié¢ une baisse de la choline chez les souris males exposées au mélange de BPA
dichlorés qui est absente chez les souris femelles. En accord avec les variations observées par
imagerie des tenseurs de diffusion, les effets sont plus prononcés chez les souris méles que les

souris femelles exposées au mélange de dichlorés.
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Les dérivés chlorés ne semblent pas avoir le méme impact sur le développement de
I’hippocampe que le BPA non conjugué. 1l a été précédemment rapporté dans la littérature
que des dérivés du BPA (3-hydroxybisphenol A et bisphénol A 3,4-quinone) pouvaient ne pas
induire les mémes effets que le BPA. Dans 1’étude de Ishido et al. (2011), le BPA augmente
I’activité motrice (hyperactivité) alors que les dérivés du BPA ne montrent pas d’effet.
Actuellement, les effets des dérivés chlorés au niveau du systéme nerveux central sont
inconnus. Par conséquent, il est probable que les mécanismes d’action des dérivés chlorés
différent avec le BPA. En effet, le BPA semble exercer ses effets en altérant I’expression, la
phosphorylation et la translocation au noyau du récepteur ERa au sein de I"’hippocampe (X.-
B. Xu et al. 2014). Or, les dérivés monochloré et 3,3’-dichlorés du BPA montrent également
une affinité plus élevée au récepteur cestrogéniques ERa que le BPA non chloré (Takemura et
al. 2005). Les perturbations induites par le BPA monochloré et de 3,3’-DCBPA (seul ou en
mélange) que nous avons observées au niveau hippocampique pourraient €tre exercées par

leurs activités cestrogéniques accrues.

D’autre part, les résultats de ces travaux de theése mettent en évidence des perturbations au
niveau de I’hippocampe pour le dérivé 3,3’-DCBPA alors que ces modifications sont absentes
avec le traitement 3,5-DCBPA. 11 a été précédemment étudié in sillico que 1’amarrage
moléculaire du BPA a lieu par des liaisons hydrogeénes entre ses groupes méthyles et les
acides aminés du récepteur ERa (Sengupta et al. 2013). Il pourrait étre conjecturé que le
dérivé 3,5-DCBPA avec deux fonctions chlore sur le méme phénol possederait une activité de
xénocestrogene moindre en comparaison au dérivé 3,3’-DCBPA qui posseéde une fonction
chlore sur chaque phénol. Il serait intéressant d’explorer I’hypotheése d’une affinité altérée
pour le récepteur cestrogéniques ERa en présence de deux groupements chlore sur le méme

phénol du dérivé 3,5-DCBPA.

La connexine 43 entre dans la constitution des jonctions communicantes et elle est
majoritairement exprimée au niveau des astrocytes (principal type cellulaire du cerveau).
L’ hétérozygotie pour la connexine 43 semble accentuer I’impact des traitements MCBPA et
3,3’-MCBPA dans le striatum et le cortex cérébral chez les méles alors que cette influence
n’est pas décelable chez les femelles. Par contre, le métabolisme hippocampique ne semble
pas affecté par le phénotype hétérozygote pour la connexine 43. Cette absence de différence
dans le métabolisme hippocampique entre les souris sauvages et hétérozygotes exposées aux

dérivés chlorés du BPA pourrait étre lice a 1’effet prépondérant des traitements ou a une
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compensation par d’autres sous-types de connexines. En effet, il a été précédemment rapporté
que d’autres sous-types de connexines (Cx26 et Cx46) peuvent compenser 1’absence de

connexine 43 dans le cerveau des souris KO (Dermietzel et al. 2000).

Comme des perturbations plus prononcées de la microstructure et du métabolisme ont été
observées dans I’hippocampe chez les souris males (sauvages et hétérozygotes pour la
connexine 43) exposées au mélange de BPA dichlorés, une étude par diffusion
spectroscopique a été réalisée pour explorer les anomalies de 1’intégrité intracellulaire. Nous
n’avons pas observé de variation de la diffusion du NAA et de la créatine totale par le
traitement de BPA dichlorés ou par le phénotype hétérozygote. Néanmoins, une élévation
significative de la diffusion de la choline totale a été mesurée chez les souris contrdles
hétérozygotes pour la connexine 43 en comparaison des souris sauvages. Les composés
contenant de la choline sont deux a trois fois plus concentrés dans les astrocytes (Ronen and
Valette 2015). Cela pourrait étre une indication que des perturbations de la choline ont lieu
principalement au niveau des astrocytes des souris hétérozygotes pour la connexine 43. Dans
la littérature, il a été précédemment rapporté une hausse de ’acétylcholine (neurotransmetteur
excitateur synthétisé a partir de la choline) dans le cerveau de souris transgéniques dont les

connexines 43 ont été inactivées dans les astrocytes (Frisch et al. 2003).

