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INTRODUCTION

Les développements technologiques en résonance magnétique nucléaire (RMN), ces trente dernieres
années, représentent une révolution scientifique et médicale de premiére importance. Pour le monde
des neurosciences, ces techniques, véritablement non invasives, ont permis 1’analyse in vivo de
I’anatomie (imagerie par résonance magnétique - IRM) mais aussi du fonctionnement et du
métabolisme cérébral (spectroscopie par résonance magnétique - SRM). Ces différentes ramifications
d’une méme technique nous permettent de mieux comprendre le cerveau normal et nous informent sur

les mécanismes sous-jacents a de nombreux processus pathologiques (Grand 2006, Talos 2006).

Ce travail s’inscrit dans la continuité des efforts méthodologiques pour que la spectroscopie
protonique par résonance magnétique, SRM-"H, devienne un outil performant et facilement utilisable

dans la pratique quotidienne des services de radiologie travaillant au sein des neurosciences.

En effet, il faut constater que I’SRM-'H n’a pas encore une place parfaitement définie parmi les
explorations RMN en pratique clinique. Malgré le fait que la SRM ait précédé de plus de 40 ans le
développement de ’IRM et continue de jouer un réle fondamental en physique, en chimie et en

biochimie.

Déja en 1991, Bottomley écrivait un éditorial titré:«le probléme avec les publications en
spectroscopie », pour critiquer et donner des conseils sur les études cliniques concernant la
spectroscopie. Pourtant 15 ans plus tard, Lin et al. (2006) soulignent, a I’heure de « 1’évidence-based
medecine », qu’il persiste de nombreuses interrogations sur la valeur ajoutée de la SRM-'H dans le
diagnostic des processus pathologiques cérébraux et de nombreux défauts méthodologiques dans la
littérature (Mark 2005).

Tout au long de cette thése, notre travail a donc été en permanence guidé par deux grandes

préoccupations :

e optimiser les méthodologies d’acquisition et de post-traitement pour une utilisation « non-
opérateur » dépendante de la SRM-"H a des fins de différentiation des tumeurs cérébrales ;

e proposer une approche qui soit directement transposable dans les protocoles d’exploration de

routine clinique.

Dans un premier temps, les développements méthodologiques ont porté sur 1’évaluation des séquences

de localisation (PRESS & STEAM) et des parametres d’acquisitions (TE & TR) pour obtenir la

meilleure reproductibilité et fiabilité sur une population témoin de 30 volontaires. Un protocole de



post-traitement, opérationnel directement sur la console de I’imageur, a été mis au point afin de
prendre en compte toute la complexité des spectres SRM-'H in vivo, J-modulation et effets de 2" ordre

compris, tout en gardant la convivialité du protocole proposé par le constructeur.

Dans une seconde étape, ce protocole a été appliqué aux tumeurs gliales prises en charge par notre
service lors des examens diagnostiques initiaux mais également lors du suivi sous traitement pour
validation et évaluation. Nous avons ainsi pu déterminer la meilleure méthodologie pour obtenir des
données pertinentes lors de 1’analyse en composantes principales (ACP), dont I’intérét essentiel est de
ne pas nécessiter de classification a priori. Cette approche nous a permis de montrer que I’ACP est un
outil simple et efficace pour situer visuellement une tumeur gliale dans un graphe qui renseigne sur

I’agressivité de la lésion.

Dans une derniére étape, deux études plus exploratoires ont été menées. Nous avons évalué une
nouvelle stratégie d’optimisation et de rationalisation du choix des TE : le couplage de I’analyse en
composantes principales et de la simulation des intensités a différents TE. Enfin, dans le cadre d’un
protocole de recherche sur 10 volontaires, nous avons démontré la faisabilité de la méthode ERETIC
pour la détermination des concentrations absolues des métabolites sur un imageur corps entier

commercial.



I Rappel

1.1 Notion de spectroscopie protonique localisée (SRM-"H)

Tout noyau de spin non nul, ayant un rapport gyromagnétique propre, v, soumis a I’action d’un champ
magnétique Bo, émet un signal de résonance magnétique (RMN) a une fréquence o définie par la

relation de Larmor

©o=y.Bg

L’amplitude du signal RMN enregistré, aprés excitation par une impulsion de radiofréquence (RF) a
cette méme fréquence, est proportionnelle aux nombres de noyaux présents dans 1’échantillon. En
mesurant le signal d’un noyau donné point par point dans un plan de coupe, on va donc pouvoir
reconstruire une cartographie de la distribution de ce noyau, les intensités étant modulées par les temps
de relaxation et les choix des paramétres des séquences. Le noyau d’hydrogéne est celui utilisé en
IRM morphologique. 11 a I’avantage d’étre abondant a 1’état naturel, d’avoir une bonne sensibilité
RMN et d’étre présent dans toutes les molécules en particulier I’eau (qui représente 70% du corps

humain)

La SRM-'H in vivo utilise, comme I’IRM morphologique, le noyau de I’atome d’hydrogéne pour une

caractérisation tissulaire.

I-1-1 Le déplacement chimique

Le déplacement chimique est le premier phénoméne permettant d’obtenir des renseignements sur la
structure d’une molécule. Le déplacement chimique correspond a la modification de la fréquence de
résonance des noyaux au sein des molécules, en fonction de leur environnement chimique. La
présence du nuage électronique constitue un « blindage » électronique qui atténue légérement le
champ magnétique pergu par le noyau. Le champ magnétique effectif (B) correspond donc a B, auquel

s’ajoute I’influence de I’environnement chimique. La fréquence de résonance v est alors :
v =v.B2n

10



A chaque groupement chimique d’une molécule contenant des atomes d’hydrogéne correspond un
déplacement chimique précis. Les différences de fréquence de résonance sont exprimées en parties par
millions (ppm), qui est une valeur indépendante de 1’amplitude du champ magnétique. La valeur du
déplacement chimique nous renseigne ainsi sur le groupement moléculaire qui porte les noyaux

d’hydrogene.

[-1-2 Le couplage de spin

Le couplage de spin est un autre type d’interaction moléculaire modifiant la fréquence de résonance.
Les protons, présents a l’intérieur d’une molécule, interagissent avec d’autres spins (groupement
chimique voisin) et vont altérer le champ magnétique local autour de chaque noyau. Ce phénomene est
relayé a 1’état liquide, par les électrons de liaison. La distance entre 2 raies d’'un méme massif est

caractérisée par une constante de couplage, notée J, exprimée en Hertz.

Le couplage de spin différe également du déplacement chimique par deux aspects:

Il est indépendant du champ Bo appliqué alors que le déplacement chimique lui est
directement proportionnel lorsqu’il est mesuré en Hz.

Il existe toujours un autre spin impliqué dans le couplage alors que le déplacement chimique

est propre a un groupement fonctionnel au sein d’une molécule.

On parle d’un couplage de 1* ordre ou couplage faible, quand la constante de couplage J est inférieure
d’au moins un ordre de grandeur par rapport a la différence du déplacement chimique des groupes de
spins en interaction.

On parle d’un couplage de 2°™ ordre ou couplage fort, lorsque la différence de déplacement chimique
entre les noyaux est du méme ordre de grandeur que la constante de couplage J, les multiplets

apparaissent alors déformés sur le spectre.

Lorsque le signal RMN est acquis a 1’aide d’une séquence d’écho de spin (ou d’écho stimulé), comme
c’est le cas pour la spectroscopie localisée, le couplage de spin peut permettre de distinguer des
molécules ayant le méme déplacement chimique. Ainsi, dans le cas d’un doublet, les deux
aimantations correspondant aux deux raies du doublet évoluent avec des vitesses différentes dans le
référentiel tournant. L’une d’elles tourne a la vitesse +J/2 et ’autre a la vitesse —J/2. Pour une valeur
de TE égale & 1/(2J), ces deux aimantations ont parcouru un angle de =/2 en directions opposées et

sont alors en opposition de phase a la fin de I’écho. Ce phénomeéne est appelé J-modulation.

11



Temps d’écho

Multiplet

TE=0

TE=1/(4J)

TE=1/(2J)

TE=11

6CH

N

Doublet

3CH,

11

Triplet

,

Quadruplet

Figure n° 1-1 : Exemple de la J-modulation pour un doublet, triplet et quadruplet a différents temps

d’écho (exprimés en fonction de la constante de couplage J).

La J-modulation induit donc une différence de phase entre les différentes raies d’un multiplet. A titre

d’exemple pertinent en clinique, on observe que les groupements CH; des lactates et CH, des lipides

résonnent conjointement a 1,3 ppm lors d’acquisition a TE court, or le doublet du lactate s’inverse

lorsque le temps d’écho est de TE=1/J, ce qui permet de les différencier a TE 135ms, le doublet du

lactate s’inversant alors que le massif des lipides reste positif.

@)

(b)

Figure n° 1-2a,b : doublet CH3 du lactate & 1,3 ppm sur un spectre de **"*"SVS in vivo (PRESS, TR :

2000ms) a TE 30ms (a) et TE 135ms (b). Inversion du doublet @ 135ms permettant de le distinguer du

pic CH2 des lipides.
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I-1-3 Suppression du signal de I'eau

Dans les milieux biologiques, les métabolites cérébraux sont présents en tres faible quantité par
rapport a 1’eau (dix mille fois plus abondante). Les métabolites cérébraux sont en concentration de
I’ordre de 10 mM alors que I’eau est a environ 40 M dans un cerveau sain (Barker 2006). De plus le
déplacement chimique de I’eau a 4,7 ppm se situe a proximité de la zone de résonance des métabolites
cérébraux (entre 0,5 et 4 ppm). En conséquence la suppression du signal de I’eau est indispensable
pour pouvoir individualiser et observer le signal des métabolites cérébraux. L’eau ayant un temps de
relaxation T2 plus court que les principaux métabolites, sa suppression sera d’autant plus efficace a TE

long.

La méthode la plus utilisée pour supprimer le signal de 1’eau est la pré-saturation sélective par une
série d’impulsions de 90°, avant les gradients de localisation, appelée CHEmical Shift Selective ou
CHESS (Haase 1985). La séquence CHESS est basée sur 1’application de trois impulsions de 90° de
largeur de bande étroite, centrée sur la fréquence de résonance de I’eau suivie d’un gradient

(« spoiler »). Cette séquence atténue le signal de 1’eau d’un facteur 1000.

I-1-4 Localisation spatiale

Les techniques de localisation spatiale du signal en spectroscopie protonique se déclinent en
acquisition monovoxel (Single voxel Spectroscopy — SVS) ou acquisition multi-voxel (imagerie
spectroscopique ou imagerie de déplacement chimique - MRSI — chemical shift imaging - CSI). En
spectroscopie localisée ou monovoxel (SVS), 1’objectif est d’acquérir un spectre unique provenant

d’un petit volume bien défini et situé a un endroit précis du parenchyme cérébral.

Les deux méthodes de localisation spatiale les plus utilisées sont la séquence PRESS (Kimmich 1987)
et la séquence STEAM (Granot 1986, Frahm 1987). Elles reposent sur le méme principe d’utilisation
d’impulsions sélectives en présence d’un gradient de champ pour sélectionner et exciter une région
précise de dimension voulue. La localisation spatiale s’effectue en une seule fois en excitant
successivement trois plans de coupes orthogonales. Le volume analysé est défini par I’intersection de
ces trois plans de coupe. Seul le signal des spins a ’intérieur de ce volume sera recueilli et analysé. Ce
point est particuliérement crucial car, sachant que le volume cérébral est en moyenne de 1500 cc® et
que le volume habituel d’une SVS est de 8 cc®, si la séquence recueille 1% du signal provenant de

I’extérieur du voxel, il y aura, alors, 2 fois plus de signal issu de I’extérieur que du voxel lui-méme !
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(Barker 2006) il est donc essentiel que le signal a I’extérieur du voxel soit le plus efficacement

supprimé.

Une autre approche de localisation spatiale du signal consiste a combiner plusieurs acquisitions afin
d’éliminer les signaux non souhaitables. C’est le cas de la technique ISIS (Image Selective In Vivo
Spectroscopy). Cette méthode est principalement utilisée en spectroscopie du phosphore et ne sera pas
développée dans ce travail.

I-1-4-1 Séquence PRESS

La séquence PRESS (Point Resolved Steady State) (Kimmich1987) est basée sur un double écho de
spin. La séquence PRESS consiste a appliquer une impulsion sélective de 90° suivie de deux

impulsions de 180°.

A la suite d’une impulsion de 90°, les spins se déphasent rapidement en raison des inhomogénéités de
champ magnétique d’origine moléculaire mais aussi en raison des inhomogénéités propres de B,. Si au
bout d’un temps TE/2 (TE étant le temps d’écho) aprés I’impulsion RF de 90° (les spins sont déja
déphasés), une impulsion RF de 180° est appliquée, celle-ci va inverser les déphasages (image en
miroir) sans modifier le sens de rotation. Les spins qui précessaient le plus rapidement vont se
retrouver derriere les plus lents et comme les vitesses de précession (et le sens de rotation) restent
identiques, au bout d’un temps 2*TE/2=TE (temps d’écho), les spins seront de nouveau en phase,
engendrant un signal dit écho de spin. L’application d’un gradient suivant x pendant 1’impulsion de
90° sélectionne une coupe. Le gradient suivant I’axe y est appliqué pendant la premiére impulsion
180°, ce qui conduit a la formation d’un écho de spin qui ne provient que du parallélépipéde résultant
de I’intersection entre les deux coupes. Une deuxiéme impulsion de 180°, en présence d’un gradient
suivant I’axe z, produit un second écho de spin qui ne contient que le signal présent dans le voxel
résultant de I’intersection des trois coupes. Le chronogramme d’une séquence PRESS est représenté

dans la Figure n° I.3.
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Figure n°I-3 : Séquence de spectroscopie PRESS, précédée par la séquence de saturation du signal de

I’eau (CHESS). 11 correspond au temps d’écho du premier écho de spin créé par les impulsions de 90°

et 180°. 1, correspond au temps d’écho du deuxiéme écho de spin, créé par la deuxieme impulsion de

180°.

I-1-4-2 Séquence STEAM

La séquence STEAM (Stimulated Echo Acquisition Mode) (Frahm 1987) est basée sur le recueil d’un
é¢cho stimulé et met en ceuvre trois impulsions de 90°. La premiere impulsion fait basculer
I’aimantation dans le plan transversal. La seconde impulsion fait rebasculer une partie de I’aimantation
suivant I’axe longitudinal. L ’aimantation transversale résiduelle chute durant I’intervalle de temps TM
et n’entre donc pas dans le signal. La troisiéme impulsion fait rebasculer 1’aimantation dans le plan
transversal. Le signal de 1’écho stimulé est mesuré aprés un intervalle de temps TE/2 donné. Dans

I’intervalle de temps TM, I’aimantation longitudinale est soumise a la relaxation T1. Cela signifie que
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TM doit étre court par rapport aux constantes T1 des tissus étudiés. La perte de signal due aux effets
de T1 doit étre la plus faible possible.

TE/2 ™ TE/2

'Y
i J
E
y

+=TE+TM

Figure n° 1-4 : Dans la séquence d’écho stimulé, la premiére RF de 90° bascule ['aimantation dans le
plan transversal. La deuxieme impulsion va réaligner une partie de |’aimantation qui se trouve dans le
plan transversal sur l’axe longitudinal. Pendant le temps TM, l’intensité de |’aimantation va décroitre
par leffet de la relaxation Tl. La troisieme impulsion RF rebascule [’aimantation dans le plan
transversal pour qu’elle soit lue. L’écho stimulé sera généré par la refocalisation de la moitié de

Uaimantation.

L’intensité du signal d’écho stimulé sera diminuée en T2 par rapport a I’intensité du FID résultant de

la premiére impulsion RF de 90°.
Comme dans les cas de la séquence PRESS, chacune des trois impulsions RF est appliquée en

présence d’un gradient différent. L.’écho stimulé provient donc du voxel résultant de 1’intersection des

trois coupes sélectionnées.
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Figure n°1-5 : Séquence STEAM, précédée par la séquence de saturation du signal de I’eau (CHESS).

TM correspond au temps de mélange.

I-1-4-3 Comparaison des séquences PRESS et STEAM

Les deux séquences (PRESS & STEAM) reposent sur la réalisation de trois impulsions sélectives,

chacune dans une direction de I’espace. Le voxel étudié est placé a I’intersection de ces trois plans.

Cependant, ces deux séquences possedent des propriétés différentes (Moonen 1989, Barker 2006) en

termes de :
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Profils de coupes : les impulsions de 180° (PRESS) sont délicates a produire, induisant des profils de

coupes plus approximatifs avec une « pollution » extérieure au VOI. La séquence STEAM est donc
plus précise en terme de localisation spatiale.

Rapport Signal sur Bruit : avec PRESS, 1’écho est généré en prenant en compte I’aimantation compléte

alors qu’avec STEAM seule une partie du signal crée 1’écho stimulé. Par conséquent, PRESS présente

un meilleur rapport signal sur bruit (de 1’ordre d’un facteur 2).

Temps d’écho minimum : STEAM permet I’acquisition a TE plus court que PRESS grace a

I’utilisation du TM durant la relaxation T1.

Suppression de I’eau : en théorie STEAM posséde une meilleure suppression du signal de 1’eau du fait

de la possibilité d’application d’impulsion additionnelle durant la période de mélange (TM).

Couplage et « zero-quantum » cohérence : ce phénoméne complexe apparait pour les spins couplés

(lactate, glutamate...). STEAM est plus sensible a ce phénomene du fait de ses impulsions a 90°.

Sensibilité aux mouvements et a la diffusion : STEAM est beaucoup plus sensible aux mouvements

(physiologique du cerveau) et aux phénomenes de diffusion que la séquence PRESS (Patany 2006).

En pratique, ces différences doivent étre connues, mais PRESS & STEAM sont généralement
considérées comme comparables en routine clinique. Le choix de 1'une ou de l’autre dépend

principalement de la disponibilité sur la machine utilisée.

Longo et al. (1994) ont caractérisé expérimentalement la séquence PRESS en évaluant différents
parameétres:

- efficacité de la sélection du signal a I’interieur du VOI (volume of interest).

- ’efficacité pour la suppression du signal provenant de I’extérieur du VOL.

- la contamination par le signal provenant de I’extérieur du VOI.

Ces auteurs démontrent que les résultats sont affectés par le temps d’écho et non par des modifications
du TR. L’efficacité de la sélection apparait moyenne mais stable. De plus, la contamination est de plus

en plus importante dans le cas d’un mauvais ajustement des impulsions.

L’équipe de Yongbi (1995) a mené une étude similaire a celle de Longo (1994). Pour PRESS, la
contamination était de 7 % a 12 % et pour STEAM de 3% a 8%. Cependant, 1’efficacité maximale de
sélection de signal & TE =270 ms pour les deux techniques (PRESS et STEAM) était relativement
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faible (de 10 % a 17 %), et limitée par les pertes T2 et les profils non rectangulaires des impulsions

sélectives.

Ernst et al. (1991) ont évalué les effets de couplage qui peuvent étre induits par les séquences PRESS
et STEAM dans les systémes a couplage faible. Pour la séquence PRESS, les échos de spin sont
dépendants de I’angle de I’impulsion de refocalisation, qui peut entrainer une atténuation du signal
acquis. Pour STEAM, les cohérences a zéro quanta et la polarisation longitudinale sont les effets qui
dominent 1’évolution du signal pendant les temps TM, ce qui module d’une maniére importante le
spectre lors de la variation de TM. Il semblerait que les modulations qu’ils ont observées

compliqueraient la quantification des métabolites au-dessous des temps d’écho de 50 ms.

Par ailleurs, Moonen et al. (1989) ont comparé PRESS et STEAM en terme de :

e Sensibilité au mouvement et a la diffusion.
e Minimisation du temps d’écho TE.
e Suppression du signal de I’eau.

e Possibilité d’éditer des pics.

Les expériences ont été menées sur des cerveaux de chat a 4,7 T et sur des cerveaux humains a 1,5 T.
Ils ont conclu que les deux techniques sont de bonnes méthodes de localisation. Pour des temps d’écho
longs, PRESS est la méthode la plus intéressante car elle offre un gain d’intensité de signal deux fois
supérieure par rapport a STEAM. PRESS est moins sensible au mouvement (Pattany 2006) et a la
diffusion et elle n’est pas sensible aux effets de transition a multiple quanta. STEAM offre des
avantages pour I’observation des métabolites avec des T2 courts car des temps d’écho plus courts

peuvent étre atteints.
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I-1-3 Influence du temps d’écho (TE)

Le temps d’écho (TE) est un facteur essentiel et déterminant dans le nombre de métabolites détectés et
la qualité de la ligne de base (Cousins 1995). De nombreuses controverses persistent sur le TE optimal
(Voir Chapitre n° IV-2).

Les spectres a TE court (< 35 ms) :

L’acquisition a TE court permet de détecter les métabolites a temps de relaxation T2 court.

Avantage : richesse de I’information

Inconvénient : les spectres sont plus difficiles a analyser du fait d’'un grand nombre de recouvrements
des pics, d’une ligne de base plus importante et d’une plus grande sensibilité aux artéfacts
(Devos 2004)

Les spectres a TE long (> 130 ms) :

A TE long, seuls les signaux émis par la Cho, Cr et le NAA sont retrouveés chez les sujets sains, alors
que des métabolites comme les lactates (Lac), I’alanine (Ala) ou les lipides (Lip) ne seront détectables
que si leur concentration est suffisamment élevée dans le cadre d’un processus pathologique.

Avantage : les pics sont plus différenciés sans recouvrement, avec une meilleure élimination du signal
de I’eau.

Inconvénient : on constate une diminution ou une disparition du pic de certains métabolites a temps de

relaxation T2 court et du fait de la J-modulation (Lucas 2004).

.2 ERETIC

La méthode ERETIC (Electronic REference To assess In vivo Concentrattion) consiste a synthétiser
une pseudo-FID, générée électroniquement et transmise pendant 1’acquisition du signal RMN. Apres
transformation de Fourier, cette référence va apparaitre comme un pic additionnel dans le spectre qui
sera calibré grace a une solution standard et qui pourra étre utilisée comme référence. (Voir Chapitre
n° 1Vv-1)
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[.3 Traitement du signal

Le traitement du signal est un point crucial de la spectroscopie protonique dans son exploitation
clinique. Méme s’il est largement automatisé sur les machines actuelles, il demande des vérifications

et des ajustements qui peuvent rendre 1’analyse du spectre longue et délicate.

Pendant I’acquisition des données, le signal analogique FID est filtré par un filtre « passe-bas » pour
éliminer le bruit a haute fréquence. Ensuite ce signal filtré est traité par un convertisseur ADC (Analog
Digital Converter, convertisseur du signal analogique en signal numérique) ou il est échantillonné avec
N points pendant un temps T afin de créer une version numérique du signal. L’intervalle de temps
entre deux points d’échantillonnage est appelé « dwell time » ou temps d’échantillonnage et est obtenu

par At=T/N.

Le signal RMN est souvent détecté en quadrature. Il s’agit alors d’un signal complexe constitué d’une
composante réelle (signal en mode absorption) et d’une composante imaginaire (signal en mode
dispersion). La transformée de Fourier d’un tel signal est un spectre complexe dont la partie réelle sera
utilisée pour 1’analyse du spectre, car I’intégrale de 1’aire des pics est proportionnelle au nombre de

spins qui produisent le signal.

L’extraction d’un spectre de qualité a partir du signal nécessite plusieurs étapes pouvant étres réalisées
successivement avant (dans le domaine temporel) ou aprés la transformation de Fourier (dans le

domaine fréquentiel).

[-3-1 Dans le domaine temporel
Dans le domaine temporel, on applique une correction « d’offset » de I’ADC puis un filtrage par
apodisation avant de compléter le signal de FID numérisé par un zero-filling.
I-3-1-1 L’apodisation

L’apodisation, également appelée fenétrage ou filtre, consiste en la multiplication du signal FID par
une fonction filtre pour améliorer soit le rapport signal sur bruit, soit la résolution ou encore pour
éliminer des artefacts de troncature. Les filtres améliorent le niveau du rapport signal sur bruit, en

renforcant le signal au début du temps d’acquisition et ’annulant a la fin, au détriment d’un
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¢largissement des raies. Plusieurs fonctions d’apodisation existent mais trés peu sont utilisées. Les

plus communes sont les fonctions exponentielles, gaussiennes et Hanning.

- Le filtre exponentiel est défini par I’équation :

E(t)~exp(-t/Tq)
ou t est le temps a I’intérieur du signal et T4 la constante de décroissance.

- Le filtre gaussien est défini par I’équation :

G(t)~exp[-(t-t;)#/T4]
ou T4 est la constante de décroissance et t. le centre du filtre.

[-3-1-2 Zero-filling

Le « Zero-filling » a pour objectif d’augmenter artificiellement le nombre de points de valeur nulle a
la fin du signal pour améliorer la résolution. La bande passante (BW=1/At=N/T) est déterminée par la
gamme de fréguences contenues dans le signal FID. La bande passante doit étre suffisamment large
pour pouvoir acquérir toutes ces fréquences mais également assez étroite pour minimiser le bruit issu
des hautes fréquences. La période T doit étre suffisamment longue pour acquérir les signaux de tout le
FID mais suffisamment courte pour éviter le bruit de fond, présent a la fin du signal FID. Par
conséquent, le nombre de points d’échantillonnage qui dépend de la bande passante et du temps T ne
peut pas étre augmenté de maniere arbitraire. Une approche alternative pour améliorer la résolution est
le « Zero-filling ». Si 1024 points ont été échantillonnés, 1’opération de « Zero-filling » augmentera la
taille des données a 2048 points, en ajoutant 1024 points d’amplitude nulle a la suite des points du

signal FID.

I-3-1-3 Correction des courants de Foucault

D’autres corrections comme la correction des courants de Foucault (« Eddy currents ») et la
suppression du signal résiduel de 1’eau se font également dans le domaine temporel. La correction des
courants de Foucault est nécessaire car les variations rapides du champ magnétique générées par les
gradients provoquent des courants dans les structures conductrices qui entourent I’aimant. S’ils ne sont
pas corrigés ou compensés, ces courants engendrent des distorsions dans le signal et créent des

artéfacts spectraux. Pour corriger les distorsions dues a ces courants de Foucault dans un spectre, on
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doit les mesurer dans un spectre de référence (par exemple : le spectre du pic de I’eau). L’évolution de
la phase et le décalage de fréquence du spectre de référence sont calculés et utilisés pour éliminer les

distorsions.

I-3-2 Dans le domaine fréquentiel

Apreés transformation de Fourier, dans le domaine fréquentiel, on applique une correction de phase et
une correction de la ligne de base afin de permettre 1’ajustement du spectre a un mode¢le théorique et la

quantification des pics de métabolites.

I-3-2-1 Correction de la phase

Pendant ’acquisition de signaux RMN, des décalages en phase peuvent étre induits par les
ajustements « hardware » ou par le timing des séquences. Aprés transformation de Fourier, ces
décalages introduisent un mélange entre les signaux de dispersion (réels) et d’absorption (imaginaires)
dans le spectre. L’analyse quantitative s’effectuant sur le spectre d’absorption, une procédure de
correction de phase est nécessaire pour séparer le spectre d’absorption de celui de dispersion. La
plupart des décalages en phase peuvent étre corrigés avec une phase constante ou d’ordre zéro, @o, €t
avec un facteur qui est linéairement dépendant de la fréquence, correction de phase au premier ordre,
¢1. Par exemple, un délai entre la fin de I’'impulsion RF d’excitation et le début de 1’acquisition des
données produit des décalages de phase dépendants de la fréquence. Si le délai est ty, une composante
du signal de pulsation o, expérimente un décalage de phase wtq. Parce que les différentes composantes
du signal ont des fréquences différentes, elles vont subir des décalages de phases différents. Ce type de
décalage de phase nécessite une correction de phase du premier ordre ¢;. Par ailleurs, si la phase du
détecteur en quadrature n’est pas correctement ajustée, ou s’il y a une différence de phase fixe entre
I’émetteur et le récepteur RF, toutes les composantes du signal subissent le méme décalage de phase et

dans ces cas une correction d’ordre 0 suffit.

La correction de phase est faite par la multiplication du signal par une fonction du type exp[i(po +
®-¢1)], ou @o est le terme de phase constante et ¢, le terme dépendant de la fréquence. Les deux
facteurs doivent étres optimisés pour obtenir la meilleure séparation entre les signaux d’absorption et

de dispersion.

Par nature les échos de spin ou les échos stimulés compensent les déphasages dépendant de ®. Une

correction d’ordre 0 est donc généralement suffisante pour des spectres obtenus a partir de PRESS ou

STEAM.
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I-3-2-2 Correction de la ligne de base

Dans des conditions idéales, la ligne de base d’un spectre RMN serait « plate ». 1l existe toutefois
plusieurs facteurs qui peuvent introduire des distorsions. Un décalage entre I’impulsion RF
d’excitation et le début de I’acquisition produit une ligne de base ondulée. Les macromolécules sont
classiqguement considérées comme la cause principale des fluctuations de la ligne de base. Ce sont des
composés de haut poids moléculaire ayant généralement un temps de relaxation T2 trés court (Jansen
2006) et donc des raies tres larges.

Pour I’évaluation correcte des aires des pics, toutes les distorsions doivent étres minimisées et la ligne
de base doit étre aussi « plate » et bien définie que possible. Une approche communément utilisée pour
I’estimation de la ligne de base consiste a ajuster des sections de la ligne de base a une courbe qui sera
postérieurement soustraite au spectre. Cette approche fait appel a deux types de technique : les
techniques qui estiment en une fois la partic métabolique et la ligne de base (ajustement d’un modéle
non linéaire par la méthode des moindres carrés) et les techniques qui estiment en plusieurs étapes et

séparément le signal de la ligne de base et le signal des métabolites (Provencher 1993).

L’objectif de I’ensemble de ces étapes de traitement du signal est I’obtention d’un spectre de qualité
permettant une approche quantitative des métabolites cérébraux chez le sujet sain et lors de processus

pathologiques.

I-3-2-3 Quantification

On oppose classiquement les méthodes de quantification relative, ol les résultats sont le plus souvent
exprimés en rapports de concentration (le pic de Créatine ou la comparaison par rapport a la zone
saine controlatérale sert souvent de valeurs de référence), aux méthodes de quantification absolue ou
la mesure de la concentration réelle des métabolites par SRM-"H se heurte & de nombreuses difficultés
techniques (Jansen 2006). L’aire des pics doit étre déterminée précisément puis étre convertie en
concentration apres calibration. Pourtant la quantification est le point clé de I’application clinique de la

SRM-'H in vivo.
Seule la quantification absolue permettrait une comparaison des résultats obtenus avec des

méthodologies différentes et permettrait de s’affranchir de I’ensemble des biais liés aux manipulations

du signal par I’expérimentateur.
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Une quantification absolue par des méthodes biochimiques est impossible en raison des fortes
modifications intervenant tres rapidement aprés une biopsie (pH, température, lyse moléculaire). En
SRM-'H, I’amplitude du signal est théoriquement représentative de la concentration d’un métabolite
dans le volume étudié (Grand 2006). La quantification peut se faire par rapport a un métabolite
endogene dont la concentration est connue ; I’eau, par exemple, est souvent utilisée comme composé
de référence. Mais cette supposition comporte une approximation car la concentration de I’eau ou de
n’importe quel autre métabolite endogéne peut changer d’un individu a I’autre et surtout avec le type

de pathologie.

Dans la plupart des études cérébrales en spectroscopie RMN, les rapports entre les métabolites ont été
choisis pour exprimer le résultat de I’analyse du spectre. Les changements de concentration entre les
composés contenant la Choline (Cho), le N-acétyl-aspartate (NAA) et la Créatine plus la
Phosphocréatine (Cr) ont été largement discutés en termes de comparaison de rapports relatifs
(NAA/Cr, NAA/Cho et Cho/Cr) entre patients et volontaires sains. Pour les patients, cette

comparaison peut intéresser également la partie controlatérale a la lésion (Ross 2001, Castillo 1998).

Un avantage de ’utilisation de la méthode semi-quantitative de comparaison des rapports est qu’elle
peut étre appliquée a tout type de spectres, mais avec I’inconvénient que de grandes variations peuvent
étre masquées. Il apparait donc nécessaire de pouvoir isoler I’information quantitative de chaque pic

du spectre pour pouvoir quantifier de maniere «absolue» (Jansen 2006).

Or, dans un spectre standard obtenu par spectroscopie localisée, les aires sous la courbe des différents
pics ne sont pas uniquement déterminées par la concentration mais également par les temps de
relaxation transversale et longitudinale. Puisque les processus pathologiques modifient les temps de

relaxation, I’aire sous la courbe doit étre corrigée pour permettre une quantification précise.

Pour I’ensemble de ces raisons, il est important d’utiliser la spectroscopie RMN comme une méthode
guantitative (Jansen 2006). La quantification absolue des concentrations des métabolites devrait
faciliter la comparaison et I’analyse des résultats. Malheureusement, ces mesures de concentration sont
faites avec des logiciels experts, performants (VARPRO, LC-Model, JIMRUI) qui sont peu utilisés en
routine clinique car de maniement difficile pour des radiologues cliniciens et sont rarement intégrés

dans les systémes commerciaux (Provencher 1993).
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a) VARPRO

VARPRO ajuste le spectre obtenu in vivo a une somme de pics de forme gaussienne et lorentzienne a
partir d’une connaissance a priori des résonances. Il lui est impossible d’incorporer ces résonances
d’une facon précise lors de TE courts en raison de I’intense ligne de base a ces TE. Il ne peut pas

corriger les erreurs expérimentales.

b) LC-MODEL

LC-Model est le logiciel de quantification spectrale le plus utilisé actuellement (Provencher SW
1993) ; il est basé sur un combinaison linéaire de spectres partant de I’hypothése que les solutions de
référence, qui constituent la base des métabolites a quantifier, sont une vraie représentation des
composants in vivo. LC-Model traite le spectre in vivo comme une combinaison d’un modele
expérimental de chacun des composés métaboliques attendus dans le spectre. Ce modele comporte une
correction automatique des déphasages et de la ligne de base. La ligne de base peut également étre
modélisée comme une combinaison de pics de macromolécules. Sous réserve d’une calibration
optimale de I’appareillage d’acquisition, LC-Model détermine la concentration de chaque métabolite
(relativement au signal de 1’eau) et calcule un degré d’incertitude. LC-Model présente, toutefois,
quelques limites en cas d’omission d’un métabolite ou d’une mauvaise prise en compte de I’impact de
la variation du PH dans un déplacement chimique ou la sous-estimation de I’influence d’une variation

relative des temps de relaxation entre les différents sites d’une méme molécule.

¢) JIMRUI

JMRUI est une interface de traitement de spectres RMN dans le domaine temporel. JMRUI possede
deux principaux algorithmes de traitement du signal qui traitent les spectres RMN in vivo obtenus avec
des spectrometres cliniqgues RMN : AMARES et QUEST. Pour AMARES (Vanhamme 1997) il est
possible de quantifier un signal sans avoir besoin d’une base de données, mais en incorporant une
connaissance « a priori » pour faire converger 1’algorithme pour la quantification. QUEST (Ratiney
2003) est basé sur une estimation semi-paramétrique, en invoquant une connaissance « a priori »
optimale. QUEST ajuste une fonction dans le domaine temporel, composée de la modélisation de la
totalité des signaux des métabolites, a un signal spectroscopique RMN in vivo. Une base de données,

construite sur des signaux mesurés in vitro, peut étre également utilisée.
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.4 Composition chimique et Métabolites cérébraux

Le cerveau humain est composé majoritairement et principalement d’eau, ce qui explique 1’intérét et
I’efficacité particuliére de I’imagerie. Toutefois seuls quelques métabolites cérébraux sont détectables

bien que leur concentration soit trés inférieure & celle de 1’eau (10  Mole/litre).

Les principaux métabolites observables sur un spectre cérébral normal sont évoqués dans les
paragraphes qui suivent. Chaque composé présente plusieurs déplacements chimiques mais un seul
(parfois deux) est utilisé pour la quantification. Ce déplacement chimique particulier est indiqué apres

I’acronyme utilisé pour identifier le métabolite (Miller 1991, Govindaraju 2000).

- Le N-acétyl aspartate (NAA-2,02 ppm), est un marqueur spécifique des neurones ; I’intensité
de ce signal est fonction de la densité de neurones et de leur état physiologique. Il est considéré
comme le reflet du fonctionnement neuronal normal méme si son réle précis reste incertain. On
constate sa diminution aspécifique dans la plupart des pathologies cérébrales, sauf dans la « maladie

de Canavan ». D’autres composés avec groupes N-acetyl (NAAG) contribuent au signal.

- La créatine totale (Cr-3,02 ppm), correspondant au «pool» de créatine et de
phosphocréatine, rencontrée dans toutes les cellules, est impliquée dans le systeme de transport a haute
énergie (source de phosphate pour convertir ’ADP en ATP dans la mitochondrie) et est donc un
marqueur du métabolisme énergétique global et de la densité cellulaire. Il est classique, mais
probablement inexact, de considérer sa relative stabilité au cours des différents processus

pathologiques cérébraux.

- La choline (Cho-3,22 ppm), est un marqueur de I’activité et du renouvellement membranaire
(augmente en cas de prolifération cellulaire ou de démyélinisation). Elle est impliquée, ainsi que tous
ses dérivés (glycérophosphocholine, phosphocholine et choline libre) dans le métabolisme et la

structure des phospholipides membranaires et de leurs précurseurs.
- Le myoinositol (ml-3,6 ppm), visible qu’a TE court, est considéré comme un marqueur de la
glie normale, mais sa physiologie n’est pas totalement élucidée. Il semblerait jouer un role dans la

régulation osmotique et le volume cellulaire.

- Le complexe glutamine/glutamate (GIx- entre 2 et 2,5 ppm). Le glutamate est un neurotransmetteur

d’excitation, dont le signal contient aussi du GABA (gamma amino-butyrique acide). Leur pic
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constitue un massif complexe, contenant de nombreux multiplets, élargissant le pied gauche du pic de
NAA.

D’autres métabolites ne sont détectables que lors de processus pathologiques :

- Le lactate (Lac-doublet a 1,32 ppm) est un marqueur du métabolisme anaérobie et sa
présence témoigne d’une souffrance anoxique. Absent dans un spectre normal, sa détection indique
que le cycle de la respiration oxydative ne fonctionne plus correctement, et que 1’énergie cellulaire est
fournie par la glycolyse anaérobie (catabolisme des glucides). Cette production d’acide lactique ne
doit pas étre confondue avec celle qui provient de 1’invasion du parenchyme cérébral par des cellules
fonctionnant en glycolyse aérobie comme les macrophages ou les cellules tumorales. Le lactate peut

ainsi étre vu dans les tumeurs de haut grade, 1’infactus par ischémie et la nécrose.

- Les lipides libres (Lip- CH, a 1,3 ppm et CH3 a 0,9 ppm) sont présents dans le spectre en cas
d’arrét de la myélinisation et dans les tumeurs de haut grade. Lors de déstruction membranaire, le
signal des chaines des lipides membranaires (devenues mobiles) devient détectable. Le groupement
CH, a le méme déplacement chimique que le CH; du lactate et le groupement CHj3 se superpose a celui

des acides aminés. Une acquisition a TE long permettra de les différentier.

- Les acides aminés (AA-large multiplet a 0,97 ppm), correspondent a la valine, la leucine et
I’iso-leucine, sont retrouvés dans les abcés a pyogénes (avec I’acétate a 1,9 et le succinate a 2,4 ppm).

Leur constante de couplage est responsable d’une inversion du pic & TE = 135 ms.