Pour conclure, nous avons mis en évidence pour la premiere fois que les dérivés monochlorés
et dichlorés (3,3’-DCBPA) du BPA administré a faible dose (20 pg/kg/jour ; inférieure a la
dose journaliere tolérable de 50 pg/kg/jour) induisent des altérations microstructurales et
métaboliques au niveau de 1’hippocampe chez les jeunes souris males et femelles exposées
pendant la gestation et la lactation. Les mécanismes moléculaires sous-jacents ces
phénomenes n’ont pas encore été €¢lucidés. D’autres études sont requises pour corroborer les
altérations induites par les dérivés chlorés au niveau hippocampique telles que des analyses de
texture des images ou une étude histologique. Dans le cadre de ces travaux de thése, nous
avons mis en évidence que la connexine 43 pouvait accentuer les effets des dérivés chlorés
(MCBPA et 3,3’-DCBPA) au niveau de la microstructure dans le striatum et le cortex cérébral
chez les males alors que cette influence n’est pas décelable chez les femelles. En complément
a notre étude, un suivi longitudinal pourrait fournir des informations sur la persistance ou

I’accentuation a long terme de I’impact de 1’exposition aux dérivés chlorés du BPA.
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Ces perturbations précoces quantifiées chez la souris devraient étre pris en compte dans

I’évaluation des risques de I’exposition aux dérivés chlorés du BPA chez ’Homme étant

donné leurs présences via 1’eau du robinet.
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Annexe 1 : Les parametres de texture

L’analyse de texture est un ensemble de techniques mathématiques permettant de quantifier

les différents niveaux de gris dans une image en termes d’intensité et de distribution.

La méthode de I’histogramme du premier ordre est appliquée au sein de chaque pixel

d’une région d’intérét afin de déterminer la fréquence d’apparition de chaque niveau sur

I’échelle des gris.

e La moyenne donne la valeur moyenne des niveaux de gris appartenant a tous les

pixels de la région d’intérét.
MOY = ! Z ,J
Lj

Avec g(i, j) représente la valeur du niveau de gris du pixel (i,j) et N est un facteur de
normalisation qui correspond au nombre total de pixels.

e La variance correspond au moment d’ordre 2 et elle mesure la répartition des niveaux

de gris autour de la moyenne.

1
VAR = = (g(i,j) - MOYY’
i,j

e Le skewness correspond a un moment d’ordre 3 centré autour de la moyenne et il
mesure la déviation de la distribution des niveaux de gris par rapport a une distribution

symétrique.
1
SKEW = NZ(g(i,j) — MoY)?
Lj

e Le Kkurtosis correspond au moment d’ordre 4 centré autour de la moyenne et il

caractérise la forme du sommet de I’histogramme.

1
KURT = NZ(g(i, ) = MoY)*
i,j

e Les percentiles p; correspondent a la fréquence cumulée d’apparition d’un niveau de
gris. La proportion des pixels en pourcentage ayant une valeur de niveaux de gris inférieure a

la valeur correspondant a p;.
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La méthode de matrice de cooccurrence permet de caractériser la fréquence d’apparition
d’un motif formé de deux pixels séparés par une certaine distance d dans une direction

particuliére 0 par rapport a I’horizontale.

MOY = 3" p(i.))
i J

Avec p(i, j) représente les éléments de la matrice de cooccurrence c’est-a-dire la probabilité
de passer d’un pixel de niveau de gris i a un pixel d’un niveau de gris j.

e La moyenne

e La variance caractérise la distribution des niveaux de gris autour de la valeur

moyenne.

VAR = z Z(i — MOY)? p(i, j)
oy

e L’énergie mesure ’homogénéité de I’image. Si la valeur d’énergie est faible, la région

d’intérét est peu homogene car elle présente de transitions de niveaux de gris.

=) (@)’
Lj

e Le contraste mesure les variations locales des niveaux de gris. Si les variations sont

importantes (région d’intérét peu homogene), la valeur du contraste est élevé.
CONT = 3" (i = ) p(i.))
U |

e La corrélation
COR =" (i = w) (i = w)p(i. )
T 7

Avec |y et Wy, représentant les moyennes respectives des lignes et des colonnes de la matrice.

e L’entropie mesure la complexité¢ de 1’image. Elle permet de mesurer le degré de

granulation de I’image. Si la valeur de I’entropie est élevée, la granulation est grossiere.

MOy = — Z Z p(i,j) logp(i,j)
7

i

e L’homogénéité a un comportement inverse du contraste. Si la région d’intérét est

homogene, la valeur de ce parametre est €levée.

1

HOM = Y ————— p(i,j

0 Zl+(i—j)2 p(i.j)
LJ
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Abstract

Objective Using non-invasive magnetic resonance (MR) techniques and a histological approach, we assessed the outcomes
of perinatal exposure at a low dose of 3,3'-DCBPA (2-chloro-4-[1-(3-chloro-4-hydroxyphenyl)- 1-methylethyl]phenol) and/
or 3,5-DCBPA (2,6-dichloro-4-[1-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl]phenol) on mice livers.

Materials and methods Fertilized female Swiss mice were injected intraperitoneally during gestation and lactation with either
vehicle control, 20 pg/kg/day of BPA, 3,5-DCBPA, 3,3'-DCBPA or a mixture (mix-DCBPA). Complementary methods were
used to evaluate, in male and female pups, (1) liver structure by texture analysis of images obtained through MR imaging
(MRI) and histology, (2) hepatic lipid composition through in vivo '"H MR spectroscopy (‘\H MRS).

Results Principal component analysis of texture parameters showed no structural modification of the liver with BPA and
DCBPA treatments. Accordingly, no hepatic microvesicular steatosis was observed through hematoxylin—eosin staining.
Compared to control, MRS revealed no difference in lipid composition for BPA, 3,5-DCBPA or 3,3’-DCBPA groups. How-
ever, MRS detected a significant increase in the mix-DCBPA groups for the saturated component of fatty acids (FA), total
unsaturated FA bond index and polyunsaturated FA bond index.