Avant de considérer les modifications de ces métabolites dans des processus pathologiques cérébraux,
de nombreux auteurs se sont intéressés a déterminer 1’aspect normal tant qualitativement que
quantitativement chez des sujets sains (Ross 2001). L’évolution de la concentration de ces métabolites
avec le vieillissement physiologique normal a été également étudiée tant a 1,5 qu’a 3 Tesla (Gruber

2003 et 2007, Kreis 1993a et b, Kreis 2005)
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I.5 Analyse en Composantes Principales

L'analyse en composantes principales (ACP) est une méthode statistique d'analyse multifactorielle de
données qui consiste a rechercher les directions de I'espace qui représentent le mieux les corrélations
entre n variables aléatoires et qui permet une représentation graphique résumant 1’information d'un
ensemble important de données. L'ACP est aussi connue sous le nom de transformée de Karhunen-
Loéve ou de transformée de Hotelling. L’ ACP est une méthode statistique (initialement de statistique
descriptive) qui a pour but de comprendre et de visualiser comment les effets de phénomeénes a priori

isolés se combinent.

Lorsque I'on ne considére que deux effets, il est usuel de caractériser leurs effets conjoints via un
coefficient de corrélation (dont le seul défaut est de ne prendre en compte que des effets conjoints
linéaires, ce qui se remarque en regardant les coefficients d'une régression linéaire).

Lorsque I'on se place en deux dimensions, les points disponibles peuvent étre représentés sur un plan.
Le résultat d'une ACP sur ce plan est de déterminer les deux axes qui expliquent le mieux la dispersion
des points disponibles. Lorsqu'il y a plus de deux effets, par exemple trois effets, il y a trois
coefficients de corrélations a prendre en compte. La question qui a donné naissance a I'ACP est :

comment avoir une intuition rapide des effets conjoints ?

En dimension supérieur a deux, une ACP va toujours déterminer les axes (si on est en dimension 256,
il y aura 256 axes a déterminer) qui expliquent le mieux la dispersion du nuage des points disponibles
(de la photographie de ces points). Elle va aussi les ordonner par l'inertie expliquée. Si I'ACP est

majoritairement utilisée pour visualiser des données, c'est aussi un moyen :

- de décorréler ces données ; dans la nouvelle base, constituée des nouveaux axes, les points ont une
corrélation nulle ;

- de débruiter ces données, en considérant que les axes que l'on décide de négliger sont des axes
bruités ;

- de classifier ces données en amas (clusters) corrélés.
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.6 Les Tumeurs cérébrales d’origine gliale

Les tumeurs cérébrales primitives du systéme nerveux central constituent, malgré leur rareté relative
(2% de I’ensemble des cancers), une source importante de morbidité et de mortalité et représentent un
probléeme majeur de santé publique. Les gliomes de grade Il ont une médiane de survie entre 2 et 8
ans, 2 ans pour les grades III et moins d’un an pour les grades IV (Kwock 2006). Les tumeurs
d’origine gliales (gliomes) sont les tumeurs primitives du systéme nerveux central les plus fréquentes
(entre 64 et 90%). L’incidence globale des gliomes se situe entre 1,45 et 6,5 par an pour 100 000
habitants avec, une augmentation chez les personnes de plus de 60-65 ans (de Angeli 2001).

I-6-1 Considérations anatomo-pathologiques

Les gliomes sont pathomorphologiquement définis comme des tumeurs faisant preuve d’une
différentiation gliale dans leurs caractéristiques histologiques, immuno-histochimiques et
ultrastructurelles. La classification actuellement la plus utilisée est celle de 1’Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) (Kleihus 2000), selon laquelle les gliomes sont classés selon leur cellule originelle
probable. On distingue donc les astrocytomes, les oligodendrogliomes et les épendymomes (De
Angelis 2001).

En se basant sur différents critéres histologiques, ces tumeurs sont classées de | a IV selon leur degré
de malignité. La gradation joue un rdle décisif dans leur pronostic. Les astrocytomes sont divisés en
astrocytomes de bas grade (grade I et 1l) et en astrocytomes malins : astrocytome anaplasique (grade

I11) et glioblastome multiforme (grade 1V). lIs représentent la majeure partie des tumeurs gliales.

Les tumeurs de grade | sont biologiquement considérées comme bénignes et peuvent, en fonction de
leur localisation et de leur abord, étres guéries chirurgicalement. Bien que les tumeurs de grade 1l
soient considérées comme faiblement malignes, il faut insister sur le fait qu’elles ne peuvent étres
guéries par la chirurgie, du fait de leur expansion invasive. De plus on estime qu’environ 50 % des
astrocytomes de bas grade (grade Il) dégénérent en grade Ill ou IV aprés 7-8 ans d’évolution. Les

gliomes de grade I11 et IV sont considérés comme malins, les grades IV ayant un pronostic sombre.

Les progres en neuro-oncologie sont considérables grace a I’apport de la biologie moléculaire et de
I’onco-génese. Parallelement, ’imagerie participe aux différents stades de la prise en charge de la

maladie, au moment du diagnostic, du bilan pré-opératoire et de la surveillance sous traitement.
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Malheureusement, les progrés en termes de survie restent modestes (Fisher 2005). La principale
difficulté de la prise en charge des tumeurs gliales provient de I’importante hétérogénéité lésionnelle

comme en témoignent les débats sur les classifications histo-pronostiques.

Le diagnostic neuropathologique revét une importance capitale quant au pronostic et au traitement. La
classification de I’OMS, qui est par définition la référence mondiale, est basée sur les seuls critéres
anatomopathologique et cytologique en microscopie conventionnelle : différenciation cellulaire,
densité cellulaire, atypies nucléaires, activité mitotique, nécrose, prolifération vasculaire. Des examens
complémentaires, dont la recherche d’anticorps contre les antigénes prolifératifs (Ki67) peuvent venir

appuyer cette gradation, mais ne sont pas, actuellement, utilisables isolément.

1-6-1-1 Astrocytomes grade Il de 'OMS

L’astrocytome fibrillaire, gémistokystique et protoplasmique fait partie des astrocytomes a expansion
diffuse. L astrocytome fibrillaire est le représentant de loin le plus fréquent de ces tumeurs a faible
malignité (grade II de I’OMS). Les caractéristiques de ces tumeurs sont une densité cellulaire faible,
avec des atypies cellulaires et nucléaires, avec I’absence de mitoses, de nécroses ou de prolifération
vasculaire. 1l y a souvent des foyers microkystiques contenant du mucus. Le degré de prolifération
(index Ki67) est normalement au-dessous de 4%. Le sous-type d’astrocytome gémistokystique a une
importance dans la mesure ou ce gliome a une tendance plus marquée a la progression vers un degré
tumoral plus élevé. La principale caractéristique histologique est le nombre élevé (au moins 20 % de la
population totale) d’astrocytes adipeux (gémistokystique). L’astrocytome protoplasmique est rare et

son pronostic est comparable a celui de I’astrocytome fibrillaire classique.

1-6-1-2 Astrocytomes anaplasiques grade lll de 'OMS

Contrairement aux astrocytomes a faible malignité, 1’astrocytome anaplasique se caractérise par une
densité cellulaire plus élevée, des atypies cellulaires évidentes et des mitoses plus nombreuses. Ces
mitoses vont de pair avec un index de prolifération Ki67 plus élevé (de I’ordre de 5-10 %). L’activité
mitotique et de prolifération font partie des critéres permettant la différentiation avec les astrocytomes
encore a faible degré de malignité (grade II). L’absence de nécrose et éventuellement de prolifération
vasculaire différencie 1’astrocytome anaplasique du glioblastome polymorphe (grade 1V). Mais

I’astrocytome anaplasique va dégénérer en astrocytome de plus haut grade.
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1-6-1-3 Glioblastome polymorphe grade IV de 'OMS

Le glioblastome polymorphe (GBM) est la tumeur cérébrale la plus fréquente de ’adulte et totalise 50
a 60 % de tous les astrocytomes. Avec une survie moyenne de quelques mois seulement, le GBM est
sans aucun doute la tumeur la plus maligne. Il s’agit histologiquement d’une tumeur trés cellulaire,
anaplasique, avec des cellules astrocytaires indifférenciées, pléiomorphes. Une activité mitotique trés
¢levée est caractéristique. Contrairement a [’astrocytome anaplasique, le GBM se caractérise par des
proliférations vasculaires gloméruloides et/ou des nécroses en « guirlande ». L’index de prolifération
Ki67 est supérieur a 20 %. Comme son nom I’indique, I’aspect histologique peut étre trés polymorphe
(multiforme). Le GBM se développe de novo, primitivement, mais aussi secondairement a partir
d’astrocytomes préalablement plus différenciés. Ces deux formes de GBM (de novo ou secondaire)
pourraient avoir des modes d’apparition différents du point de vue de la génétique moléculaire. La
question de savoir s’il s’agit véritablement d’identités tumorales différentes n’est pas encore résolue.

Quoi qu’il en soit le pronostic de ces deux formes de GBM reste tres défavorable.

1-6-1-4 Oligodendrogliome (grade IlI) et Oligodendrogliome anaplasique
(grade 1l

L’oligodendrogliome de faible malignité est histologiquement une tumeur modérément cellulaire
infiltrative. Ses caractéristiques sont des cellules a cytoplasme clair avec un réseau de fins capillaires
pathologiques et des microcalcifications. Contrairement aux astrocytomes de grade Il, la présence
d’atypies cellulaires et de rares mitoses ne récusent pas le diagnostic. L’index de prolifération est bas.
Les oligodendrogliomes anaplasiques (grade Ill) présentent des critéres de malignité pouvant se
présenter en foyers ou diffus comprenant une densité cellulaire élevée, des atypies cellulaires et
nucléaires, une activité mitotique marquée et parfois des proliférations vasculaires et des nécroses. La
délétion 1p -19q est un facteur pronostique favorable en termes de survie et potentiellement en termes

de réponse au traitement.

1-6-1-5 Oligoastrocytome (grade 1) et Oligoastrocytome anaplasique
(grade 1l

Les oligoastrocytomes sont les gliomes mixtes les plus fréquents. Le diagnostic se pose sur la présence
d’une composante tumorale astrocytaire et oligodendrogliale. Les oligoastrocytomes peuvent prendre
deux formes. La forme biphasique, dans lequel les deux composantes tumorales sont relativement

séparées ou la forme diffuse, dans laquelle les composantes astrocytaire et oligodendrogliale sont
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entremélées. Les examens immunohistochimiques sont particuliérement importants dans ce cadre de
tumeur, a la recherche de la protéine des fibres gliales acides (GFAP), caractéristique du cytosquelette
des astrocytes. Des transitions vers un GBM secondaire peuvent se rencontrer. La réponse typique a la
chimiothérapie non seulement des oligodendrogliomes « purs », mais aussi des oligoastrocytomes,
impose de rechercher attentivement une composante oligodendrogliale dans toute biopsie

neurochirurgicale.

Le diagnostic et la classification d’un processus tumoral cérébral reposent donc actuellement sur
I’analyse d’un échantillon (prélevé par un neurochirurgien) représentatif de la 1ésion. Ce prélévement
doit permettre de déterminer le type de gliome et le grade (et si possible de permettre la réalisation
d’études de cytogénétique et de biologie moléculaire). Les critéres actuels d’analyse
anatomopathologique pour faire le diagnostic et le « grading » reposent sur la classification de ’OMS.
Or, sans participer a la polémique, plusieurs études ont démontré les limites de cette classification des
gliomes (Mittler 1996, Coons 1997).

Dans I’étude de Mittler et al. (1996), les discordances diagnostiques observées entre 4 experts
neuropathologistes nord américains étaient : de 43% pour les astrocytomes de grade I, de 64% pour
les astrocytomes anaplasiques (grade Il1) et de 38% pour les GBM (grade V). De plus, des
discordances similaires étaient observées lorsqu’il était demandé a un méme observateur de
réinterpréter les mémes préparations histologiques quelques semaines plus tard (Daumas-Duport
2000).

Daumas-Duport C et al. (2000, 2005) reprochent a la classification de ’'OMS :

- son absence de reproductibilité,

- I’absence de distinction entre les éléments qui appartiennent en propre a la tumeur et ceux
qui appartiennent au parenchyme infiltré, sans prise en compte de I’importante hétérogénéité
intrinséque caractéristique de ces tumeurs,

- et enfin, I’absence de prise en compte des données cliniques et de I’imagerie

La particularité, et la grande originalité, de la classification de Sainte-Anne proposée par Daumas-
Duport C et al. (2005) est de renforcer la place des oligodendrogliomes par rapport aux astrocytomes

et de tenir compte les données de I’imagerie (Varlet 2005).
Selon les recommandations de I’ANOCEF 2002, la classification de St Anne — Daumas-Duport n’est

recommandée qu’en complément optionnel pour le typage et le « grading » des oligodendrogliomes
(SOR 2002).
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Toute classification ayant ses limites et étant par essence perfectible, il y a lieu de s’intéresser a
I’apport de I’'imagerie moderne dans une meilleure reconnaissance et caractérisation des processus
tumoraux cérébraux, considérant que le scanner et I’IRM morphologique fournissent I’équivalent d’un
examen macroscopique de la tumeur. Les nouvelles techniques d’imagerie dites fonctionnelles
s’intéressent plus précisément aux conséquences « microscopiques » de la tumeur elle-méme et au

parenchyme cérébral environnant.

| -6-2 Imagerie des Gliomes

| -6-2-1 Imagerie morphologique

L’imagerie morphologique diagnostique (Bracard 2006, Dietemann 2007), préopératoire, doit au mieux
étre réalisée par IRM (accord d’experts selon les SOR 2002).

L’IRM morphologique est réalisée sans et avec injection de produit de contraste, explorant les trois
plans de I’espace (imagerie tridimensionnelle pour la neuronavigation), utilisant des séquences
pondérées en T2 (et/ou FLAIR) et en T1.

Les objectifs de I’imagerie sont multiples. L’imagerie permet d'évoquer le diagnostic de tumeur
cérébrale et d’éliminer les lésions non tumorales, de préciser la localisation, d’en décrire les
caractéristiqgues morphologiques (structure, limites, volume, extension) et son retentissement sur les
structures cérébrales (effet de masse, engagements, hydrocéphalie), d’en évoquer la nature primitive et
I’origine gliale, de tenter d’évaluer le degré de malignité de la 1ésion. L’IRM est nettement supérieure
au scanner grace a ses capacités de différentiation des différentes structures cérébrales. Dans le
diagnostic préopératoire, I’imagerie permet de guider I’indication et la planification du geste
chirurgical (biopsie ou exérese), d’aider le radiothérapeute dans la programmation de ses plans

d’irradiation, d’assurer la surveillance post-thérapeutique.

L’imagerie préopératoire repose donc sur I’'IRM sans et avec injection de produit de contraste.
L’existence ou non d’une prise de contraste fait partie des arbres décisionnels pour le diagnostic
anatomopathologique de la classification de St Anne/Mayo Clinic, mais également pour la prise en
charge thérapeutique post opératoire. La prise de contraste, en IRM ou en TDM, au niveau d’une
tumeur cérébrale est le reflet des lésions de la barriere hématoencéphalique (BHE) et de
I’extravasation du produit de contraste dans I’espace interstitiel et non le reflet d’une

hypervascularisation (Le Bas 2000, Kremer 2002).
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Les gliomes sont des tumeurs de la substance blanche. Par référence au signal de la substance blanche,
la tumeur est habituellement hypointense en pondération T1, hyperintense en pondération T2, parfois
indissociable de I’hypersignal de « I’cedéme » associé. La plage tumorale peut comporter des zones
hémorragiques ou des calcifications dont seules les plus volumineuses seront reconnues par leur

absence de signal.

Apres injection de produit de contraste, la zone de rehaussement ne représente pas la limite de la
tumeur, car des cellules tumorales sont mises en évidence au-dela de cette zone. De plus, on ne doit
pas considérer la limite de ’hypersignal en T2 comme une limite de "sécurité" car on peut trouver des
cellules malignes en dehors de cette plage, qui représente donc un tissu « cedémateux » infiltré de
cellules tumorales (Inglese 2006). Le terme « d’cedéme péri Iésionnel » est donc inapproprié, et il vaut
mieux parler « d’cedéme 1ésionnel ». Les plages non rehaussées apres injection, au sein d’une tumeur

prenant le contraste, correspondent a des zones nécrotiques ou a des zones kystiques.

L’IRM, permet d’évaluer également I’cedéme 1ésionnel et 1’effet de masse qui sont corrélés au grade

tumoral et dont 1’évolution permet d’apprécier la réponse au traitement.

Parmi les critéres utilisés pour 1’histopronostic des tumeurs malignes, deux peuvent étre appréhendés
par 'IRM : la vascularisation et la nécrose ; si la premiére ne permet pas isolément de distinguer un
grade II d’un grade III (car le rehaussement de contraste n’implique pas obligatoirement le critére
histologique de prolifération endothéliale), la mise en évidence de nécrose implique « ipso facto » un
glioblastome, donc un grade IV. Il est néanmoins parfois impossible de différencier nécrose et

composante kystique.

Les données de I’imagerie permettent souvent d’estimer le grade tumoral, et, en cas de discordance
entre les données de I’imagerie et celles de la biopsie, il peut étre indiqué de refaire celle-ci. La prise
de contraste en IRM est I’actuelle « gold standard » pour guider la zone sur laquelle sera pratiquée une
biopsie neurochirurgicale diagnostique. Toutefois, si I’existence d’une prise de contraste implique
généralement la présence de foyers de haut grade, ’absence de prise de contraste n’exclut pas un
gliome de haut grade dans un tiers des cas (Barker 1997). Pour certains (White 2005) la prise de
contraste n’a qu’une valeur limitée dans la discrimination entre oligodendrogliome anaplasique et de
bas grade (sensiblité de 63%, spécificité de 50%, valeur prédictive positive de 45% et valeur

prédictive négative de 67%).

Les gliomes de bas grade ont une imagerie assez univogue. En scanner, la tumeur est hypodense et ne
prend pas le produit de contraste. En IRM, elle est hypo intense en T1 et hyper intense en T2. [l n’y a

pas de prise de contraste apres injection. L’effet de masse est minime compte tenu du caractére
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infiltrant de ces Iésions. L’oligodendrogliome présente quelques particularités permettant de 1’évoquer
sur les seules données de 1’imagerie. On constate la présence, dans 50% des cas, de calcifications
irrégulieres, punctiformes ou linéaires. Des kystes sont retrouvés dans un tiers des cas. En IRM,
I’aspect des oligodendrogliomes est plus hétérogéne avec parfois une discréte prise de contraste, la
présence d’hémorragie intra tumorale est rare. La prise de contraste plaide en faveur d’un grade III,

présente d’emblée ou apparaissant au cours de 1I’évolution d’une tumeur de grade I1.

QuickTime™ and a QuickTime™ and a

de s sor de s sor
are needed to see this picture. are needed to see this picture.

A. B.
Figure n° 1-6 : Gliome grade Il frontal gauche : A) IRM pondérée en T1, coronale, aprés injection de

gadolinium, la tumeur apparait en hyposignal et n’est pas réhaussée. B) IRM pondérée en T2, axiale,

la tumeur apparait en hypersignal.
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QuickTime™ and a QuickTime™ and a
decompressor decompressor
are needed to see this picture. are needed to see this picture.

A B.

Figure n° I-7 : Gliome grade Ill insulaire gauche : A) IRM axiale pondérée en T1, avec injection
gadolinium, la tumeur apparait en hyposignal avec une prise de contraste postérieure. B) IRM axiale

pondérée en T2, la tumeur apparait en hypersignal.

I QuickTime™ and a
~decompressar decompressor
are needed to see this picture. are needed to see th|s p|C'[ure

A. B.
Figure n° 1-8: Glioblastome (grade IV): A) IRM pondérée T1, aprés injection gadolinium, processus
expansif intra-axial prenant le contraste de fagon hétérogéne et présentant une composante

nécrotique. B) IRM pondérée T2, la tumeur apparait en hypersignal hétérogéne.
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Les gliomes de haut grade se composent classiquement de deux compartiments en imagerie. Un noyau
tumoral dense, nécrotique ou kystique en son centre, s’accompagnant en périphérie d’une infiltration
tumorale (I’cedéme péri-lésionnel). Le rehaussement apres injection de produit de contraste est
constant et caractérise le passage ou la transformation d’une 1ésion de bas en haut grade. Cette prise de
contraste, d’épaisseur variable, parfois irréguliére, en cocarde, définit la zone tumorale active et
correspond a l’augmentation de la perméabilité de la barriere hémato encéphalique liée au

développement des capillaires tumoraux anormaux.