Conclusion Prior to any structural changes, polyunsaturated fatty acids significantly increased in young male and female
mice exposed perinatally at a low dose to a mixture of dichlorinated BPA.

Keywords Bisphenol A - Dichlorinated BPA - Perinatal exposure - Liver - Lipid composition - MRI - MRS

Dounia El Hamrani and Amandine Chepied contributed equally to Introduction

this work.

Bisphenol A [2,2-bis(4-hydroxyphenyl)propane] (BPA) is
an endocrine disrupting chemical extensively used as a raw
material in the production of epoxy resin and polycarbonate
plastics. BPA is also found in paper (e.g. thermal paper and
carbonless copy paper), plastic household products, coatings
and linings for food and drink containers, and packaging [1].
Its production is estimated at 3 million tons per year with a
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by oral, inhalation and transdermal routes [4]. BPA pos-
sesses xenoestrogen properties, even if its affinity to estrogen
receptors (ERa and ERp) is 1000 to 10,000-fold weaker than
17p-estradiol [5, 6].

The disinfection of drinkable tap water with sodium
hypochlorite can generate mono-, di-, tri- and tetra-chlorin-
ated BPA byproducts [7, 8]. The concentration of chlorinated
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BPA ranges from traces (< 0.2 pg/L) to 2 ug/L in wastewa-
ter from the final effluents of paper manufacturing plants
[9]. In drinking water treatment plants, their concentrations
reached up to 26.7 ng/L [10]. These derivatives have also
been detected in food which was in contact with BPA-con-
taminated paper [11, 12].

In addition, chlorinated BPAs have been detected in
several human tissues and liquids: adipose tissue [13],
placenta [14], breast milk [15, 16] and urine [17, 18]. In
these samples, dichlorinated BPA (DCBPA) was present in
higher amounts than the other chlorinated BPAs [12]. It has
also been reported that mono- and dichlorinated BPA are
detected more frequently than BPA in human embryos and
have been linked to high maternal transfer [19]. Further-
more, chlorinated BPA shows a higher affinity to estrogen
receptors than BPA [5, 6].

More recently, it has been hypothesized that early BPA
exposure might contribute as a non-traditional risk factor
to the increasing prevalence of metabolic syndrome which
includes obesity, type 2 diabetes mellitus (T2DM) and car-
diovascular diseases (reviewed in [20-22]). More specifi-
cally, exposure to BPA perinatally or during adulthood at
a dose inferior or equal to the tolerable daily intake (TDI;
50 pg/kg/day) can promote hepatic steatosis in rodents with
increased hepatic triglycerides and upregulation of lipogenic
genes [23, 24]. Hepatic steatosis is caused by an imbalance
in the metabolism of fatty acids leading to an abnormal lipid
accumulation in hepatocytes, either as a single large droplet
or multiple small droplets accompanied by oxidative stress,
lipid peroxidation and mitochondria dysfunction [25]. Peri-
natal exposure (40 pg/kg/day) with a normal diet can lead to
hepatic micro-vesicular steatosis in offspring of rats, along
with mitochondrial dysfunction and an increase in reactive
oxygen species [23].

Overall, these findings led us to hypothesize that an expo-
sure to BPA and its chlorinated byproducts in early life might
affect the susceptibility of the liver in adulthood. Despite the
extensive literature concerning the metabolic effects of BPA,
the effects on the liver following gestational and lactational
exposure to chlorinated BPA remain unknown. Due to the
importance of the liver in controlling body energy homeo-
stasis and the link with hepatic steatosis, our study focused
on assessing the early impact of perinatal exposure to BPA,
3,3’-DCBPA (2-chloro-4-[1-(3-chloro-4-hydroxyphenyl)-
1-methylethyl]phenol) and/or 3,5-DCBPA (2,6-dichloro-
4-[1-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl|phenol) on mouse
offspring at a low dose (inferior to the tolerable daily intake
of 50 pg/kg/day).

The originality of our study was to investigate the impact
of xenobiotics on the liver using magnetic resonance (MR)
tools. MR techniques are classically performed on the liver
in clinical and preclinical studies to diagnose and/or monitor
progression of disease. Indeed, texture analysis of images
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obtained through magnetic resonance imaging (MRI) can be
useful in quantifying hepatic fibrosis [26, 27] and in grad-
ing necroinflammatory activity in patients with chronic
hepatitis C [28]. Texture analysis actually contains several
mathematical techniques of image analysis that allow the
characterization of a region of interest (ROI) by studying its
constitutive pixels in terms of intensity and spatial distribu-
tion. In addition, 'H in vivo magnetic resonance spectros-
copy (MRS) is currently the only non-invasive technique to
provide quantitative or semi-quantitative information about
hepatic metabolism. Therefore, metabolic hallmarks have
been determined by "H MRS in several liver pathologies,
such as hepatocellular carcinoma secondary to liver cirrho-
sis [29], primary malignant hepatic tumors [30] and hepatic
steatosis [31]. These MR approaches allowed us to use com-
plementary methods on the same mice to evaluate the preco-
cious outcomes of perinatal exposure to BPA and a mixture
of dichlorinated BPA (mix-DCBPA) on (1) liver structure by
texture analysis of MR images and histology and (2) hepatic
lipid composition by non-invasive in vivo 'H MRS.

Materials and methods
Animals and treatments

All animal experimental procedures were performed in
accordance with the recommendations of the European
Union (2010/63/EU) for care and use of laboratory animals
and conformed to the ethical guidelines of the French Min-
istry of Agriculture and Forests (Animal Health and Protec-
tion Veterinary Service). The protocol was approved by the
local ethics committee “COMETHEA no. 84” (no. 02.160).