L’imagerie post-opératoire et la surveillance évolutive post thérapeutique sont assurées, de facon
optimum, par IRM. Le contréle post-opératoire a une importance fondamentale pour déterminer le
traitement complémentaire éventuel et le pronostic. Un reliquat tumoral se traduira par un
rehaussement de contraste persistant. Or, le tissu cicatriciel occupant le lit opératoire va lui aussi se
manifester comme une prise de contraste tissulaire et, aprés une dizaine de jours, il sera impossible de
différencier reliquat et cicatrice fibreuse. L’examen de controle post-opératoire, qui servira de
référence, doit au mieux étre pratiqué avant le cinquiéme jour. L’examen de choix est encore I’IRM,
car le rehaussement de contraste décrit plus exactement la rupture de barriere hémato-encéphalique
que la néovascularisation tumorale. Si I’examen de contrdle précoce, avant le 5°™ jour, retrouve une
prise de contraste résiduelle, il s’agit d’un reliquat tumoral et il sera surveillé sous traitement
complémentaire. Si I’examen de contrdle précoce ne montre pas de rehaussement résiduel et que le
2°™ controle montre un rehaussement du lit opératoire, il s’agit avec une trés grande probabilité de
tissu cicatriciel et non d’une récidive. Celles-ci sont exceptionnelles in situ en cas d’exérése compléte
mais surviennent & distance du foyer initial dans la quasi-totalit¢ des cas. Qu’il y ait ou non
rehaussement résiduel sur I’examen de contrdle précoce, I’apparition d’un rehaussement de contraste
focal a distance du site initial est fortement suspect de seconde localisation a révélation tardive ou de

métastase.

| -6-2-2 Limites de I'imagerie morphologique

Si I’IRM est sans aucun doute la technique la plus sensible dans la détection des tumeurs cérébrales, sa
spécificité est limitée car différents types de tumeurs peuvent présenter un aspect IRM morphologique
tout a fait semblable. Kondziolka et al. (1993) ont rapporté un taux de 50% de faux positif dans le

diagnostic de gliome de bas grade sur les seuls aspects de I’IRM et du scanner.
L’IRM permet le diagnostic initial d’une 1ésion cérébrale avec une fiabilité¢ de 30 a 90% en fonction

du type de tumeur (Howe 2003), mais la biopsie est toujours considérée comme incontournable pour

déterminer son type et son degré de malignité. Dans une étude multimodale sur 160 patients Law et al.

43



(2003) ont évalué I’RM dans le grading des gliomes avec 72,5% de sensibilité, 65% de spécificité,
86,1% de valeur prédictive positive et 44,1% de valeur prédictive négative. Selon Ellika et al. (2007)
la sensibilité et la spécificité de I’IRM morphologique pour le diagnostic des gliomes de hauts grades
n’est que de 85,7% et 60% respectivement. Malheureusement, la biopsie comporte un risque de 1,7 %
de mortalité (Bernstein 1994) et Yu X et al. (2000), sur 550 patients biopsiés pour suspicion de
tumeur, ont diagnostiqué 8% d’abcés ou de processus inflammatoires, 3,4 % de réponses non
contributives et 8% ont présenté une complication. Une approche non invasive et précise du type de
Iésion réduirait idéalement d’inutiles biopsies pour des Iésions non tumorales et pour des tumeurs qui

pourraient étre traitées par radiothérapie ou chimiothérapie exclusives.

L’IRM présente, également, des limites de spécificité dans la distinction, au sein des plages
d’hypersignal T2, de I’infiltration tumorale ou d’un simple cedéme péritumorale. En effet des cellules
tumorales sont classiquement présentes au-dela des limites de I’hypersignal T2 (Kelly 1987, Sijens

2002) qui ne donne donc pas, de facon précise, les limites tumorales.

| -6-2-3 Imagerie fonctionnelle

Les séquences d’IRM dites fonctionnelles (activation, diffusion, perfusion et spectroscopie
protonique) ne sont actuellement considérées qu’en option facultative pour les Standards, Options et
Recommandations en neuro-oncologie (SOR 2002), alors qu’elles sont utilisées de plus en plus

fréquemment en routine dans 1’ensemble des centres de neuro-oncologie.

Elles sont de plus en plus souvent associées et réalisées au cours du méme examen morphologigque

standard.

L’IRM d’activation (IRMf) permet la reconnaissance de zones fonctionnelles a proximité des berges

d’exéréese et guidera les limites chirurgicales.

L’IRM de diffusion donne des informations sur la nature des différentes composantes tumorales.
L’imagerie de diffusion permet le diagnostic différentiel entre une tumeur et un abcés a pyogene en
montrant une restriction de la diffusion au sein de la composante nécrosée du processus expansif (Lai
2003). Elle renseigne sur la malignité et I’hypercellularité (Bulakbasi 2004) des tumeurs en cas de
réduction du coefficient de diffusion apparent (ADC). L’importance de la réduction de la diffusion

aurait une importante valeur pronostique péjorative (Oh 2004).

44



L’IRM de perfusion donne des informations sur la micro vascularisation et I’angiogénése tumorale (Le
Bas 2007). L’imagerie de perfusion évalue I’angiogénése tumorale (Le Bas 2006) grace a la mesure du
volume sanguin cérébral (CBV) au sein de la Iésion. Il faut noter que cette imagerie de perfusion peut
étre acquise par IRM (en valeur relative- .CBV) mais également par les scanners multibarrettes de
derniére génération (en valeur absolue). L’augmentation du CBV est corrélée a ’angiogénése et sera
donc d’autant plus élevée que le grade de la tumeur est élévé (Sadeghi 2008). Selon, les auteurs et les
techniques utilisées il semble qu’un rapport ;CBV supérieur a 1,5 — 1,9 entre tissu tumoral et tissu sain
permette de distinguer les gliomes de haut et bas grade (Kremer 2002, Ellika 2007). La comparaison
de multiples modalités montre qu’un seuil de ,CBV a 1,75 aurait la meilleure performance
diagnostique dans le grading des gliomes avec 95% de sensibilité, 57,5% de spécificité, 87% de valeur
prédictive positive et 79,3% de valeur prédictive négative (Law 2003). Ces techniques d’imagerie
fonctionnelle approchant la densité microvasculaire sont amenées, d’ores et déja, a jouer un role
essentiel lors du grading des gliomes. Parallélement aux techniques de premier passage, 1’ « arterial

spin labelling » a 3 T est en cours d’évaluation (Chawla 2007).

Enfin, la spectroscopie par résonance magnétique (SRM-"H) permet une approche complémentaire par
I’identification des métabolites cérébraux au sein de la tumeur et sera détaillée dans le chapitre suivant

sur I’imagerie métabolique.

L’ensemble de ces techniques récentes ouvre la voie a une analyse multimodale plus exhaustive des

tumeurs cérébrales (Galanaud 2003, Cha 2006).
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| -6-2-4 Spectroscopie par résonance magnétique (SRM-'H)

Les tumeurs gliales sont trés certainement le domaine d’application clinique le plus fréquent de la
spectroscopie protonique in vivo (SRM-'H) car il a été rapidement constaté (Bruhn 1989) que les
tumeurs cérébrales présentaient un spectre trés différent du cerveau normal (Howe 2003).

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n° 1-9: Spectres (TE 30 ms), normalisés et moyennés avec variation standard. Extrait d’Howe
FA et Opstad KS (2003). Spectre témoin normal. B) Méningiome. C) Métastase. D) Astrocytome grade
Il. E) Astrocytome anaplastique. F) Glioblastome. (Abréviations : Ala, alanine ; tCho, cholines ; tCr,
créatines ; Glx, glutamate+glutamine ; GSH, glutathion; L1, L2, lipides; Lac, lactate ; MM,

macromolécules ; mIG, myo-inositol + glycine ; NAA4, N acétyl-aspartate).

L’hypothése initiale était que des tumeurs histologiquement identiques présentaient également une
signature spectrale similaire. Malheureusement, la multiplicité des méthodologies ne facilite pas une
vision claire de sa contribution dans la prise en charge de ces tumeurs. Au début des années 90,
Segebarth (1990) parlait « d’enfance » de la technique, il faut s’interroger sur nos capacités a faire
rentrer la spectroscopie protonique in vivo dans le monde de la maturité de I’adulte et de son utilisation
en routine clinique. En 1995, la SRM-"H bénéficiait d’une reconnaissance officielle comme séquence
diagnostique utile en clinique par la FDA nord-américaine. Pourtant, en 2008, les radiologues ne se
sont toujours pas encore totalement appropriés la technique. Le mythe est-il véritablement devenu
réalité ? (Anstett 2003)
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Une des premieres difficultés tient a la nature elle-méme, trés hétérogene de cette pathologie a propos
de laquelle existent toujours des controverses de classification anatomo-pathologique. De plus, les
différents grades de tumeur ne représentent que 1’analyse a un temps « t » d’un processus évolutif vers
un grade plus élevé. Au sein méme d’une tumeur, peuvent coexister plusieurs contingents de
malignités différentes. La complexité de la pathologie explique également en partie la grande
variabilité des résultats de la littérature.

A cela s’ajoute la multiplicité des protocoles de SRM-'H utilisés pour I’acquisition des spectres, et
pour le post-traitement qui constituent des étapes cruciales influengant 1’interprétation des résultats de
SRM-'H. Cette interprétation est hautement dépendante de la méthode d’analyse des données
spectrales ; donc souvent opérateur et logiciel de post-traitement dépendante (TEC 2003) faisant
douter de la possibilité de généraliser les résultats obtenus a d’autres centres cliniques. Une volonté
d’harmonisation des pratiques de spectroscopie in vivo apparait (INTERPRET project et maintenant

FPG European project « eTumor ») mais n’a pas permis d’obtenir un consensus a 1’heure actuelle.

Il faut donc reconnaitre, qu’avec les moyens méthodologiques actuellement employés, son apport ne
se précise et ne s’affine qu’en complémentarité avec les autres techniques d’IRM, morphologique et

fonctionnelle. Il est, en effet, difficile en pratique clinique, d’utiliser la SRM-'H isolément.

Le défi pour la SRM-"H est de savoir si elle peut participer au diagnostic non invasif, du type et du
grade, d’une tumeur cérébrale. A I’heure actuelle, si de grandes tendances sont unanimement

accepteées, il persiste des discordances importantes entre les différentes études.

De facon générale et aspécifique, en cas de prolifération tumorale, des cellules tumorales gliales
remplacant les neurones normaux, on assiste a une augmentation du rapport Choline/NAA, témoignant
autant d’une chute du NAA que d’une augmentation de la Choline. Dans le cas des gliomes de bas
grade, le métabolisme tumoral est proche de celui de la glie normale et on trouve une Créatine
normale, une élévation du myo-inositol mais sans élévation des lipides. Par contre, en cas de gliome
de haut grade, les lipides dominent le spectre avec une diminution des autres métabolites a 1’exception

de la Choline qui peut rester élevée.

Hollingworth W et al. (2006) ont conduit une revue systématique de la littérature, publiée entre 2002
et 2004, sur ’apport de la SRM-'H dans la caractérisation des tumeurs cérébrales. Une seule large
étude (Moller-Hartmann 2002) montrait un bénéfice statistiquement significatif de 1’apport
diagnostique de la SRM-'H dans D’efficacité diagnostique d’un processus tumoral intracranien par
rapport & I"IRM morphologique seule. Par contre le bénéfice de la SRM-'H dans la différentiation

entre lésion de bas et de haut grade apparaissait moins clair, par rapport a I'IRM morphologique. Ces
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auteurs remarquaient la diversité des méthodologies employées et que trés peu d’études (12%)

abordaient la variabilité inter-observateur, gage de la reproductivité d’une méthodologie.

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n°I-10 : Revue de la littérature 2002-2004 par Hollingworth W et al. (2006)

On retrouve dans la littérature de multiples approches ou thématiques précises sur lesquelles a été
évalué la SRM-'H (Cha 2006, Hollingworth 2006, Galanaud 2006, Grand 2006, Kwock 2006, Sitbain
2007, Oshiro 2007) :

Caractérisation d’un processus expansif intra-axial : est-il tumoral ou non-tumoral (infectieux) ?

Diagnostic différentiel ?
Moller-Hartmann et al. (2002) ont montré que la SRM-"H SVS permettait d’augmenter de 16% (de 55

a 71 %, p<0,01) la pertinence diagnostique par rapport a I'IRM morphologique seule (Bulakbasi
2003).
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L’indication de la SRM-'H, la plus ancienne et indiscutablement reconnue, est le diagnostic positif des
abces a pyogenes, en association avec les séquences de diffusion (Lai 2002).

Les DNETSs ont une signature SRM-"H normale associées a une élévation du coefficient de diffusion
apparent (116,25 + 6,93 x 10”° mm?s) selon Bulakbasi et al. (2003).

Les méningiomes se caractérisent par la présence d’Alanine (Ala) dans une proportion trois a quatre
fois supérieure aux autres tumeurs cérébrales (Bulakbasi 2003, Majos 2004). De facon classique, le

NAA est absent d’un spectre pur de méningiome.

Les lymphomes ont particulierement été étudiés en IRM de perfusion, ce qui permet a cette technique
de les distinguer assez facilement des gliomes de haut grade. Les lymphomes présentent une
hypercellularité avec rupture de la barriére hémato-encéphalique sans néo-angiogénese. Un gliome de
haut grade aura une élévation importante du ,CBV compris entre 2 a 5 fois la normale au niveau de la

prise de contraste alors que le lymphome présente un ,CBV normale, voire diminué.

S’agit-il d’un processus tumoral primitif ou secondaire ? (glioblastome versus métastase)

Il s’agit d’un point particuliérement intéressant dans 1’évaluation de la SRM-'H car en cas de
pathologie métastatique unique, une irradiation externe pourrait étre réalisée sans recours a la
confirmation anatomo-pathologique si I’ensemble des données de I’imagerie morphologique,
fonctionnelle et métabolique atteignait un niveau de spécificité acceptable (Fan 2004). Soulignons
également que lorsque I’on étudie des métastases, le diagnostic histologique n’est pas toujours exigé.

A ce jour les données de la littérature sont encourageantes mais parfois contradictoires.

Selon Castillo (1998, 2000), le myo-inositol est toujours présent dans les tumeurs primitives du
systéme nerveux central mais devrait étre absent des métastases.

Ishimaru et al. (2001) dans une étude comparant I’aspect SRM-'H des gliomes de haut grade (31
patients) et des métastases (25 patients) montrent que la présence de Créatine au sein de la lésion, a TE
long, suggéere une tumeur gliale alors que I’absence évoque une métastase (Burscher 2001). D’autre
part, I’absence de lipides, a TE court, éliminerait une métastase. Pour Majos et al. (2004) aucune
différence statistique n’est mise en évidence pour différencier glioblastomes et métastases et ceci

quelque soit le TE utilisé et sur 86 patients (Lukas 2004).

L’analyse SRM-"H du parenchyme périlésionnel dans cette indication précise semble particuliérement

performante car I’absence d’augmentation de la choline dans 1’hypersignal périlésionnel serait
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déterminante pour différencier une métastase d’une lésion gliale infiltrante dont 1’aspect IRM peut étre

similaire (Burtscher 2001, Law 2002, Fan 2004).

Peut-on différencier les processus tumoraux primitifs ? Caractérisation des tumeurs gliales
(grading), haut grade versus bas grade, grade 11 versus grade 111, tumeurs astrocytaires versus
composante oligodendrogliale ?

A ce jour aucune étude n’a permis de déterminer de fagon fiable et reproductible, d’un centre a I’autre,
une méthodologie de SRM-'H permettant de se passer de la biopsie cérébrale pour grader un processus

tumoral.

Pour certains auteurs, 1’élévation du rapport NAA/Cho et la présence de lactate sont les meilleurs
paramétres pour différencier tumeurs bénignes et malignes, sans permettre toutefois un grading
satisfaisant (Bulakbasi 2003).Le rapport Cho/Cr semble étre le paramétre d’approche du grading
tumoral le plus performant mais peu spécifique pour différencier des tumeurs de méme grade

(glioblastome et métastase, tumeur astrocytaire et non astrocytaire de bas grade).

Majos et al. (2004) trouvent que le rapport Gly/MI a TE court serait utile pour différencier les grades

Il et 111 comme cela a été évoqué par Castillo et al. (2000).

De nombreux rapports de metabolites ont été utilisés pour différencier et caractériser les gliomes
(Kwock 2006). Le rapport Cho/Cr augmente avec le degré de malignité a TE long alors que le rapport

myoinositol/Cr diminue a TE court (Tableau n°I-3).

TE=135ms TE=30 ms
Cho/Cr Cho/Cr Myo/Cr
Témoin 1,08 £ 0,19 0,91+0,15 0,42 £0,16
Grade Il 1,66 + 0,28 1,28 + 0,63 1,02+0,13
Grade Il 2,72 £0,49 2,06 £ 0,36 0,49 £0,21
Grade IV 3,23+1,06 2,15+0,66 0,33+0,17

Moyenne * écart-type

TE: temps d'écho, Cho :Choline,
Cr :Créatine, Myo :Myoinositole

Grade de I'OMS

Table n° I-3 : Rapport de métabolites sur la Créatine chez des sujets témoins et des patients porteurs
de gliomes (d'aprés Smith et al. 2003, Castillo et al. 2000, Shimizu et al. 2000)
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Empiriquement, un rapport Cho/Cr supérieur a 2 permet de détecter la présence d’une composante
maligne au sein de la tumeur étudiée alors que des valeurs entre 1,5 et 2 sont plus suspectes
d’infiltration tumorale. Tedeschi et al. (1997) et Shimizu et al. (2000) concordent pour retrouver une
augmentation de la Choline corrélée aux capacités prolifératives des gliomes. De fagon contradictoire,
Howe et al. (2003) et Dowling et al. (2001) retrouvent un niveau de Choline inférieur dans les
glioblastomes (grade 1V) que dans les gliomes de grade Il ou IlI.

De nombreux auteurs se sont intéressés au rble du lactate en pathologie cérébrale tumorale.
L’apparition d’un pic de Lactate en SRM-"H témoigne d’une perturbation du métabolisme énergétique
cellulaire. Dans la pathologie tumorale, le lactate est considéré comme un marqueur de malignité
(Usenius 1994, Isobé 2002) et également d’efficacité thérapeutique (Kimura 2001, Tarnawski 2002,
Masumura 2005). A TE court, la superposition du pic des lipides ne permet pas d’individualiser le
Lactate mais 1’acquisition a TE long (135 ms) permet de le détecter grace au phénoméne de couplage
et au temps de relaxation T2 plus courts des lipides. Selon Bulakbasi et al. (2003) ’augmentation du
rapport Lac/Cr est corrélée au degré de malignité. Meyerand et al. (1999) montrent que les rapports
Lac/Eau et Cho/Eau sont particulierement performants pour différencier les trois grades de tumeurs
gliales et que Cho/Eau était le meilleur index pour individualiser les tumeurs de bas grade (grade 1) et
les gliomes malins (grade 111 & 1V). Les mémes auteurs utilisant la créatine comme référence interne

sont également capables de différencier 75 % des grades 111 des grades IV avec le rapport Lac/Cr.

Les Lipides sont fréeqguemment retrouvés dans les tumeurs de haut grade a TE courts, par contre
uniguement dans 41% des cas a TE long du fait de leur temps de relaxation T2 court. Des études
histologiques ont corrélé la présence de lipides avec la nécrose, qui est une caractéristique des lésions

de haut grade, et avec le pronostic du patient (Howe 2003).
Preul et al. (2000) atteignent 90 % de fiabilité dans la distinction du type et du grade des tumeurs

cérébrales primitives. Majos et al. (2004) ont obtenu une classification tumorale exacte dans 94 % des

cas en utilisant les informations fournies aux 2 temps d‘écho (30 et 136 ms).
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Figure n° 1-11 : spectre SRM-"H SVS moyen obtenu & TE = 30 ms (PRESS, TR=2000 ms) pour 5 types
de tumeurs (Majos et al. 2002). Pas de différence significative entre les glioblastomes et les

métastases.
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Figure n° 1-12 : spectre SRM-"H SVS moyen obtenu & TE = 136 ms (PRESS, TR=2000 ms) pour 5
types de tumeurs (Majos et al. 2002). Pas de différence significative entre les glioblastomes et les

métastases.

Au sein des gliomes de bas grade, la différentiation entre les astrocytomes et les tumeurs a composante

oligodendrogliale est toujours un sujet en cours de développement.

Pour Rijpkema et al. (2003) la mise en évidence d’un pic correspondant au complexe glutamine-
glutamate au sein d’un gliome de bas grade ferait évoquer le diagnostic d’oligodendrogliome plut6t

que celui d’astrocytome.

Vuori et al. (2004), montrent avec réserve, sur une petite population, que le niveau de Choline et de
Créatine pourrait aider a différencier les astrocytomes des tumeurs de la lignée oligodendrogliale
(oligodendrogliomes et oligoactrocytomes). Les astrocytomes de bas grade sont associés a une
« modeste » élévation de la Cho (+69 % % 34) et a une diminution de la Cr (-27 % + 37) alors que les
oligodendrogliomes et oligoastrocytomes montrent une augmentation beaucoup plus prononcée de la
Cho (+149 % £ 43, p < 0.01) et de la Cr (+58 % = 50, p < 0.01).
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Pour Stadlbauer et al. (2006), sur 26 patients étudiés en imagerie spectroscopique haute résolution
trouvent un seuil de 0,8 pour le rapport Cho/NAA pour différencier les grade Il des grades Ill et
séparent au sein du sous groupe des grades Ill, les oligodendrogliomes/ oligoastrocytomes des
astrocytomes sur la valeur de la concentration absolue en Cr (> 7 mmol/l, p=0,02 pour les
astrocytomes grade I11). Les concentrations en NAA et en Cho ne permettent pas de différencier ces
deux groupes de tumeurs. Stadlbauer et al. (2006) justifient ces résultats contradictoires d’avec Vuori
et al. (2004) par leur capacité en CSI & obtenir des plus petits voxels de 0,45 cm® grace a la haute

résolution (versus 1,5 cm® pour Vuori 2004).

Yin (2004) illustre, sur un cas, la transformation d’un oligodendrogliome vers la malignité en montrant

I’apparition d’un pic de Lactate lors d’une surveillance évolutive.

Caractérisation de Pinfiltration tumorale

La SRM-'H a été évaluée sur ses capacités discriminatives entre I’infiltration tumorale et 1’cedéme
péri 1ésionnel. L’cedéme réalisant une simple dilution des métabolites, le spectre aura une apparence
normale, alors que I’infiltration tumorale aura un spectre tumoral classique. Croteau et al. (2001) ont
montré que le pic de Choline était positivement corrélé au degré d’infiltration tumorale constaté a
I’analyse histologique. Au sein de « I’cedéme » péritumoral (Fan 2004, Ricci 2007) on assiste a une
diminution significative des rapports NAA/Cr et NAA/Cho, ainsi qu’a la détection plus fréquente de
Lactate. Ces études suggérent que le Lac diffuse de la lésion vers le tissu péritumoral. Fan et al. (2004)
ont évalué chez 22 patients (8 métastases et 14 gliomes de haut grade, 1l & IV) I’efficacité de la SVS
a 2 Tesla (PRESS, TE 45 et 135 ms, dans les régions péritumorales, rehausses par le produit de
contraste, et une référence dans le tissu normal controlatéral) pour différencier les tumeurs gliales de
haut grade des métastases cérébrales. L’¢élévation du pic de Cho et I’augmentation du rapport Cho/Cr
au sein de ’hypersignal T2 péritumoral sont retrouvés exclusivement dans les gliomes de haut grade et
sont tout a fait spécifiques et confirment I’infiltration tumorale des tissus adjacents a la prise de
contraste tumorale. Pour Stadlbauer 2006, il existe une corrélation linéaire entre les modifications du
NAA et le degré d’infiltration tumorale. Au sein des gliomes de haut grade, les rapports Cho/Cr dans
les régions péritumorales étaient significativement différents (p <0,01) entre les grades Ill et 1V
(respectivement 1,3 £ 0,56 et 3,18 + 0,24). Les rapports Glu/Cr sont également plus élevés dans les
grades IV que dans les grades Ill et ceci autant dans la région tumorale que dans la région
péritumorale. Ces résultats pouvant étre un argument indiguant que les élévations de la Cho et du
Glutamate pourraient étre corrélées positivement avec la transformation en gliome de plus haut grade
(Stadlbauer 2006).
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Surveillance des tumeurs gliales : évolution spontanée, en cours de traitement, récurrence versus

radionécrose ?

Il s’agit d’'un domaine illustrant le manque de spécificité de 'IRM devant la présence d’une prise de
contraste lors de la surveillance d’une tumeur cérébrale. S’agit-il d’une évolution tumorale ou dun
effet de la radiothérapie ? La SRM-'H a été mise & contribution dans cette indication (Graves 2001,
Schlemmer 2001 et 2002, Rabinov 2002) montrant qu’une augmentation de la Cho de plus de 50 %
et/ou Cho/Cr > 2 avait une sensibilité comprise entre 64 et 95 % pour une spécificité entre 82 et 100 %

(Cha 2006) pour détecter une évolution tumorale.

Alimenti et al. (2007), sur un suivi longitudinal de 21 patients, montrent que le rapport NAA/Cho est
le meilleur marqueur de transformation tumorale d’un grade II en III avant traitement avec une
sensibilité de 53,9 %

Dans une évaluation pronostique, Kuznetzov et al. (2003) montrent, grace a I’analyse de multiples
parameétres spectroscopiques sur un modéle de régression logistique, que la SRM-'H permettait de

prédire la survie de patients porteurs de gliomes.

Enfin, la SRM-'H a également été étudiée lors du suivi thérapeutique des tumeurs cérébrales.
L’efficacité du traitement entraine I’effondrement des métabolites cellulaires et I’apparition de lipides
libres (Preul 2000, Kimura 2001). La reprise évolutive s’accompagne d’une élévation de la Choline

qui précéde les modifications morphologiques.

Remarques générales

On retrouve, dans la littérature, une tendance récente a favoriser [’utilisation de 1’imagerie
spectroscopique (CSI) aux dépens de I’analyse mono-voxel (SVS). La justification clinique de
I’utilisation du CSI (Yerli 2007, Kwock 2006, Pruel 1996) est qu’elle permet une approche beaucoup
plus globale de I’hétérogénéité tumorale. Toutefois, les partisans du SVS (Tong 2004, Jeun 2005,
Ricci 2007, Meyerand 1999) soulignent la perte de signal et la diminution de qualité individuelle des

spectres acquis en spectroscopie multi-voxel.

Malgré la performance de la SRM-'H & de nombreux niveaux de la prise en charge des gliomes, les
résultats obtenus dans la littérature sont difficilement reproductibles en pratique clinique. Le principal
défaut de la SRM-'H réside dans 1’importante hétérogénéité des protocoles d’acquisition et de post-

traitement utilisés par chaque équipe. C’est la raison pour laquelle une volonté d’harmonisation des
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pratiques de spectroscopie in vivo apparait (INTERPRET projet — IST-1999-10310) mais n’a pas,

encore, permis d’obtenir un consensus a 1’heure actuelle.

Devant cette difficulté majeure de ’application de la SRM-'H en routine clinique, deux voies sont
possibles :

- Soit le développement d’un « logiciel universel » utilisable sur toutes les modalités
industrielles et dans tous les sites de neuro-spectroscopie.

- Soit ’utilisation exclusive d’un référentiel local (base de données et logiciel de post-
traitement) dont les données, validées localement, ne seront pas forcément comparables a ceux

d’autres centres.

| -6-2-5 Imagerie par médecine nucléaire

Selon les SOR (Standard, Option et Recommandation des centres de lutte contre le cancer 2002), les
techniques d’imagerie de médecine nucléaire, comme la tomographie par émission de positons (TEP)
et la tomographie par émission mono photonique (TEMP), ne doivent étre réalisées que dans le cadre

d’un protocole de recherche clinique.

La TEP (PET-scan) est classiquement considérée comme I'examen de référence pour I'étude du
métabolisme cérébral (Bénard 2003). Mais les résolutions spatiales et temporelles restent médiocres et
l'irradiation importante limite son emploi comparativement aux explorations moins invasives. Elle

utilise deux margueurs principaux jugés complémentaires.

Le ®F-FDG (2 Fluorodéoxyglucose) étudie le métabolisme tumoral du glucose et n'est pas
influencé par la rupture de la BHE. La spécificité reste toutefois imparfaite vis-a-vis du grade tumoral
des gliomes mais aussi vis-a-vis du diagnostic de malignité d'une masse intracranienne (Sasaki 1998)

Le MC-MET (L-Méthyl-**C-méthionine) étudie le métabolisme et le transport de la
méthionine. L’étude de Sasaki et al. (1998) sur 23 patients montre que le "C-MET-PET permet le
diagnostic d’astrocytomes et la différenciation entre tumeurs bénignes et malignes, mais ne permet pas
de déterminer le grade des tumeurs de fagon supérieure au **F-FDG (Miwa 2007). Le "C-MET-PET
présente des contraintes techniques lourdes et colteuses (durée de vie treés courte des radioéléments

obligeant a réaliser I'imagerie a proximité du Cyclotron).
La TEMP (SPECT) a I’avantage d’étre une technique moins onéreuse et moins irradiante que la TEP,

ce qui la rend plus accessible, mais sa résolution spatiale est en revanche trés inférieure. Elle utilise

différents radioéléments pour I'étude des tumeurs cérébrales (Thallium 201, Technetium-99-sestamibi)
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sans que son utilité en clinique ne soit clairement établie. Toutefois dans la distinction entre récidive
tumorale ou radio-nécrose, il semble que la TEMP au Thallium 201 soit supérieure au TEP-FDG
(Gomez-Rio 2008).

Les outils d’imagerie nucléaire peuvent participer a I’évaluation multimodale des gliomes cérébraux
avec une augmentation de I’efficacité diagnostique (de 68 % a 97 %) en association avec I'IRM et
1"SRM1H(Floeth 2005).

1-6-3 Apports de la biologie moléculaire, génomique et protéomique

Ces derniéres années, les progrés en biologie moléculaire et en génétique ont permis d’identifier de
multiples voies de I’oncogénése cérébrale. L’ impact clinique de ces données reste encore limité mais
est promis a un avenir décisionnel dés que des corrélations entre les caractéristiques génomiques et

protéomiques auront été faites avec le comportement clinique de ces tumeurs (Maher 2001).

L’étude des altérations génétiques qui sous-tendent la genése et la progression des gliomes permet la
compréhension des mécanismes a 1’origine du développement de ces tumeurs en établissant une
« carte d’identité génétique » (génotypage) de chaque tumeur. Elle ouvre la perspective d’une nouvelle
classification « moléculaire ». 1l s’agit d’une révolution de la logique actuelle de classification des
tumeurs en permettant une individualisation pronostique et thérapeutique. Selon Nutt et al. (2003) une
classification basée sur la genomique serait mieux corrélée a la survie des patients que la classification
histologique. Les anomalies moléculaires qui mettent en jeu genes suppresseurs et oncogéenes semblent
se succéder pour former des voies de progressions tumorales multiples. Par ailleurs des acteurs de la
différenciation, de I’invasion et de ’angiogénése tumorale, participent & la transformation tumorale

gliale.

Le géne p53 est muté dans plus de 50% des astrocytomes de grade |1, rarement dans les glioblastomes
de novo et dans les oligodendrogliomes purs. Les mutations du géne p53 semblent donc étre un
facteur pronostic défavorable. Par contre, dans le cadre des oligodendrogliomes, on retrouve
fréguemment des délétions associées du chromosome 1p et 19g. Ces anomalies ne sont retrouvées que
dans moins de 10% des tumeurs astrocytaires. Ces différents profils moléculaires ont une incidence
pronostique. La délétion 1p isolée semble représenter un facteur prédictif positif de réponse a la
chimiothérapie et influence favorablement la survie. D’autres altérations moléculaires comme les
pertes du chromosome 10q, les délétions de P16/CDKN2A sembleraient avoir un réle pronostic

défavorable. Le gene MGMT, participant a la réparation de ’ADN en supprimant les groupements
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alkyls. Il va donc potentiellement induire des résistances aux chimiothérapies alkylantes. Les résultats
demeurent cependant limités et parfois contradictoires.

Figure n°® I-13 : Représentation schématique des voies de progression des tumeurs gliales (extrait de
Behin A et al. Lancet 2003 ;361 :323-31).

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

LOH = perte de I’hétérozygotie ; GBM = glioblastome ; GBMO = glioblastome avec composante
oligodendrogliale ; Carré orange = altération génétique du contréle du cycle cellulaire ; TP 53 =
mutation ; RB = mutation ; PL6/CDKN2A = délétion homozygote ; CDK4 = amplification ; Carré
vert = altérations génétiques touchant les voies de transductions ; EGFR = amplification ; PDGFR =
surexpression ; PTEN = mutation ; Carré bleu = perte de I’hétérozygotie des chromosomes 1p/19q ou
10q.
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1-6-4 Considérations thérapeutiques

La prise en charge thérapeutique des gliomes de I’adulte se base actuellement en France sur le rapport
établi en 2002 par la Fédération Nationale des Centre de Lutte Contre le Cancer (FNCLCC) établissant
des « standards, options et recommandations » (SOR 2002). L’age et 1’état fonctionnel préopératoire
du patient ainsi que le type histologique et le grade de la tumeur sont les facteurs pronostiques
déterminants et reconnus (Philippon 2004).

1-6-4-1 La chirurgie

La chirurgie reste la technique fondamentale pour la confirmation histologique (biopsie stéréotaxique
ou exérése) et le traitement. L’exérése doit étre optimale, ¢’est-a-dire aussi large que possible sans

risque fonctionnel majeur afin de réduire 1’effet de masse

1-6-4-2 La radiothérapie

La radiothérapie doit étre proposée comme traitement de premiére intention des gliomes de haut grade.
L’irradiation doit étre focale par radiothérapie externe conventionnelle. Le volume tumoral
macroscopique (GTV) correspond a la prise de contraste a I’imagerie ou, en cas d’exérése compléte,
aux bords de la cavité opératoire. Pour les lésions sans prise de constraste en pondération T1,
I’hypointensité tumorale sera incluse dans le GTV. Le volume cible (CTV) comprend une zone de
sécurité de 20 mm, située au-dela des limites du GTV.

En fonction du grade et du type histologique, et du volume tumoral, cette marge de sécurité peut étre
réduite. Des rayonnements multiples, focalisés, doivent étres utilisés afin de minimiser la dose totale
délivrée, par fractionnement, au cerveau normal. La dose doit étre adaptée au type histologique et au

grade de la lésion et ne doit pas dépasser un total de 60 Gy.

1-6-4-3 La chimiothérapie

La stratégie thérapeutique doit étre adaptée a 1’histologie et a 1’état clinique du patient, les tumeurs
gliales ayant une chimio-sensibilité limitée. La chimiothérapie a base de nitrosourées (BCNU) a
montré une certaine efficacité seule ou en association sous I’appellation PVC (CCNU, procarbazine et
vincristine) particuliérement sur les oligodendrogliomes présentant une délétion des chromosomes 1p—

199. En deuxieme ligne, le témozolamide peut étre utilise.
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1 Développements Méthodologiques

En pratique de SRM-'H clinique de routine neuroradiologique, le post-traitement utilisé est, le plus
souvent, directement fourni par I’industriel sans une évaluation préalable (Petrou 2007). Les logiciels
de post-traitement experts souffrent de la difficulté d’un long apprentissage et d’une expérience

nécessaire au maniement des outils statistiques.

Notre objectif a été de développer un ensemble cohérent d’outils pour explorer et caractériser les
tumeurs cérébrales avec les méthodes de spectroscopie protonique mono voxel (SRM-'H SVS)
facilement utilisables dans un environnement clinique et un protocole de traitement des spectres le
plus indépendant possible des opérateurs pour s’affranchir de tout biais lié¢ a I’expérience. Ce nouveau

post-traitement a pu étre comparé a celui du constructeur (plateforme Syngo™).

L’utilisation d’un post-traitement plus simple, implanté sur la console méme de I’IRM, ne veut pas
pour autant dire réducteur ni simplificateur, mais plus reproductible d’un opérateur a un autre, sans la
nécessité de se former au maniement de logiciels experts complexes et déportés. Nous avons opté pour
la prise en compte de tous les paramétres de spectroscopie protonique, ¢’est-a-dire le couplage au
second ordre, la J-modulation, la déclaration de tous les métabolites cérébraux présents dans le spectre
entre 0 et 4 ppm et ayant une concentration supérieure a 1 mM. Seize de ces métabolites ont été

modélisés et pris en compte dans la librairie locale du logiciel Syngo™.

-1 Description du protocole d’acquisition

Notre premiere étape a été la mise au point d’un protocole d’acquisition de spectres permettant
d’évaluer la fiabilité des conditions d’acquisition et de déterminer précisément le temps de relaxation

T2 pour s’affranchir des modulations induites par la relaxation transversale.

L’ensemble des expérimentations a été effectué sur un imageur clinique de 1,5 Tesla (Sonata, Siemens
AG, Erlangen, Allemagne) installé a I’hopital G&R Laénnec, St Herblain CHU de Nantes (Service de
Neuroradiologie Diagnostique et Interventionnelle du Pr A. de Kersaint-Gilly). Une antenne « Téte »

émettrice-réceptrice classique a été utilisée.

Des mesures de SRM-'H sans et avec suppression du signal de I’eau (CHESS) ont été acquises en
séquence PRESS a 4 temps d’échos (TE : 30, 60, 135 et 270 ms). Le Temps de Répétition (TR) a été
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choisi @ 2000 ms. Le nombre d’accumulation était de 96 pour les spectres des volontaires sains avec
suppression du signal de 1’eau, de 32 pour les spectres de fantomes avec suppression du signal de 1’eau
et de 2 pour les spectres de I’eau sur volontaires et sur fantdmes. La fréquence d’échantillonnage était
de 1100 Hz. 1024 points complexes étaient acquis. La taille du voxel était de 20 x 20 x 20 mm situé
dans la substance blanche du lobe frontal gauche chez les volontaires sains. L homogénéité du champ
magnétique était optimisée grace a une option « shim automatique » pour se rapprocher d’une largeur

a mi-hauteur du pic de I’eau de 5 Hz chez les volontaires et toujours inférieure pour les fantdmes.

Cette mesure du pic de I’eau nous sert de référence pour évaluer I’homogénéité de By et la qualité de la
mesure pour chaque volontaire. En cas de résultats supérieurs a 5 Hz, nous repositionnons le voxel
pour éviter toute contamination par des structures ventriculaires ou osseuses. Pour les fantémes, une
attente de 10 minutes, entre le positionnement et la premiére acquisition, était généralement nécessaire
pour obtenir une stabilisation de la solution liquide et permettre 1’obtention d’une largeur a mi-hauteur

inférieure & 5 Hz.

-1-1 Matériels

Ce protocole d’acquisition a été utilisé sur des solutions modéeles et des volontaires sains.

Solutions modeles : Les solutions modeles des principaux métabolites cérébraux ont été

préparées par dilution dans une solution tampon (pH = 7,00 = 0,02) contenant du NaNs; pour la
stérilisation et un composé de référence pour le réglage de la phase et pour une meilleure correction
du décalage en fréquence. Les métabolites analysés sont : I’alanine, I’aspartate, la choline, la créatine,
I’éthanolamine, le GABA, le glutamate, la glutamine, le glutathione, le myo-inositol, le scyllo-inositol,
le NAA, les lactates et la taurine. La concentration des métabolites était de 30 mM a I’exception du
glutamate (40 mM), du NAA (10 mM) et de la taurine (20 mM). Deux composés ont été utilisés pour
« phaser » le spectre : le diméthyl-2,5-hexanediol, concentré a 5 mM a été utilisé dans la plupart des
cas et ’acétate, concentré a 25 mM, pour les métabolites ayant un déplacement chimique entre 0,7
ppm et 2 ppm (alanine et lactate). Ces solutions ont été transférées dans un fantéme sphérique de 2,5L

(dont 125 ml de solution tampon) pour faire les acquisitions.