Fertilized female Swiss mice (Jackson labs) were injected
daily intraperitoneally from embryonic day 1 (E1) until
6 weeks (pregnancy and breeding) with either sunflower
oil as vehicle control (CTR) (n = 5), 20 pg/kg/day of BPA
(n = 5), 20 pg/kg/day of 3,5-Dichlorobisphenol A (3,5-
DCBPA) (n =5), 20 pg/kg/day of 3,3'-Dichlorobisphenol
A (3,3-DCBPA) (n = 4) or a mixture with 10 pg/kg/day of
each (mix-DCBPA) (n = 5) (Fig. 1). Male (M) and female
(F) pups were separated into 10 experimental groups as fol-
lows: M CTR (n = 13); FCTR (n = 16); M BPA (n = 19);
F BPA (n = 16); M 3,5-DCBPA (n = 16); F 3,5-DCBPA
(n=14); M 3,3'-DCBPA (n = 15); F 3,3'-DCBPA (n = 12);
M mix-DCBPA (n = 19) and F mix-DCBPA (n = 17). The
animal holding room was maintained under a 12 h light/dark
cycle at 24.5 + 0.5 °C.

Body weight

Pups had access to a normal diet and water ad libitum. The
composition of the diet was as follows: 22% crude protein,
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Fig.1 Chemical structure of bisphenol A [2,2-bis(4-hydroxyphenyl)propane] (BPA) and its dichlorinated derivatives 3,3’-DCBPA [2-chloro-
4-[1-(3-chloro-4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl]phenol] and 3,5-DCBPA [2,6-Dichloro-4-[1-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl]phenol]

4.50% crude fat, 60.75% carbohydrates, 6.40% crude ash,
4.50% crude fiber, 0.95% calcium, 0.60% phosphate, 0.30%
sodium. Body weight was measured every 2 days from post-
natal day (PND) 28 to PND56.

Magnetic resonance experimental conditions

At 7 weeks (after breeding), magnetic resonance acquisitions
were performed on a 7 T Pharmascan 70/16 superconduct-
ing magnet (Bruker, Wissembourg, France) with a shielded
gradient set (230 mT m~! maximum gradient amplitude and
90 mm inner diameter) and a transmit-receive quadrature
coil with an inner diameter of 38 mm.

Animals were anesthetized by inhalation of 2% iso-
flurane then maintained during MR experiments at 1.5%
(0.5 L min~! mixed in air and oxygen with 1:1 ratio). The
physiological body temperature was maintained inside the
magnet by circulating warm water. A pressure sensor was
used to monitor the respiration cycle and obtain the respira-
tion frequency for the reconstruction of Ig-FLASH (intra-
gate fast low angle shot) sequence.

Proton-density-weighted Ig-FLASH parameters were
echo time (TE)/repetition time (TR), 4/174 ms; flip angle,
20°; in plane resolution, 117 X 117 pm?/pixel and respira-
tion frequency for reconstruction, 40 bpm. PRESS (point
resolved spectroscopy) sequence (voxel 4 x 4 x 3 mm?; TE/
TR, 16/3260 ms; 21 min 47 s) with VAPOR module (vari-
able pulse power and optimized relaxation delays) for water
suppression was achieved to assess total lipid composition.
TR was set to be greater than 3 s to avoid T1 relaxation
effects and to have all resonances fully relaxed [32]). A
48 mm? voxel was placed in the right liver lobe to avoid
large blood vessels, biliary structures and surrounding fat
[32, 33]. Proton-density-weighted Ig-FLASH images were
used to place the voxel. Localized first and second order
shim terms were adjusted within the voxel.

Texture analysis of liver images obtained by MRI
Texture analysis of liver images obtained by MRI was per-

formed as previously described [34]. In summary, acquired
axial MR images of the mouse abdomen were normalized

with the same intensity (3 X 10° A.U) in Paravision 5.1.
Three axial MR images per animal were selected. These
were then transferred to an external computer for data pro-
cessing. One ROI (1 x 10° pixels; ~ 1 cm?), corresponding
to the liver, was drawn manually for each image (Fig. 2) and
corresponding ROIs were analyzed with Mazda software
[35] (Mazda 4.6, MRI analysis software, ©1998-2007 by P.
M. Szczypinski). Two texture analysis methods were used:
gray level histogram (order 1) and co-occurrence matrix
(order 2). These methods consisted of selecting patterns on
the images which were formed by two pixels in a particu-
lar direction at 0° from the horizontal axis. For each ROI,
several parameters were calculated (summarized in Table 1)
in order to obtain an individual texture profile. An average
texture profile was calculated for each animal.