La solution tampon était composée de :

05M (114 g) K;HPO43H,0

05M (689g) KH,PO,

12 ¢ NaN; (pour un litre d’eau distillée)
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Volontaires sains : Trente volontaires sains (17 femmes et 13 hommes) ont été recrutés. La

moyenne d’age était de 29,5 ans (de 19 a 59 ans). Les volontaires n’avaient pas d’antécédent de
maladies du systeme nerveux central. Leur examen d’IRM morphologique de repérage n’a révélé

aucune anomalie.

lI-1-2 Développement méthodologique du protocole de post-traitement

Notre second objectif a été de développer un protocole de post traitement fiable, reproductible et
« non-opérateur-dépendant », utilisable en pratique clinique sur la console de 'IRM. Ce travail a fait

I’objet d’une publication en Annexe n°l (Pineda-Alonso N, Desal H, Baguet E, Toulgoat F, Akoka S. Accurate
Determination of concentrations by localized proton magnetic resonance spectroscopy. Instrumentation Science and
technology 2008;36:71-80.)

Deux protocoles de post-traitement ont été comparés. Ces deux protocoles utilisaient la méme

plateforme clinique « Syngo™ ».

M-protocole : est le protocole installé en routine par le constructeur Siemens. Ce logiciel
« Syngo™ » travaille dans le domaine fréquentiel et posséde un algorithme itératif d’ajustement par
les moindres carrés, qui détermine la valeur optimale de la position, de I’intensité et de la largeur des
pics pour les métabolites afin de minimiser I’erreur d’ajustement. Dans ce protocole, seuls 5
métabolites sont déclarés dans la librairie locale avec leur singulet ou multiplets sans tenir compte des
effets de couplage au second ordre ou de la J-modulation. Un filtre de Hanning (largeur de 700ms) est
appliqué centré a Oms. La correction de la ligne de base est obtenue par soustraction d’une fonction

polynomiale de dégré 6, calculée par ajustement dans cinq régions du spectre définies par I’opérateur.

P-protocole : est le protocole développé a ’occasion de ce travail.

l-1-3 Description de notre protocole de post-traitement : P-protocole

Notre hypothése de travail est de considérer la ligne de base comme une combinaison linéaire
de ’ensemble des massifs de métabolites présents entre 0 et 4 ppm. Nous avons modélisé pour les
seize métabolites cérébraux cibles, tous les massifs situés entre 0 et 4 ppp en utilisant les travaux de
Govindaraju et al. (2000) pour les déplacements chimiques et les constantes de couplage. Chaque
massif, correspondant & un déplacement chimique, a été modélisé pour chacun des TE (30, 60, 135 et

270 ms), en tenant compte de la J-modulation.
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La prise en compte de I’effet de second ordre pour les couplages conduit a un nombre trés
important de raies. Compte tenu de la faible valeur du champ magnétique B, (1,5 Tesla) et de la
largeur des raies (plusieurs Hz), les recouvrements sont trés nombreux. Lorsque plusieurs raies se
superposent, nous avons choisi de simuler un seul signal global en moyennant les phases relatives des
raies superposées et en additionnant leurs intensités. Les massifs ont été déclarés individuellement
dans la librairie de pics du logiciel « Syngo™ » sous forme de métabolite avec un déplacement
chimique précis, un nombre limité de raies et des fréquences et phases fixées et relatives au

déplacement chimique du massif (http://www.sciences.univ-nantes.fr/CEISAM/ebsi/irmquant.html).

a d
b e
c f

Figure n°ll-1: Spectres du glutamate (gauche) et du NAA (droite) simulés a 63,6 MHz au 2e ordre (a
et d), au 2e ordre et en considérant la J-modulation (b et €). Spectres expérimentaux obtenus sur les
solutions modeéles avec la séquence PRESS, TR = 2000 ms et TE = 30 ms (c et f). L axe des abscisses
correspond au déplacement chimique en ppm.
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Un ajustement empirique final est réalisé avec le spectre expérimental du métabolite pur, obtenu dans
les mémes conditions que les mesures in vivo.

Le signal des lipides est défini dans le domaine fréquentiel comme de larges pics gaussiens.

Gréace a la prise en compte de ces seize métabolites, la ligne de base est correctement décrite et une
correction au premier ordre par un ajustement automatique dans le domaine fréquentiel est alors

suffisante.

Une correction manuelle du décalage en fréquence, par rapport au pic de Cho (3,21ppm), est la seule
opération manuelle pour minimiser erreur d’ajustement entre les courbes expérimentales et
théoriques. Un filtre exponentiel avec une constante de 200 ms, centré a Oms, a été appliqué, car pour
I’approche que nous suggérons, 1’utilisation de ce filtre nous donnait I’erreur d’adaptation la plus
faible par rapport aux autres filtres possibles donnés par le logiciel Syngo™, (Hanning, Gaussien et
Rectangle). De plus, ce filtre permet d’éliminer plus de bruit que le filtre de Hanning proposé dans le
protocole du constructeur. Les autres types de filtres appliqués avec une constante de 200 ms

donnaient une mauvaise résolution des raies et une erreur d’adaptation supérieure.

De facon commune aux deux protocoles (M et P) les étapes suivantes ont également été
appliquées :

-¢élimination logicielle du signal résiduel de I’cau,

-remplissage par des zéros jusqu’a 2048 points avant Transformation de Fourier

-et correction de phase automatique d’ordre 0.

Nous avons également vérifié expérimentalement que la correction au premier ordre
n’améliorait pas le post-traitement. Cela est cohérent avec I’utilisation de séquences générant un écho
(PRESS ou STEAM) ; la différence de phase entre les différents massifs est alors compensée par la

refocalisation.

l1-1-4 Calcul du temps de relaxation T2 et de la concentration absolue
des métabolites

Le calcul du temps de relaxation T2 a été obtenu par un ajustement exponentiel avec les
mesures de chaque métabolite aux quatre temps d’écho (30 ms, 60 ms, 135 ms et 270 ms). Un
ajustement multi-exponentiel n’a pas été utilisé en raison du faible nombre d’échos acquis. Il est

possible que le temps d’écho a 30 ms induise une erreur systématique dans le calcul du T2.
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La concentration absolue a été calculée en utilisant ’eau comme référence interne et les

équations (11-1, 11-2, 11-3) (Gruber 2003, Isobe 2002):

fw 2 S ¢ li .
Cgtabolite = Ceau '(_j'(ﬁj(ngta—m]'Kl'Kz Eqg. I1-1
eau

TR,
K _ Tleau L
1= R Eq. 11-2

T
l-exp(-————
P( T1 )

1-—exp(

métabolite

exp(_ =)
T2mgtabolit .
Ky = metanotte Eq. 11-3

TE
exp(——)
T2eay

0U Crstanolite €t Ceay SONt les concentrations des métabolites (mol/kg poids humide) et de 1’eau
(35 mol/kg poids humide) (Isobe 2002),

Shetabolite €t Seau sont les aires sous les raies des métabolites et de I’eau,

n est le nombre de protons sur un site moléculaire donne,

TE est le temps d’écho,

TR est le temps de répétition,

T 2metanotite €1 T 2600 sont les temps de relaxation transversale du métabolite et de 1’eau,

T Lietanolite €1 Tlequ sont les temps de relaxation longitudinale du métabolite et de I’eau.

fs et fw sont des facteurs du gain du récepteur pour les spectres avec saturation du signal de I’eau et les
spectres de I’eau. Dans cette étude fs et fw sont constants pour toutes les mesures. En pratique, grace a
I’utilisation d’un Convertisseur Analogique Numérique (ADC) de 32 bits du systéme, fs et fw sont

égaux.
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[I-2 Reésultats de la comparaison des deux protocoles - Validation

11-2-1

Spectres sur les fantdmes de métabolites purs

Lors de I’application de P-protocole sur le spectre d’un fantome de métabolite pur, on obtient un seul

spectre du métabolite analysé et cela quel que soit le TE utilisé.

10—

HAA ddi

10—

MAA ddi

10

Figure n°® I1-2: Spectre d’un fantéme contenant du NAA a une concentration de 30 mM. Spectre
expérimental (ligne noire) et spectre modélisé (ligne bleue) du NAA a quatre temps d’écho différents
(a. 30, b. 60, c. 135 et d. 270 ms), TR 2000 ms avec 32 accumulations. Les lignes REF 1 et REF 2
correspondent au diméthyl-2,5-hexanediol qui a été utilisé comme référence pour ajuster le décalage
de phase. L’axe des abscisses correspond au déplacement chimique en ppm et ['axe des ordonnées

correspond a l'intensité des pics donnée en unite arbitraire.
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lI-2-2 Approches  quantitatives sur fantdme contenant des
concentrations de métabolites connues

Nous avons réalisé des acquisitions sur un fantdme de 50 mL contenant 5 métabolites (NAA,
créatine, choline, glutamate et myo-inositol) a des concentrations proches de celles du cerveau humain
(Govindaraju 2000). Le pH était contrdlé & 7,05 + 0,02. Du Dotarem (Gd-DOTA a 0,5 mol.I™") a été

ajouté a 1 % afin d’obtenir un temps de relaxation longitudinale proche de la valeur observée in vivo.

Afin de disposer des valeurs les plus précises possibles pour les concentrations des
métabolites, un échantillon a été prélevé et quantifié par spectroscopie haute résolution (DRX 500
avance Bruker, tube 5mm, soude duale directe *H/™*C, suppression du pic de I’eau par saturation,

quantification par le logiciel PERCH™, répétition de chaque spectre 10 fois)

Les mesures réalisées sur les volontaires ont été reproduites sur ce fantbme et répétées cinq
fois. Les résultats ont été analysés avec les deux protocoles P-Protocole et M-Protocole (Tableau n® 1l-
1). Méme si les deux protocoles donnent des résultats satisfaisants pour la quantification, les
incertitudes des mesures sont plus faibles avec le P-Protocole et les mesures sont significativement
plus justes pour le NAA et la choline. Pour la créatine, les deux protocoles donnent des résultats

comparables.

Tableau n° I1-1: Concentrations réelles et mesurées obtenues sur le fantdbme de 50 mL contenant NAA,
créatine, choline, glutamate et myo-inositol. Les résultats sont exprimés en mM (moyenne * écart-type
sur 5 spectres). La valeur en % indique la justesse : écart a la valeur obtenue en haute résolution.

Concentration dans le Concentration quantifiée ~ Concentration quantifiée

fantdme (mM) * par P-Protocole (mM) par M-Protocole (mM)
12,7+0,2 13,2+0,3
NAA 11,55 +0,09
(+10,0 %) (+14,3 %)
24+0,1 3,1+£0,2
Cho 2,52 +0,01
(-4,8 %) (+23,0 %)
8.4+0,2 8,1+0,3
Cr 8,32+ 0,05
(+1,0 %) (-2,6 %)

* Mesurées par RMN haute résolution

Il faut noter que pour ces mesures, les valeurs de T2 étant trés supérieures a ce qui est observé in vivo,

la correction en T2 n’a pas été utile.
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1I-2-3 Spectres sur volontaires sains

Le spectre in vivo des métabolites cérébraux de chacun des 30 volontaires a été ajusté par un
spectre simulé qui est le résultat d’une combinaison linéaire des spectres modélisés pour les 16
métabolites. Quand les mémes données brutes sont analysées avec notre protocole (P-Protocole) et le
protocole proposé par le constructeur (M-Protocole), notre protocole donne une erreur d’adaptation de

5 a 10 fois plus faible que I’erreur d’adaptation du protocole du constructeur (Figure n® II-3).

-

.
T R YO NN

Figure n° 11-3 : Spectre d’un volontaire sain (séquence PRESS, TR de 2000 ms et TE = 30 ms). (a)
spectre traité avec le protocole de post-traitement proposé par le constructeur (M-Protocole). (b)
spectre traité avec notre protocole de post-traitement (P-Protocole). Les spectres expérimentaux sont
en haut, les spectres simulés au milieu et la différence exp-sim est en bas. L erreur d’adaptation est 85
u.a. pour M-Protocole et 11 u.a. pour P-Protocole.

Pour les TE longs, ’erreur d’adaptation absolue diminue naturellement puisque le niveau de signal

diminue. La qualité de 1’ajustement est meilleure pour le P-Protocole pour les 3 TE (30 ms, 135 ms et
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270 ms) et reste quasi constante, tandis que pour le M-Protocole 1’ajustement devient moins bon pour
les TE longs. Ceci est plus clairement illustré lorsque I’erreur normalisée est calculée (erreur
d’ajustement/niveau du signal FID) et tracée pour les deux protocoles et les quatre échos.

(Figure n® 11-4).
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Figure n°® lI-4 : Erreur d’ajustement entre la courbe expérimentale et la courbe simulée, normalisée
par le niveau de signal du FID (Erreur d’ajustement/ Niveau de signal du FID) pour TE égal a 30, 60,
135 et 270 ms. L erreur reste faible pour le protocole P-Protocol (A) par rapport au M-Protocol (m)
méme si le niveau du signal du FID décroit.

Les pics de résonances quantifiées sont les singulets du NAA, de la créatine et la choline. Nous avons
utilisé I’aire sous la courbe de ces métabolites pour calculer la concentration. Les autres groupes sont,
pour cette étude, uniquement utilisés pour modéliser la ligne de base. La qualité des mesures n’a pas

permis un calcul précis de la concentration des autres métabolites.

l1-2-4 Approches quantitatives, calcul des temps de relaxations T1, T2 et
des concentrations (PRESS)

A partir des équations de quantification d’Isobe (2002) et Gruber (2003) (Eq. 1I-2) et (Eq. 11-3), les
temps de relaxations T1 et T2 sont nécessaires pour calculer la concentration des métabolites (Eq. 11-
1). L’erreur induite dans 1’estimation de la concentration dépend donc de la précision de mesure de ces
paramétres. Les formules (Eq. 11-2) et (Eq. 11-3) corrigent les effets du T1 et du T2 des métabolites et

de I’eau au sein de I’échantillon analysé.
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[1-2-4-1 Evaluation de I'effet T1

Quand le TR d’une séquence est court (inférieur a 5 fois le temps de relaxation longitudinal - T1)
I’aimantation n’a pas le temps de se reconstituer totalement avant 1’excitation suivante, ce qui aboutit a
une réduction du signal (saturation partielle). Un TR de 7000 ms permet une réduction de signal de
0,7 % alors qu’un TR a 2000 ms conduit a une réduction de signal de 25% (Jansen 2006). Toutefois,
lorsque les T1 des différents métabolites mesurés sont proches, 1’atténuation relative entre deux raies
du spectre est faible. En remplagant les valeurs de T1 dans ’expression K1 (Eq. 11-1), nous avons
trouvé que I’erreur que nous induisions en négligeant la correction des effets T1 est d’environ 10%.
Notons aussi que la correction de I’effet T1 implique une augmentation du temps d’acquisition,
puisque I’aire sous la courbe des principaux pics doit étre mesurée pour différents TR, ce qui est une
limitation pour 1’application clinique. Nous avons donc choisi un TR = 2000 ms afin de pouvoir
négliger la correction des effets de la relaxation T1, en considérant le T1 trouvé dans la littérature
(Kreis 1997).

Isobe et al. (2002) retrouvent : Tley = 1134,6 £57,9, Tlyaa = 1433,5 £ 102,5, Tlc = 1471,6 + 106,9
et Tleh = 1450,9 £ 129,8 ms dans la substance blanche de la région pariéto-occipitale chez le sujet

sain.

Ala-Kopela et al.  (1995) retrouvent: Tinaa=1400+21,4, Tl =1400+357 et

Tleno = 1200 + 33,3 ms dans la substance blanche de la zone frontale chez le sujet sain.

Cette approximation nous a semblé acceptable compte tenu de la faible erreur consentie en négligeant
la composante T1 du spectre et le gain en temps de la mesure rendant son évaluation difficile en

pratique clinique.

11-2-4-2 Prise en compte de I'effet T2

La différence entre le temps de relaxation T2 de I’eau et celui des métabolites est plus importante que
la différence entre le temps de relaxation T1 de I’eau et celui des métabolites. L’effet T2 est donc plus

sensible dans 1’objectif de quantification et doit étre considéré avec plus d’attention.

Nous avons effectué les mesures du temps de relaxation T2 pour I’eau et les métabolites. En
remplacant dans la formule K, (Eq. 11-3), le T2 par les valeurs du Tableau n° I1-2, nous avons obtenu
une erreur d’environ 20%, avec un T2 de I’ecau de I’ordre de 94 ms + 5 ms. Cette valeur a été calculée

gréce aux spectres de 1’eau sur nos 30 volontaires.
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Le calcul de T2 a ¢été fait par un ajustement exponentiel avec les mesures des quatre temps d’échos
acquis (30 ms, 60 ms, 135 ms et 270 ms) (Figure n° 11-5). Pour le calcul de la concentration, nous
avons utilisé les niveaux de signal pour le spectre avec un TE de 30 ms et nous I’avons remplacé dans
(Eq. 11-1). Les valeurs de T2 et de concentration (obtenues aprés correction du temps de relaxation T2)
sont proches de la littérature (Ala-Korpela 1995) pour un protocole d’acquisition similaire et avec le

signal de I’eau comme signal de référence (Tableau n° 11-2).

Tableau n° 11-2: Résultats de la concentration et du T2 obtenus avec les deux protocoles de post-
traitement. Ces résultats sont confrontés aux résultats de la littérature (Ala-Korpela et al. 1995 &, De
Graafetal. 2001). L abréviation mmol/kg,, signifie millimoles par kilogramme de poids humide.

P-Protocole M-Protocole Littérature
av ss? av ss?
. NAA 11,8%+1,1 136+19 83+1,1 95+1,3 6,0-14,7
Concentration
Cr 55+0,6 62+10 41+0,3 51+0,3 55-8,9
mmol/Kguw
Cho 1,3+0,3 1,8+03 11+0,2 1,4+0,3 1,3-25
NAA 256 +31 336+ 70 319 + 46
T2 (msec) Cr 170+ 21 256 + 40 202 £ 14
Cho 277 £ 95 437 £ 137 323 +52

a : avec correction de I’effet de la relaxation transversale

b : sans correction de I’effet de la relaxation transversale
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Figure n° 11-5: Mesure du T2 par ajustement exponentiel des aires des pics obtenues a partir de
spectres a TE = 30, 60, 135 et 270 ms.

Les valeurs de concentration obtenues a partir des spectres & TE = 30 ms et sans correction de 1’effet
T2 sont également reportées dans le tableau n° I1-2 pour comparaison. Les différences observées ne

semblent pas significatives compte tenu de la précision sur les mesures.

11-2-4-3 Effet du filtre

L’une des différences importantes entre le protocole que nous proposons (P-protocole) et celui du
constructeur est la nature et la constante du filtre. Alors que le protocole du constructeur intégre un
filtre de Hanning avec une constante de 700 ms, le notre utilise un filtre exponentiel avec une
constante de 200 ms. Cette seule différence a des conséquences importantes sur la largeur et la forme

des raies ainsi que sur le rapport signal-sur-bruit.

Dans le but de caractériser I’influence du filtre sur les résultats obtenus, les spectres a TE = 30 ms des
30 volontaires ont été retraités avec un protocole « intermédiaire » : P-protocole avec un filtre de
Hanning et une constante de 700 ms. Les résultats obtenus pour les concentrations de NAA, créatine et

choline sont rassemblés dans le tableau n° I1-3 et comparés a ceux du P-protocole.
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Tableau n° 1I-3 : Résultats des concentrations mesurées (sans correction de l’effet de la relaxation
transversale) sur 30 volontaires avec le protocole de post-traitement P-protocole et un filtre de
Hanning identique a celui du M-protocole. Ces résultats obtenus avec un filtre exponentiel sont
également reportés pour comparaison. L’abréviation mmol/kg,, signifie millimoles par kilogramme
de poids humide.

Filtre Hanning Filtre exponentiel
NAA 16,5+2,1 13,6 +1,9
Concentration .
créatine 7,1+09 6,2+1,0
mmol/Kgyw
choline 24+04 1,8+0,3

Les concentrations obtenues sont environ 20 % plus €élevées et les écarts-types sont du méme ordre
que ceux observés avec le P-protocole. Toutefois, 1’erreur d’adaptation de 1’ajustement est environ

70 % plus grande quand le filtre de Hanning est utilisé.

Le changement de filtre entre les deux protocoles joue donc un réle important dans I’amélioration de

la quantification mais ce n’est pas le facteur le plus déterminant.