Spectral analysis and quantification

Spectra were analyzed on TopSpin 3.2 (Bruker, Ettlingen,
Germany). Following Fourier transformation, line-broad-
ening of 2 Hz was applied. The water residue at 0 ppm
was set at 6 4.8 ppm. Manual phasing (zero and first order

Fig.2 Axial image proton-density-weighed of control mouse abdo-
men with a representative region of interest for texture analysis
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Table 1 Summary of the texture analysis method and corresponding
parameters

Texture analysis method Texture parameters

Gray level histogram Mean
Variance
Skewness
Kurtosis
Perc. 01%
Perc. 10%
Perc. 50%
Perc. 90%
Perc. 99%

Co-occurrence matrix (d = 1, 8 = 0°) Energy

With d = distance between the pixel centers
in the pattern, and 8 = orientation of the
pattern

Contrast

Correlation

Variance
Homogeneity

Entropy

Gray level distribution

phase) and cubic-spline corrections of the baseline were
performed. Quantification of the area under peaks was per-
formed in arbitrary units (AU) using the ERETIC digital
method (electronic reference to access in vivo concentra-
tions) implemented in TopSpin 3.2. ERETIC digital is a
previously calibrated synthetic signal which is added to the
spectra in post-processing. Calibration was conducted with
the spectrum of a gel phantom of known composition (1%
agarose, 5 mM choline in isotonic saline solution) and under
the same experimental conditions as those under which liver
spectra were acquired. The reference value that was obtained
following the calibration was then validated in vitro with
a phantom containing choline and p-glucose (1% agarose,
5 mM in isotonic saline solution). Indices of fatty acid com-
position were calculated based on the literature [32, 36, 37]
(see Table 2 and Fig. 6).

Histological analysis
Following MR experiments, mice were killed at 10 weeks

using paraformaldehyde (4%) intracardiac perfusion (n = 3

Table 2 Hepatic fatty acids (FA) index

or 4/condition). The fixed right lobe of the liver (correspond-
ing to the lobe used for MRS) was cut using a cryostat station
(Leica CM 3050) and slices were put in anti-freeze solution
(40 mM phosphate-buffered saline, 0.8 mM sodium acid,
4 M glycerol, 5 M glycol ethylene). Before use, slices were
rinsed three times with phosphate-buffered saline. Hema-
toxylin was added for 30 s and rinsed with water. Slices were
treated 10 times with acidic alcohol (70% ethanol, 0.25%
HCI) and twice with water. Eosin Yellow solution was added
for 15 s then ethanol 95% and ethanol 100% were used to
dehydrate the slices. Xylene was then added and slices were
mounted on glass with Mowiol. Slices were observed with
a microscope ( at a magnification of 6.3. Hematoxylin—eosin
(HE) staining was used to evaluate microvesicular steatosis
based on [38]. The presence of microvesicular steatosis is
defined by “the presence of non-zonal, contiguous patches
of foamy hepatocytes with centrally placed nuclei” assessed
under low magnification (4X to 10x).

Statistical methods

Principal component analysis (PCA) (non-parametric model
Spearman) was used to compare texture profiles (XLSTAT
version 2016.03.31175 ©Addinsoft 1995-2016) of con-
trol and exposed groups. Analysis of variance (ANOVA;
non-parametric test) was performed on PRESS data for
global comparison of interaction of sex and treatment
(Kruskall-Wallis with post hoc Dunn) (GraphPad Prism
5.1).

Results
Body weight

Male and female pups were weighed every 2 days from
PND28 to PND56. At PND28, female and male mix-
DCBPA pups (209 + 1.0 g for M mix-DCBPA and
15.8 + 1.3 g for F mix-DCBPA) showed no difference in
body weight compared to control animals (21.5 + 1.0 g for
M CTR and 17.5 + 0.8 g for F CTR). Similarly, no differ-
ence was observed in pups treated with BPA, 3,5-DCBPA
or 3,3'-DCBPA groups. From PND28 to PND56, male and

Index Calculation Definition
SC % x % Saturated component of hepatic FA
TUFI % x B3 Total unsaturated FA index: directly proportional to the number of unsaturated FA chains
L1
TUBI 3 Lo Total unsaturated FA bond index (average of double bonds for the unsaturated FA)
27 LI
PUBI % x 5 Polyunsaturated FA bond index (average of double bonds for the polyunsaturated FA)
Ll
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female pups treated with BPA or its dichlorinated derivatives
achieved a similar weight gain to control groups (Fig. 3a, b).

Texture analysis of liver images obtained
through MRI

Hepatic structure was investigated through texture analysis
of liver MR images obtained using MRI and principal com-
ponent analysis was performed. Figure 4 shows the PCA
graph obtained for M CTR, M BPA and M mix-DCBPA.
Texture profiles of treated males (M BPA, M 3,5-DCBPA,
M 3,3'-DCBPA and M mix-DCBPA) did not reveal distinct
groups compared to controls. Similar results of textural
properties were observed for treated females, indicating no
treatment effects at the structural level.

Histological analysis

In addition to the texture analysis of liver MR images, HE
staining was performed to ascertain tissue morphology. In

Fig. 5a, representative images of right lobe liver are dis-
played according to sex and treatments. Figure 5b is a zoom
of F mix-DCBPA; it shows hepatic lobules, centro-lobular
veins and hepatic cells. In line with the texture analysis of
hepatic MR images, hematoxylin—eosin staining showed the
absence of microvesicular steatosis in hepatic tissues.

Index of fatty acid composition measured using 'H
MRS

The hepatic fatty acid content was assessed in vivo using
"H MRS and the parameters calculated are summarized in
Table 2. Figure 6 shows the superposition of mouse liver 'H
spectra of male control and male mix-DCBPA.

No variation in the saturated component of hepatic
fatty acids (SC) was measured in male or female offspring
treated perinatally with BPA, 3,5-DCBPA or 3,3'-DCBPA
compared to the control groups. However, SC increased
significantly in M mix-DCBPA (+ 20.5%; 11.08 + 0.84

- MCTR
- M BPA
- M 3,5-DCBPA
- M 3,3-DCBPA
~ M mix-DCBPA

40 50 60
Time (days)

~ FCTR
~ F BPA
~ F 3,5-DCBPA
~ F 3,3-DCBPA
~ F mix-DCBPA

Fig.3 Changes in body weight (A) 40 4
of males (a) and females (b)
treated perinatally with control
(CTR), 20 pg/kg/day of BPA
and dichlorinated derivatives
of BPA (3,5-DCBPA and/or > 30
3,3'-DCBPA) from weaning :
(3 weeks) to MR experiments -g.,
7 ks) -
(7 wee é
20 -
10 T
30
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-
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Fig.4 Principal component analysis of texture parameters obtained from hepatic MR images in 7 week-old males mice perinatally treated with
20 pg/kg/day of control (CTR), BPA and a mixture of dichlorinated BPA (mix-DCBPA)

vs M CTR = 9.19 + 0.56) and F mix-DCBPA (+ 33.3%;
10.93 + 1.03 vs F CTR = 8.20 + 0.65) (Fig. 7a).

Total unsaturated fatty acids index (TUFI) tended to
increase in M 3,5-DCBPA (+ 24.6%; 0.78 + 0.07) and
M mix-DCBPA (+ 16.1%; 0.72 + 0.06) compared to M
CTR (0.62 + 0.09), but not in case of BPA or 3,3’-DCBPA
treatments. In females, TUFI increased significantly only
in the F mix-DCBPA group (+ 37.7%; 0.72 + 0.07 vs F
CTR = 0.53 + 0.05) (Fig. 7b).

An increase in L5 and L6 peaks can be observed in Fig. 6
in line with the variation measured for total unsaturated bond
index (TUBI) and polyunsaturated bond index (PUBI). In
comparison to controls, M mix-DCBPA showed a significant
rise in TUBI (+ 47.2%; 1.42 £ 0.15 vs M CTR = 0.97 + 0.21)
and PUBI (+ 105.9%; 0.73 +£ 0.10 vs M CTR = 0.35 + 0.06).
Similarly, F mix-DCBPA displayed an increase in TUBI (+
28.8%; 1.14 + 0.15 vs F CTR = 0.88 + 0.10) and PUBI (+
76.8%; 0.47 £ 0.07 vs F CTR = 0.27 + 0.04) (Fig. 7c, d).

Discussion

The aim of our study was to characterize the hepatic effects
of BPA and its dichlorinated derivatives in offspring using
both non-invasive MR techniques (MRI and '"H MRS) and
a histological approach.

@ Springer

“Fetal origin of adult disease” is a theory which states
that deleterious exposure during intrauterine development
can induce pathophysiological disturbances in adulthood,
leading to an increased incidence of disease in adult life
[22, 39]. In rodents, it was previously demonstrated that
BPA could reach the placenta (0.55% of administrated BPA;
3.14 ng/g), fetus (4% of administrated BPA; 3.7 ng/g), and
amniotic fluid (0.34% of administrated BPA; 4.85 ng/mL)
[40]. Therefore, we focused on perinatal exposure of the
liver to BPA and its dichlorinated derivatives. Indeed, the
liver is highly involved in the detoxification of BPA into its
estrogenic-inactive form BPA-glucuronide by the enzyme
UDP glucuronosyltransferase (UGT) [41]. Plasma BPA lev-
els were shown to be similar following oral or subcutaneous
exposure in fetuses and neonates given their low endogenous
expression of UGT [4, 42]. Based on this observation, pups
in our study were exposed through their mothers who were
intraperitoneally injected during gestation and lactation.

After breeding, female and male pups perinatally treated
with the mixture of dichlorinated BPA exhibit similar body
weights to control mice fed a normal caloric diet. Prior to the
MR experiments (PND58), the weight gain in the male and
female mix-DCBPA groups was similar to that of the control
group. Perinatal exposure to BPA and dichlorinated BPA
treatments did not disrupt the weight gain of pups. Data from
in vivo studies have reported contrasting results concerning
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Fig.5 a Representative hema- (A)
toxylin—eosin staining of right
lobe liver sections in male (M)
and female (F) 10 week-old
perinatally treated with control
(CTR), 20 pg/kg/day of BPA
and dichlorinated derivatives of
BPA (3,5-DCBPA and/or 3,3'-
DCBPA) then observed using
photomicroscopy (scale 2 mm
and 500 um); b shows insert in
F mix-DCBPA

250m|

body weight in rodents perinatally exposed to BPA. In line
with our study, other research has reported no variation of
body weight from weaning to 8 weeks in male and female
animals treated perinatally with BPA (dose ranging from
5 pg/kg/day to 50 mg/kg/day) [43—45]. In contrast, xenoes-
trogen effects of BPA have been shown to involve a rise in
body weight of the offspring (reviewed in [46]).