[1-2-5 Approches quantitatives, calcul des temps de relaxations T1, T2 et
des concentrations (STEAM)

Nous avons évalué la séquence STEAM avec les quatre TE (30, 60, 135 et 270 ms) selon le méme
protocole d’acquisition qu’avec la séquence PRESS, auxquels nous avons ajouté un nouveau temps
d’écho TE = 20 ms car STEAM permet d’accéder a des temps d’échos plus faibles. Le TR a été choisi

de maniere & maintenir le temps de récupération de 1’aimantation longitudinale constant :

Trsteam = TR-T E/2-TM.

Le calcul des temps de relaxations T2 et T1 avec la séquence STEAM est faite avec des paramétres
variables de TE, TM et TR.

Christiansen et al. (1993) ont utilisé des valeurs de TE = 20, 46, 92 et 272 ms avec un TR de 1.6
secondes et un TM de 30 ms, d’autres mesures a TE =46 ms avec un TR = 6 s ont été realisées pour le

calcul du T1.
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Gruber et al. (2003) ont utilisé la séquence STEAM avec TE/TM/TR = 20/30/6000 ms. Pour Hajeck et
al. (2000) STEAM fut appliquée avec TE/TM/TR = 10/15/5000 ms).

Nous avons effectué des mesures sur le fantdbme de 50 mL contenant NAA, créatine, choline,

glutamate et myo-Insitol avec les paramétres résumés dans le tableau suivant.

Tableau n° 11-4: Parametres utilisés pour la mesure de la concentration et des T1 et T2 du fantébme de
50 mL avec la séquence STEAM.

TE 30 ms 60 ms 135 ms 270 ms
TM/TR 20/4020 ms 20/4050 ms 20/4130 ms 20/426 ms
TMITR 300/4300 ms 300/4330 ms 300/4410 ms 300/4540 ms
TMITR 800/4800 ms 800 /4830 ms 800/4910 ms 800/5040 ms
TM/TR 1500/5500 ms 1500/5530 ms 1500/5610 ms 1500/5740 ms

Le calcul du T1 avec la séquence STEAM a été effectué avec un TM variable plutdt qu’avec un TR
variable, comme c’est le cas dans la plupart des études de la littérature (Isobe et al. 2002), car elle
permet d’accéder a toute la dynamique de 1’évolution de I’aimantation longitudinale. Dans le cas de
séquences, PRESS et/ou STEAM, a TR variable, la dynamique de 1’évolution de I’aimantation
longitudinale est plus faible car les TR utilisés sont supérieurs ou égaux aux T1 a mesurer. Le calcul

du signal avec la séquence STEAM est donné par les équations suivantes:

métabolite_ amétabolite . gmétabolite _gmétabolite
(0 =S f T1 f

avec :
fr.=exp(-TE/T2)
fri = [1-exp(-(TR-TE/2-TM)/T1)]exp(-TM/T1)= exp(-TM/T1)-exp[-(TR-TE/2)/T1]

Nous avons calculé les T1 et T2 pour chaque TM et TE par ajustement exponentiel. Nous obtenons

alors des valeurs de concentration proches de la concentration réelle (voir Tableau n° 11-6)
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Tableau n° I1-5 : Concentrations réelles et mesurées obtenues sur le fantdbme de 50 mL contenant
NAA, créatine, choline, glutamate et myo-Inositol. Les résultats sont exprimés en mM (les écarts
relatifs par rapport a la vraie concentration sont indiqués en pourcentage %).

] ] Concentration quantifiée
Vraie concentration dans le
) par P-Protocole pour
fantdme (mM)

STEAM (mM)

NAA 12,5 14,34 (14,73 %)

créatine 10,2 10,14 (-0,56 %)
choline 3,7 3,71 (0,20 %)

Chez les volontaires, nous avons utilisé un protocole cliniqguement applicable, c'est-a-dire des TR
relativement courts mais suffisants pour pouvoir atteindre un niveau de rapport signal sur bruit
permettant une quantification correcte. Dans un premier temps, nous avons appliqué un protocole
d’acquisition avec un TE variable (20, 30, 60, 135 et 270 ms) et un TM constant (50 ms). Le TR a été
calculé pour avoir une repousse de 1’aimantation longitudinale constante pour toutes les mesures
(1550, 1560, 1590, 1670 et 1800 ms). Nous avons appliqué également un protocole d’acquisition avec
un TE constant de 20 ms et un TM variable (50, 200, 400, 800 ms). Le TR a été également choisi pour
maintenir une repousse de 1’aimantation constante (1550, 1700, 1900, 2300 ms). Pour les deux
protocoles, le nombre d’accumulations était égal a 128. 1024 points d’échantillonnage et 1200 Hz de

largeur de bande ont été utilisés.

Nous avons vérifié expérimentalement que si le spectre & TE = 30 ms et le spectre a TM = 800 ms
étaient négligés pour le calcul des temps de relaxation, le calcul de T2 et de T1 n’était pas affecté.
Pour cette raison et par souci de la durée d’examen, nous avons décidé d’oter ces deux spectres dans le
protocole d’acquisition. Nous avons calculé le T1, le T2 et la concentration du NAA, de la créatine et

de la choline sur 20 volontaires sains. (Tableau n° 11-6)
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Tableau n° 11-6 : Valeurs des concentrations, T1 et T2 obtenues avec P-Protocole pour STEAM. Ces
résultats sont confrontés aux résultats de la littérature (Ala-Korpela 1995 & Barker 1993).

L abreviation mmol/kgww signifie milli moles par kilogramme de poids humide.

P-Protocole Littérature
] NAA 12,58 £ 2,57 16,60 = 2,31
Concentration
Cr 6,75+ 1,55 10,60 £ 1,30
mmol/Kguw
Cho 1,69 +0,31 1,90 £ 0,50
NAA 452 + 178 1400
Cr 443 + 165 1400
T1 (msec)
Cho 426 + 192 1200
Eau 529 £ 121
NAA 187 £ 60 430 £ 169,85
Cr 126 + 40 210 + 60,06
T2 (msec)
Cho 210 £ 68 360 + 140,04
Eau 794
11-2-6 Evaluation comparative avec la méthode QUEST

La méthode QUEST (Ratiney 2003) est une méthode de guantification, dans le domaine temporel,
fondée sur une base de connaissances de métabolites et sur une approche semi-paramétrique pour les
signaux acquis & TE courts. QUEST s’applique a des signaux acquis a des TE courts ainsi I’effet de la
J-modulation est négligeable lorsque I’on utilise une base de signaux générés par des programmes de
simulation du type NMR-SCOPE ou GAMMA (Provencher 1993) fondés sur des principes de

mécanique quantique.

Nous avons choisi d’utiliser les métabolites mesurés in vitro (NAA, créatine, choline, glutamate,
glutamine, glutathione, myo-inositol, GABA, aspartate, éthanolamine, alanine et lactate) pour
guantifier avec la méthode QUEST.

Nous avons créé des bases de métabolites pour les séquences PRESS et STEAM. Les paramétres
d’acquisition des signaux des métabolites étaient les mémes que ceux utilisés dans les séquences in
vivo. Les caractéristiques (concentration, substances de référence) des fantdmes utilisés pour

I’acquisition des signaux de référence (résolution) sont décrites dans le chapitre 11-1-1.
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Nous avons préalablement traité les signaux de 12 métabolites de référence pour constituer la base a
utiliser par QUEST. Les spectres issus du systéme sont extraits de la console de visualisation comme
des fichiers « .rda » (format des spectres « bruts » de SIEMENS). Dans le cas des spectres issus des
systémes Siemens, la référence est le pic de I’eau, pour les analyser avec la plateforme JMRUI, il faut
tout d’abord les déplacer en fréquence de 4,7 ppm. Ensuite, nous avons éliminé le pic de I’eau et les
pics du métabolite qui nous avaient servi de référence, soit le diméthyl-2,5-hexanediol ou ’acétate.
Nous avons apodise, avec un filtre lorentzien de 5 Hz (ou de bande passante de 200ms), puis phasé le
spectre, jusqu’a ce qu’il soit visiblement bien corrigé. Nous avons enregistré le signal comme un
fichier « .mrui » (format de la plateforme JMRUI). Une fois tous les métabolites traités, nous avons
construit une base de données avec ces métabolites, en définissant la concentration des métabolites

dans le fantdome.

Pour la quantification in vivo, nous avons traité les spectres de volontaires sains, en décalant les
fonctions appliquées aux spectres in vivo de 4,7 ppm, en éliminant du pic de I’eau résiduel, en
appliquant un filtre lorentzien de 5 Hz et le décalage en phase. Une fois ce pré-traitement effectué, la
quantification par QUEST était faite, en invoquant la base des métabolites créée, puis grace a la
version de JMRUI v2.2 nous avons pu déplacer manuellement en fréquence chaque métabolite de
référence pour qu’il soit le plus précisément placé par rapport au spectre in vivo. Les phases d’ordre 0
et d’ordre 1 ont été fixée a 0. La plage de largeur de raie a été bornée entre 0 et 20 Hz. La plage de

déplacement fréquentiel des raies a été fixée a £10Hz.

Les résultats obtenus pour la séquence PRESS et la séquence STEAM pour 28 et 37 volontaires

respectivement sont donnés dans le tableau n° 11-7.

Tableau n° 11-7 : Résultats de [’estimation de la concentration du NAA, Cr et Cho in vivo sur
volontaires sains avec QUEST et une base de métabolites de référence in vitro. Les valeurs données

correspondent a la moyenne + [’écart-type et sont comparées avec la littérature (De Graaf et al. 2001)

PRESS STEAM Littérature
) NAA 9,0+0,9 6,2+1,6 6,0 14,7
Concentration
Cr 132+ 13 12,1+3,1 55-8,9
mmol/Kguw
Cho 1,1+0,3 25+0,9 1,3-25
Nb de volontaires 28 37
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lI-2-7 Evaluation comparative avec la méthode LC-Model

Les spectres obtenus & TE = 30 ms sur les 30 volontaires ont été traités a ’aide de la méthode LC-
Model (Provencher 1993). Cette méthode utilise une combinaison linéaire des spectres de solutions
modeles. Nous avons utilisé la base de spectres modéles fournie avec le logiciel et avons incorporé les
mémes métabolites que pour le P-Protocole. Le signal de I’eau est utilisé comme référence pour le
calcul des concentrations. La version du logiciel que nous avons utilisée ne permettait pas la prise en
compte d’une correction de I’effet de la relaxation. Les concentrations obtenues pour le NAA, la
créatine et la choline sont regroupés dans le tableau n°® 11-8 et comparés a ceux obtenus par le P-

protocole et a des valeurs de la littérature.

Tableau n°ll-8 : Résultats de [’estimation de la concentration du NAA, Cr et Cho in vivo sur
volontaires sains avec LC-Model. Les valeurs données correspondent a la moyenne + [’écart-type. Les
valeurs obtenues avec le P-Protocole et trouvées dans la littérature (De Graaf et al. 2001) sont

également reportées pour comparaison.

LC-Model P-Protocole Littérature
) NAA 8,3+0,6 136+1,9 6,0 —14,7
Concentration
Cr 43+0,2 6,2+1,0 55-89
mmol/Kguw
Cho 1,3+0,2 1,8+0,3 1,3-25
-3 Discussion

11-3-1 Analyse des résultats obtenus avec « P-protocole »

Le principe de base de notre protocole est la modélisation de chaque multiplets des
métabolites par la prise en compte de toutes les modulations présentes sur un spectre RMN in vivo.
Chague couplage de spins a été modélisé en considérant les effets de la J-modulation, de
I’inhomogénéité du champ et les effets de second ordre. Le post-traitement a été réalisé entiérement
avec le logiciel Syngo™ fourni avec la console de visualisation d’images et de spectres. Nous avons
comparé notre protocole avec celui proposé par le constructeur (Siemens) : « M-protocole » et avec

d’autres outils de traitement.
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L’une des particularités de notre « P-protocole » est 1’application exclusive d’une correction de ligne
de base au premier ordre sur les régions allant de -2 ppm a 8 ppm. Notre hypothése est que la ligne de
base est principalement constituée des métabolites présents dans le cerveau et du signal résiduel de
I’eau. La ligne de base est une combinaison linéaire des massifs complexes des métabolites modélisés.
Cette amélioration apportée dans la correction de la ligne de base simplifie la quantification des

principaux métabolites et la rend indépendante de I’opérateur.

L’erreur d’adaptation entre les courbes modélisées et expérimentales de notre protocole est de 5 a 10

fois inférieure a I’erreur d’adaptation du protocole proposé par le constructeur.

L’effet de relaxation a été corrigé grace a la quantification des métabolites pour chacune des
acquisitions a différents TE. Le calcul de T2 a été fait par un ajustement exponentiel avec les mesures

de I’aire sous la courbe de chacun des métabolites aux quatre TE (30 ms, 60 ms, 135 ms et 270 ms).

L’analyse de 30 volontaires sains a montré que les concentrations obtenues avec correction des effets
de relaxation pour les trois métabolites  principaux (NAA :11,8 +1,1 mM/kgww,
Cr:5,5+ 0,6 mM/kgww, Cho: 1,3 £ 0,3 mM/kgww) étaient en accord avec la littérature pour des
conditions d’acquisition de spectre similaire et pour la méme référence endogéne (signal de I’eau).
Toutefois, la suppression de la correction T2 simplifie le calcul des concentrations et permet

significativement de réduire le temps d’acquisition des données.

L’ajustement automatique de notre protocole élimine les taches opérateur-dépendantes, facilite et

accélére le calcul de concentration des métabolites principaux en application clinique.

La méthodologie, développée dans ce protocole, peut étre généralisée et implantée sur n’importe

quelle machine permettant la déclaration de métabolites dans une base de données.

L’étude de la littérature retrouve de grandes variations dans 1’estimation des concentrations par SRM-
'H (Gruber 2003). Nous expliquons, en partie, la différence trouvée entre les résultats de la littérature
et les notres, par I’écart d’intensité du champ magnétique appliqué (3 Tesla versus 1,5 Tesla pour notre
étude). Dans les spectres acquis a 3 Tesla, le NAA et le NAAG sont mieux différenciés par rapport
aux spectres a 1,5 T. Cependant, nos résultats sont plus proches de ceux rapportés dans la littérature a
1,5 T avec d’autres modalités de post-traitement. La différence entre les valeurs obtenues par Gruber
et al. (2003) et les notres, peut également étre attribuée aux différences de concentration de I’eau et au

mode de correction de la ligne de base.
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Enfin, les valeurs de T1 que nous avons obtenues avec la séquence STEAM (en faisant varier le TM)
sont nettement différentes de ce que 1’on trouve dans la littérature (Ala-Korpela 1995, Isobe 2002), car
les T1 sont généralement déterminés a partir d’acquisitions a TR variable (STEAM ou PRESS) pour

lesquelles il n’est pas possible d’exploiter toute la dynamique de la courbe de relaxation.

Les deux méthodes de localisation spatiale les plus utilisées sont la séquence PRESS (Kimmich 1987)
et la séquence STEAM (Granot 1986, Frahm 1987). Les deux séquences (PRESS & STEAM) reposent
sur la réalisation de trois impulsions sélectives, chacune dans une direction de I’espace. Le voxel
étudié est placé a I’intersection de ces trois plans. PRESS (Tong 2004, Kim 2006, Ricci 2007,
Meyerand 1999, Kaminogo 2001) et STEAM (Poptani 1999, Jeun 2005, Bruhn 1989) sont
généralement considérées comme comparables en routine clinique. Le choix de 1'une ou de I'autre
dépend principalement de la disponibilité sur la machine utilisée. Nous avons privilégié la séquence
PRESS pour favoriser le meilleur rapport signal/bruit (2 fois supérieur) notamment pour les
acquisitions a TE long et diminuer les difficultés de quantification liées aux phénomenes de

modulation pendant les TM avec les séquences STEAM.

Le choix du temps de répétition (TR) est un compromis entre la contribution du temps de relaxation
T1 et le temps d’acquisition qui doit étre compatible avec une utilisation en pratique clinique. Nous
avons choisi un TR de 2000 ms car des études (Howe 2003) a TR variable ne montrent qu’une
variation des rapports de métabolites compris entre 1 et 3 % suivant 1’utilisation d’un TR a 1500 ou
3000 ms.

11-3-2 Comparaison avec d’autres méthodes de post-traitement

VARPRO ajuste & un spectre SRM-'H in vivo une somme de courbes lorentziennes et gaussiennes. |1
utilise une connaissance « a priori » des résonances pour ajuster un modéle au spectre in vivo. Mais il
est incapable d’incorporer « a priori » I’intense ligne de base des spectres a court TE. Il est par ailleurs
trés sensible aux imperfections expérimentales (mouvement, inhomogénéités de B, inexactitude de

phase des impulsions RF, pH ...etc).

LC-Model, dont I’ajustement est une combinaison linéaire des spectres de solutions modéles, apporte
théoriqguement une correction automatique de toutes les imperfections expérimentales quand les
solutions modeéles, qui constituent la base de données des spectres des métabolites, sont mesurées dans
les mémes conditions que les mesures in vivo (de Graaf 2001). Cependant, cette approche suppose que

les solutions modeles soient une vraie représentation des molécules in vivo et que toutes les solutions

80



mod¢les soient incluses dans 1’ajustement. L’omission d’une résonance principale amenerait a une
surestimation des autres résonances. En outre, I’impact de la variation du pH dans le déplacement
chimique ne peut pas étre correctement pris en compte. En effet, une variation de pH induit une
modification sélective des différents déplacements chimiques d’un métabolite alors que LC-Model ne

permet qu’un décalage global de tous les massifs d’un méme composé.

L’utilisation de LC-Model est relativement simple a mettre en ceuvre méme si elle n’est pas possible
sur la station de travail de I’imageur. Toutefois, les résultats obtenus montrent des €carts significatifs
avec ceux du P-protocole (Tableau n° 11-9). Ceci peut probablement étre expliqué par le fait que la
base de spectres modéles, que nous avons utilisée, était fournie avec le logiciel. Ces spectres n’ont

donc pas été acquis sur notre imageur.

La plateforme JMRUI gréace a ces deux principaux algorithmes de traitement de spectres (AMARES et
QUEST) dans le domaine temporel permet de quantifier les niveaux de signal et la concentration des
métabolites. Pour AMARES (Vanhamme 1997) il existe la possibilité de quantifier un signal sans
avoir besoin d’une base de données de spectres, et d’incorporer a la place une connaissance a priori
des résonances pour facilement faire converger 1’algorithme. QUEST (Ratiney 2003) est basé sur une
estimation quantique semi-paramétrique, invoquant une connaissance optimale a priori. Il ajuste une
fonction dans le domaine temporel, faite a partir d’une base de données ou la totalité des signaux des

métabolites ont été simulés ou mesurés in vitro.

Kanowski M et al. (2004) ont fait une comparaison entre LC-Model et AMARES. lls concluent que
les rapports des métabolites par rapport a la créatine calculée, avec LC-Model, sont plus précis que
I’estimation de la concentration absolue. Ces auteurs expliquent que la déclaration de la base de
«prior knowledge » d’AMARES est une opération trés lourde. Cependant, 1’acquisition des
métabolites pour la base de LC-Model n’est pas une opération facile et requiert une grande rigueur
opératoire pour parvenir a appliquer systématiquement les mémes parametres d’acquisition que ceux

appliqués in vivo.

Nous avons pu constater que ’utilisation de QUEST pour I’estimation de la concentration des
principaux métabolites, une fois la base de métabolites créée, est tres pratique et rapide. De surcroit, il
suffit d’acquérir un seul spectre in vivo, correspondant aux parametres d’acquisition des métabolites de
la base. Cependant, il existe dans ce type d’approche un aspect opérateur-dépendant car des operations
de post-traitement telles que le « phasage » du signal, la sélection de zones d’élimination du signal
résiduel de 1’eau, sont sans conteste opérateur-dépendantes. Les résultats obtenus pourraient donc étre
significativement différents d’un opérateur & un autre. Toutefois, nous n’avons pas quantifié ces

différences.
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Lorsque nous avons quantifié la concentration des métabolites avec QUEST (Tableau n° 11-9) nous
avons trouvé une valeur du NAA plus faible qu’avec P-Protocole et tres proche de la valeur donnée
par le M-Protocole, pour la séquence PRESS. Dans la base de QUEST nous avions défini uniquement
le NAA (de fagon identique au M-Protocole) et non le NAAG comme dans notre protocole (P-
Protocole), ce qui pourrait expliquer cette différence. Avec la séquence STEAM, la valeur du NAA est
faible en comparaison des résultats trouvés avec P-Protocole et ceux de la littérature (Kreis 1997,
Govindaraju 2000, Gruber 2003).