Our focus in this paper was primarily to perform a com-
parison between dichlorinated derivatives of BPA and the
parent compound BPA at an early time point after perinatal
exposure. Texture analysis of MR images and hematoxy-
lin—eosin staining did not reveal any structural modification

Hepatic lobule
Centro-lobular vein

Hepatic cells

in offspring treated with BPA or dichlorinated BPA. The
BPA-exposed mice were expected to be our positive control
group, but it appears, surprisingly, that BPA did not induce
structural changes in young adult mice exposed at a low dose
and fed with a normal diet. In accordance with the literature,
mild hepatic fatty infiltration was present in male offspring
of rats exposed to BPA (40 pg/kg/day from GO to PND21) at
the age of 15 weeks, but not at 3 weeks. This effect was even
worse at 26 weeks with extensive fatty accumulation and
fat vacuoles [23]. It would be of great interest to investigate
long-term hepatic structural outcomes following perinatal
exposure to dichlorinated BPA.
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Fig.6 a Superposition of male (A)

control (blue) and male mix-
DCBPA (red) mouse liver 'H
spectra; b shows the voxel posi-
tion in liver and ¢ shows insert
in a. The peak assignments are
as follows: L1, methyl CH;—
(CHyn (0.9 ppm); L2, methyl-
ene CH;—~(CH,)n (1.3 ppm); L3,
Allylic CH,CH=CHCH,CH,
(2.0 ppm); L4, o methyl-
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We also aimed to identify whether dichlorinated deriva-
tives of BPA could induce alterations of lipid metabolism,
given there is no animal study exploring the impact on
the liver. Perinatal exposure of offspring to mix-DCBPA
increased unsaturated FA to a greater extent than saturated
FA. This result can be explained by the rise of the medium
FA-chain length and the concomitant increase of the frac-
tion of polyunsaturated FA (PUFA). These disturbances
were measured in both male and female pups, but it clearly
appeared more pronounced in male offspring. Previous ani-
mal studies of perinatal exposure to BPA have reported that
hepatic effects can be sex-specific and more pronounced in
males [47, 48]. This is probably linked to a reduced hepatic
detoxification function of UGT in the livers of male rats
[49]. The polyunsaturated bond index (PUBI) is a possible
infraclinic biomarker of dichlorinated BPA exposure. In the

@ Springer

literature, the rise in the Q6/Q3 PUFA ratio is a well-known
biomarker of hepatic steatosis caused by the depletion of 3
PUFA, which is induced by decreased fatty acid desatura-
tion, enhanced oxidative stress and/or diet imbalance [50,
51]. In perspective to this work, a further extensive study
should be undertaken to explore more specifically the dose
and the time dependency, but also the impact of a west-
ern diet (high fat and/or high fructose) on hepatic lipid
metabolism.

Our 'H MRS protocol parameters have been based on
[32]. Indeed, they performed a PRESS sequence at 7 T to
explore lipid composition in the liver. Nevertheless, T2
times of water- and lipid- signals in the hepatic tissue are
very short at 7 T. It should be taken into consideration for
further research to apply a STEAM sequence with a substan-
tially shorter echo time (TE < 5 ms), which could boost the
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7 week-old male and female mice perinatally treated with control
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(3,5-DCBPA and/or 3,3'-DCBPA): a saturated component of FA

signal-to-noise ratio of the MRS signal and allow for shorter
MRS acquisition [52]. Furthermore, assessing the quantity
of lipid in the liver using in vivo 'H MRS is a technique
sensitive only to molecules with a high degree of rotational
molecular motion. Indeed, lipid resonance observed in spec-
tra arise from the triglycerides in intracellular fat droplets,
but lipids in the membrane bilayer are not detectable [53].
In addition to 'H MRS, gas chromatography might bring
insight into qualitative hepatic composition, such as the
degree of unsaturation and chain length.

To date, no data are available for dichlorinated BPA and
PUFA. However, there are several reports addressing non-
conjugated BPA and lipids. For instance, adult rats exposed
to BPA (50 mg/kg/day) exhibited an increase in 26 PUFA
in testis with an imbalance of antioxidant enzymes (SOD,
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(SC); b total unsaturated FA index (TUFI); ¢ total unsaturated FA
bond index (TUBI); d polyunsaturated FA bond index (PUBI) (Val-
ues are mean + SEM). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs CTR.
*» < 0.05; #p < 0.01; #p < 0.001 vs BPA

GSH and CAT), indicating that oxidative stress occurred
[54]. BPA has been shown to elevate fatty acid synthesis.
This effect induces a lipid accumulation by interfering
with the lipid oxidation pathway in rat hepatic cells [55] or
increases gene expression involved in fatty acid synthesis in
adult mouse liver [24].

We did not observed any structural or metabolic modifi-
cations with separated dichlorinated BPA (3,3-DCBPA and
3,5-DCBPA). Since the metabolic fate of the two forms of
dichlorinated BPA remains unknown at the present time,
they might have a different pattern of detoxification path-
ways and pharmacokinetics. Estrogenic activity of 3,3'-
DCBPA would appear to occur at lower concentrations of
non-conjugate BPA and trigger non-monotonic effects [5,
56, 57]. 3,3-DCBPA showed a higher affinity than BPA to
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the peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARY)
which is involved in energy balance regulation such as lipid
accumulation, gluconeogenesis, variation of lipid chain
length and degree of saturation [58].

The mixture of dichlorinated derivatives of BPA (3,5-
DCBPA and 3',3-DCBPA) administrated at a low dose
(20 pg/kg/day; lower than the tolerable daily intake of BPA,;
50 pg/kg/day) induced alterations of the hepatic lipid com-
position in young male and female mice prior to any hepatic
structural changes. Molecular mechanisms underlying this
phenomenon have not been elucidated yet. Further studies
are required to corroborate PUFA as a novel early biomarker
of perinatal exposure to a mixture of dichlorinated BPA such
as RT-qPCR experiments for genes involved in lipogenesis
and lipotoxicity. It would be interesting to assess the impact
of exposure to different mixtures of chlorinated derivatives
of BPA, and also to other xenobiotics, to mimic environ-
mental exposure. Indeed, humans are exposed daily to sev-
eral pollutants through different routes (oral, inhalation and
transdermal). In addition to our study, a longitudinal follow-
up will provide information on the role of dichlorinated BPA
in metabolic diseases of western societies.

Conclusion

To date, no studies of the effects of dichlorinated BPA on
the liver have been published. Using non-invasive MR tech-
niques (MRI and '"H MRS) and a histological approach, we
assessed the precocious outcomes of a perinatal exposure at
a low dose of 3,3'-DCBPA and/or 3,5-DCBPA on mice liver.
BPA and dichlorinated BPA did not alter hepatic structure
in the exposed progeny. A significant increase in polyun-
saturated fatty acids was measured by 'H MRS in animals
perinatally treated with the mixture of dichlorinated BPA.
This early alteration of lipid metabolism might be an infra-
clinic hallmark of the perinatal exposure to the dichlorinated
derivatives of BPA. Interestingly, '"H MRS is a non-invasive
technique that could be used for human biomonitoring stud-
ies to xenobiotics. Given the rapid rise of metabolic diseases
in western societies over the past decades, it might be inter-
esting to identify environmental factors such as exposure to
chlorinated BPA derivatives during development.
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Evaluation quantitative par IRM et 'H SRM de I'exposition a des
xénobiotiques chez le petit animal dans un contexte clinique et
environnemental

L’'Imagerie et la Spectroscopie par Résonance Magnétique du proton (IRM et H SRM) sont des méthodes
innovantes en toxicologie. Ces outils permettent I'évaluation de I'impact des xénobiotiques in vivo au niveau
structural et métabolique respectivement. Dans cette perspective, les travaux de cette thése ont été réalisés
sur deux modeles murins : (i) des injections répétées de gadodiamide chez le rat entrainant une
accumulation de gadolinium dans les noyaux profonds cérébelleux (NCP) ; (ii) une exposition a faible dose
(20 pg/kgl/jour) pendant la gestation et la lactation au bisphénol A (BPA) et a ses dérivés chlorés qui sont
des perturbateurs endocriniens.

L’étude des effets des injections répétées du gadodiamide a montré un rehaussement du signal des NCP
sur des images pondérées T1 a 6 et 11 semaines post-injections. De maniére inédite, il a été mis en
évidence que le rehaussement du signal des NCP se maintient jusqu’a 1 an post-injections. Il a été
également mesuré une augmentation prolongée de la concentration de créatine totale dans les NCP par la
méthode de quantification ERETIC digital. Néanmoins, cette variation n’a pas été confirmée par les autres
méthodes de quant|f|cat|on conventionnelles ((MRUI et LCModel). Une comparaison des méthodes de
quantification en 'H SRM (ERETIC digital, jMRUI et LCModel) a été reallsee afin de mettre en évidence
l'influence de la correction de la ligne de base dans le traitement des spectres 'H in vivo.

Des perturbations précoces des dérivés chlorés du BPA ont été quantifiés chez les jeunes souris males et
femelles exposées pendant la période périnatale : (i) des modifications de la composition lipidique
hépatique, et cela préalablement a tout changement structural ; (ii) des altérations microstructurales et
métaboliques au niveau de I'hippocampe. Une méthode de diffusion spectroscopique a été optimisée puis
des expériences in vivo ont été effectuées afin de caractériser ces anomalies de I'intégrité intracellulaire
dans le cerveau des souris males.

Mots clés : IRM ; SRM ; agent de contraste ; gadodiamide ; cervelet ; BPA ; foie ; hippocampe.

Quantitative assessment by MRI and 'H MRS of xenobiotics exposure in
small animal within a clinical and environmental context

Magnetic Resonance Imaging and Spectroscopy (MRI and 'H MRS) are new methods in toxicology. These
tools allow the assessment of the impact of xenobiotics at structural and metabolic levels respectively. In this
perspective, this thesis presents two studies in animal models: (i) repeated administrations of linear
gadolinium-based contrast agent (gadodiamide) in rat leading to a deposition of gadolinium in deep
cerebellar nuclei (DCN); (ii) gestational and lactational exposure to bisphenol A (BPA) and its chlorinated
derivatives at low dose (20 pg/kg/day) which are endocrine disruptors.

The study of repeated injections of gadodiamide showed a hypersignal of DCN on T1-weighed images at 6
and 11 weeks post-injections. In an unprecedented way, it was demonstrated that the hypersignal of DCN
persisted for 1 year post-injections. A prolonged increase of total creatine concentration in DCN was also
measured by the quantitation ERETIC digital method. Nevertheless, this variation was not confirmed by
other conventional quantitation methods (jMRUI and LCModel). A comparison of quantitation methods in H
MRS (ERETIC digital, jMRUI and LCModeI) was performed in order to elucidate the influence of baseline
correction in the processing of in vivo H spectra.

Early disturbances caused by chlorinated derivatives of BPA were quantified in young male and female mice
perinatally exposed: (i) modifications of hepatic lipid composition which precedes any structural change; (ii)
microstructural and metabolic alterations in the hippocampus. A spectroscopic diffusion method was
optimized, leading to in vivo experiments in order to characterize those abnormalities of intracellular integrity
in the brain of male mice.

Keywords: MRI; MRS; contrast agent; gadodiamide; cerebellum; BPA; liver; hippocampus.
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