La valeur de la créatine calculée par QUEST avec PRESS est trés supérieure par rapport aux résultats
obtenus avec P-Protocole ou M-Protocole (Tableau n° 11-9), ainsi que pour STEAM par rapport a
P-Protocole. En ce qui concerne la choline, les résultats obtenus avec QUEST sont du méme ordre de
grandeur que ceux trouvés avec les protocoles Syngo™ pour PRESS et plus importants pour ce qui
concerne la séquence STEAM et la littérature. Lorsque nous avons analysé la ligne de base, elle était
la plupart du temps négative au niveau de la créatine. Ce qui explique la surestimation de ce
métabolite. Pour faire face a cette difficulté, nous avons di adapter le nombre de points a tronquer au

début du FID pour avoir une ligne de base la moins négative possible.

Notre protocole ne fait intervenir qu’une seule opération manuelle, le décalage de fréquence, qui n’est
pas opérateur-dépendant puisque le décalage en fréquence optimale est celui qui minimise 1’erreur
d’adaptation (critére robuste d’évaluation) entre la courbe modélisée et la courbe expérimentale. La
correction de la ligne de base est faite au premier ordre et repose sur des régions exemptes de raies.
Cette correction est faite sans aucune intervention manuelle. Notre expérience a montré qu’en cas
d’ajustement des courbes dans le domaine fréquentiel, le choix des régions spectrales pour la
correction de la ligne de base influence considérablement les résultats finaux. La détermination des
régions spectrales pour corriger la ligne de base augmente le temps du post-traitement et constitue une
tache opérateur-dépendante. Notre stratégie, basée sur la modélisation des massifs et non des spectres
complets, permet, également, de considérer les variations de déplacements chimiques induites par le
changement de pH dans la molécule. Il est donc essentiel de considérer ces modifications entre les
déplacements chimiques d’un méme métabolite car beaucoup de pathologies induisent des

modifications de pH intracellulaire.

Enfin, le principal avantage de notre méthodologie est d’étre facilement implantable sur la plupart des
consoles d’IRM clinique moderne. L’imageur doit uniquement pouvoir héberger un logiciel de post-
traitement de spectres RMN, dans lequel une base de données des métabolites peut étre déclarée, ce
qui est le cas des logiciels de post-traitement proposés aujourd’hui en routine par tous les

constructeurs. Les données obtenues peuvent étres traitées en temps réel avec la méme console
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d’acquisition. La méthodologie n’est pas opérateur-dépendante, et donne des résultats fiables pour la
quantification des trois principaux métabolites (NAA, créatine et choline). Cette approche réduit le
colit additionnel nécessaire pour optimiser I’environnement de traitement de spectre, ainsi que 1’effort
requis pour la formation des opérateurs dans 1’utilisation d’outils d’analyse scientifique puissants,

mais trés souvent peu conviviaux.

Nous avons appliqué cette méthode a la spectroscopie mono-voxel (SVS) mais elle est aisément
transposable a 1’imagerie spectroscopique (CSI). De plus, les métabolites comme le lactate, I’alanine,
I’acétate et les lipides, dont la concentration peut devenir significative dans certaines pathologies
cérébrales, sont déja considérés dans notre modele. Celui-ci est donc directement applicable a

n’importe quel type de pathologie cérébrale.

Tableau n° 11-9 : Récapitulatif des calculs de la concentration des trois principaux métabolites en
millimoles par kilogramme de poids humide + écart-type. Notre protocole (P-Protocole) est comparé
a différents post-traitements sans correction de la relaxation T2 (M-Protocole, QUEST et LC-Model)

et aux donnees de la littérature (De Graff et al. 2001).

P-Protocole M-Protocole QUEST LC-Model Littérature

NAA 136+1,9 95+1,3 9,0£0,9 8,3%+0,6 6,0£14,7
Cr 6,2+1,0 51+0,3 132+1,3 4,3+0,2 55+8,9
Cho 1,8+0,3 1,4+0,3 1,1+£0,3 1,3+£0,2 1,3+£25
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1] Application aux tumeurs gliales

Parmi les nouvelles techniques d’imagerie fonctionnelle offerte par 'IRM, la SRM du proton est celle
qui a eu le plus de difficultés a s’imposer en pratique clinique dans le milieu neuroradiologique. La
spectroscopie protonique (SRM-'H) monovoxel (SVS) est pourtant une approche prometteuse et
complémentaire qui se heurte malheureusement a une exploitation et une interprétation a laquelle la
neuroradiologie n’est pas habituée. La sémiologie radiologique a toujours été basée sur I’analyse de
I’image, elle doit aujourd’hui s’approprier des analyses spectrales liées a un post-traitement
nécessitant apprentissage et expertise. Notre objectif a été de tirer profit de I’expérience et de
I’expertise du monde de la chimie fondamentale pour établir un protocole d’acquisition et de post-
traitement fiable, reproductible et facilement utilisable en routine clinique basé sur une méthodologie
rigoureuse tout en tenant compte des recommandations du « réseau francais de spectrométrie cérébrale
clinique » (Vion-Dury 1999).

Il nous a semblé pertinent d’appliquer ces développements méthodologiques a la pathologie tumorale
cérébrale. En effet, si la neuro-oncologie vit actuellement une profonde évolution de ses connaissances
en maticre de biologie moléculaire et d’oncogénése, les progrés en termes de résultats sont plus
modestes. La SRM-'H doit faire partie intégrante du bilan diagnostique de tout processus expansif

intra cérébrale.

-1 Matériels et Méthodes

Notre étude a comparé, en SRM-"H in vivo SVS, une base de données spectroscopiques obtenues chez
des volontaires sains a des patients atteints de tumeurs gliales. Notre objectif a été de comparer le
protocole de post-traitement que nous avons développé (« P-Protocole ») avec le protocole
commercial installé par le constructeur (« M-Protocole ») pour la caractérisation des tumeurs gliales.
Secondairement nous avons déterminé les meilleurs paramétres pour cette classification. La mesure
des intégrales des principaux métabolites aux différents TE et TR pour les 2 protocoles a servi a
calculer leurs temps de relaxations T2 et T1. Les concentrations ont ensuite été calculées en utilisant la
mesure de ’eau comme référence interne. Les rapports a différents TE ont également été calculés.
L’ensemble des résultats a été traité statistiquement afin de déterminer les éléments les plus

discriminants dans la séparation des groupes.
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-1-1 Volontaires / Patients pour PRESS

n-1-1-1 Volontaires / Témoins

Nous avons acquis les spectres de 30 volontaires (17 femmes et 13 hommes) ne présentant aucune
pathologie du systeme nerveux central, agés de 19 a 52 ans (4ge moyen 29,5 ans). Le voxel, de 20 x 20
x 20 mm (8 cm®), a été placé au sein de la substance blanche en région frontale gauche.

I-1-1-2 Patients

24 patients agés de 27 a 70 ans (Age moyen 45,4 ans) ont été examinés : 16 hommes et 8 femmes dont
7 pour lesquels ’examen a été répété 2 fois a quelques mois d’intervalle. Tous les patients ont
bénéficié d’une confirmation anatomo-pathologique sauf un (patient n° 16).

Le voxel a été positionné au sein de I’anomalie de signal, sur la portion charnue la plus hétérogéne ou
sur une éventuelle zone de prise de contraste connue. Un voxel de 15x15x15 mm a été utilisé dans
certains cas notamment lorsque la zone d’intérét se trouvait a proximité du vertex ou de zones a forte
concentration en eau. Pour les 7 patients ayant eu 2 examens, le voxel a été positionné exactement au
méme endroit. Les patients ont été séparés en 3 groupes selon leur appartenance histologique
(classification OMS):

Grade I1: 7 gliomes bas grade en « vert »

Grade I11: 19 gliomes grade intermédiaire en « noir »

Grade 1V: 5 glioblastomes en « rouge »

Ce code de couleur est utilisé dans le tableau n° 111-1 ot sont rappelées les caractéristiques cliniques et

thérapeutiques de tous les patients.
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Tableau n° IlI-1: Principales caractéristiques des patients inclus dans le protocole utilisant la
séquence PRESS

N°  Age, ANAPATH LOCALISATION DATE PDC* TTT2 AUMOMENT DE LA SPECTRO
sexe SPECTRO Aumoment de laspectro
P01 50H 03.50(:;) Al Temporale gauche 09.2003 QulI - RT? initialement
grade B (<-A/lD RT + CT* SUITE REPRISE EN 04.03
P02 50H  03.2000 Temporale gauche 01.2004 QulI -
grade B (<-A/11)
P03 34H 01.2003 Hémisphérique dte 01.2004 oul - RT CT EN 01.03
grade B/IIE (A<-11) STABILITE LESION
P04 54H grlés(e)% Pariéto-occipitale dte ~ 01.2004 oul SANSTTT
P05 40H  07.2002 Temporale gauche 06.2003  OUI CHIR®RT
grade B/III (<-A/11)
P06 40H  07.2002 Temporale gauche 05.2004 oul CHIRRTCT
grade B/III(<-A/l1)
P07 41H gfa-ggfﬁ/ Frontale gauche 06.2003 oul CHIRRT CT
P08 55F 8?253033/... Frontale gauche 09.2003 oul PDC EN 04.2003: RTCT
P09 32H  01.2002 Temporo-insulaire dt ~ 01.2004 oul CHIRRT
orade A/l Evolution sous RT
P10 27H 102001 Pariéto-occ dte, pariétg 11.2003 oul RT

grade B(<-AVIl) TRANSFOMATION EN 11.2003

P11 48H 03-3992/“ Frontale gauche 06.2003 oul CHIR EN 1996
Jrace RECIDIVE EN 06.2003 : CT

P12 48H  0819% Frontale gauche 09.2003 NON
grade A/l
P13 46H Oﬁ-sogm Frontale bilatérale 03.2004 oul RTCT
grade RECIDIVE EN 03.2004
P14 42H 011993 Rolandique dte 05.2003 oul CHIRRT
grade B/III (<-A/11)
P15 41H 012003 Temporale dte 02.2004 NON RT
grade A
P16 40F g?aéngl Frontale gauche 10.2003 NON SANS TTT, pas d'anapath
P17 39F 04.2003 Fronto-calleux dt 09.2003 NON APRES CHIRRTCT
grade A/lI-II1
P18 34F 05.1998 Rolandique dte 09.2003 Ooul APPARITION PDC 04.03/ DISPARITION DE LA PDC
grade B (<-A/11) APRES CT
P19 34F 05199 Rolandique dte 12.2003 NON
grade B (<-A/ll)
P20 30H 02-50(:3?/”' Temporale dt 02.2004 oul CHIR RT
grade REPRISE EN 02.2004
P21 70F 8?552% Corps calleux 09.2003 oul SANSTTT
P22 66 H 12-50% Frontale dt 11.2003 oul CHIRRT
grace RECIDIVE 11.2003
P23 45H 072003 Frontale gauche 07.2003 NON SANSTTT
Grade A/ll
P24 61F 10-50(:3“” Temporale dt 07.2003 oul CHIR
aace RECIDIVE EN 07.2003 : CHIR RT
P25 61F  10.2000 Temporale dt 10.2003 oul
grade B/IlI
P26 65F giﬁgcﬁ/ Frontale gauche 07.2003 oul SANSTTT
P27 36H 012004 Fronto-insulaire gauche 12.2003 NON SANSTTT
grade A/lI-II
P28 44H 10.2003 Frontale g 10.2003 oul RT AVANT SANS ANAPATH (11 ?)
grade B (<-A/ll)
P29 44H O eany rontaleg 03.2004  oul RECIDIVE EN 10.2003 AVEC PDC
MAIS GRADE Il SUR BIOPSIE : CT
P30 41F 091998 Frontale-corps calleux  01.2004 Oul RT CT EN 2002
grade B (<-A/ll)
P31 41F 091998 Frontale-corps calleux  04.2004 oul

grade B (<-A/ll)

L PDC : Prise de contraste
2TTT : Traitement

% RT : Radiothérapie

* CT : Chimio thérapie
°CHIR : Chirurgie d’exérese
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I-1-2

Volontaires / Patients pour STEAM

Pour la séquence STEAM, les spectres de trente volontaires / témoins (16 femmes et 14 hommes, de

19 a 52 ans, moyenne de 28 ans) ont servi pour le calcul des temps de relaxations (T1 et T2) et de la

concentration des principaux métabolites.

Les spectres de 9 patients (5 femmes et 4 hommes, de 19 a 58 ans, moyenne de 35 ans) ont servi aux

calculs des temps de relaxations T1 et T2 avec STEAM.

Les patients ont ¢été classifiés comme dans 1’acquisition avec PRESS en trois groupes. Les

classifications sont détaillées dans le tableau suivant.

Tableau n°lll-2 : Principales caractéristiques des 9 patients inclus dans le protocole utilisant la

séquence STEAM.
N° Age, ANAPAT LOCALISATION DATE PDC TTT aumoment de la
sexe SPECTRO spectro
P01 27H Gradell temporale 10/12/2005 NON CT
P02 19H Gradell frontale 22/09/2005 NON CT
P03 53 F Gradell temporale 25/10/2005 NON RT
P04 32F GradelV bifrontal 13/10/2005 Oul CT
P05 43H Gradelll parietal 6/10/2006 Oul CT
P06 27H GradelV bifrontal 30/01/2006 Oul CT
P07 58 F Gradelll  temporale 06/10/2005 Oul CT
PO8 26 F GradelV intraventriculaire  20/10/2005 NON RT+CT
P09 34F gradelll frontale 17/11/2005 Oul CT

PDC : Prise de contraste
TTT : Traitement

RT : Radiothérapie

CT : Chimio thérapie

CHIR : Chirurgie d’exérese

[1-1-3

Acquisition des données

Toutes les acquisitions de spectroscopie ont été réalisées sur I’IRM clinique (Sonata, Siemens AG,

Erlangen) a 1,5 tesla avec une antenne téte fournie par le constructeur. Les images de localisation ont

été acquises avec des séquences TrueFisp 2D.
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Des mesures SRM-'H sans et avec suppression du signal de I’eau ont été acquises avec la séquence
PRESS, a quatre TE (30 ms, 60 ms, 135 ms et 270 ms). La suppression du signal de I’eau a été faite
avec la séquence CHESS (Haase 1985). Le temps de répétition (TR) était de 2000 ms. Le nombre
d’accumulations était de 96 pour les spectres des volontaires avec suppression du signal de 1’eau, et 2
pour le spectre de I’eau. La fréquence d’échantillonnage était de 1100 Hz. 1024 points complexes
étaient acquis. Le voxel, de 20 x 20 x 20 mm, était localisé au sein de la substance blanche en frontale
gauche pour les volontaires. L’homogénéité du champ magnétique a été ajustée en utilisant 1’option de
shim automatique de I’IRM. La largeur a mi-hauteur du pic de I’eau était proche de 5 Hz, aprés

apodisation. La durée d’acquisition est de 3 minutes 12 secondes pour chacun des TE.

Pour les séquences d’acquisition avec STEAM, les paramétres d’acquisition pour TE/TR variable ont
été 20 ms/1550 ms, 60 ms/1590 ms, 135 ms/1670 ms et 270 ms/1800 ms ; le TR a été choisi de
maniére a maintenir le temps de repousse de I’aimantation longitudinale constant (Trep = TR-TE/2-
TM) avec un TM constant de 50 ms. A partir de ces données, nous avons pu calculer le T2 des
métabolites. Nous avons fait, également, des acquisitions avec un TE constant (20 ms) et TM/TR
variables 50 ms/1550 ms, 200 ms/1700 ms et 400 ms/1900 ms. Le TR a été choisi de la méme facon
que pour les mesures de TE variable, c'est-a-dire pour maintenir un temps de repousse de 1’aimantation

longitudinale constant.

Dans la majorité des cas, les spectres ont été acquis avant toute injection de produit de contraste.

-1-4 Post-traitement

Pour les acquisitions avec PRESS, les deux protocoles de post-traitement ont été utilisés (P-Protocole

et M-Protocole décrits au chapitre I1).

Pour « M-Protocole », trois TE ont pu étre exploités car le constructeur ne propose que trois protocoles

qui correspondent aux TE 30, 135 et 270 ms

Dans le cas de STEAM, seul le « P-Protocole » a été utilisé. Le constructeur ayant prévu un post-

traitement, mais celui-ci n’est applicable qu’a TE =20 ms et TE = 135 ms.
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l-1-5 Traitement statistique des données

Les données brutes ont été calculées sur la base du recueil des intégrales des métabolites suivants : N-
Acétyl-Aspartate (NAA), choline (Cho), créatine (Cr), lipides (Lip) et lactate (Lac) aux différents TE
ainsi que la mesure de I’eau, comme référence interne, aux différents TE et aux différents TM dans le

cas de la séquence STEAM.

Ces données ont permis le calcul des rapports des surfaces aux quatre TE (30, 60, 135 et 270 ms) avec
PRESS et a différents TM (50, 200, 400 ms) et TE (20, 60, 135, 270 ms) pour STEAM : NAA/Cr,
NAA/Cho, Cho/Cr, Lip+Lac/Cr. Puis, le calcul du T2, du T1 pour STEAM et de la concentration en
NAA, Cr et Cho ont été réalisés.

Avec PRESS, le calcul a été effectué a partir des 3 temps d’échos proposés par constructeur (M-
Protocole) et a partir de 4 temps d’échos (30, 60, 135 et 270 ms) pour notre protocole (P-Protocole).
Avec STEAM, seul P-protocole a été appliqué, le constructeur ne proposant qu’un seul protocole a

TE =20 ms, ou les modulations dues au TM ne sont pas prises en compte.
Les données ont été traitées a I’aide du logiciel « Statistica™ ». L’analyse a été faite par groupes (4

groupes : 1 groupe de volontaires, 3 groupes de patients selon le grade histologique). Une série

d’analyses en composantes principales a ensuite été effectuée.
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-2 Résultats

l-2-1 Exemples de spectres obtenus avec « P-protocole »

Le spectre mesuré est représenté en blanc et la ligne rouge correspond au spectre modélisé théorique.

L’erreur d’adaptation est calculée par la méthode des moindres carrés.

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

A B
Figure n° 111-1 : Comparaison entre un spectre SVS SRM-'H PRESS TR/TE : 2000/ 30 ms obtenu chez
un volontaire traité par le « M-protocole » (A) et « P-protocole » (B)

-2-1-1 Volontaires / Témoins

Figure n° I11-2 : Positionnement du voxel SRM-'H PRESS de 20 x 20 x 20 mm dans la substance

blanche frontale gauche chez les volontaires. Repérage sur des acquisitions TruFisp dans les trois
plan de l’espace.
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QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n° 111-3 : SVS SRM-'H PRESS TR/TE : 2000/ 30 ms (A), 60 ms (B), 135 ms (C) et 270 ms (D),
voxel de 20 x 20 x 20 mm dans la substance blanche frontale gauche. Résultats obtenus chez un
volontaire. On retrouve les 3 métabolites principaux (NAA, Cho et Cr). Le pic du NAA est deux fois

supérieur aux autres pics.
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l-2-1-2 Gliome de grade Il

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n° 111-4 : : SVS SRM-"H PRESS TR/TE : 2000/ 30 ms (A), 60 ms (B), 135 ms (C) et 270 ms
(D), chez un patient présentant un gliome de grade Il de I’'OMS. Les 3 métabolites principaux

sont visibles (NAA, Cho, Cr) mais on observe une diminution relative du NAA.
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l-2-1-3 Gliome anaplasique de grade Il

A B

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n° 111-5 : : SVS SRM-'H PRESS TR/TE : 2000/ 30 ms (A), 60 ms (B), 135 ms (C) et 270 ms (D),
chez un patient présentant un gliome de grade IIl de I’'OMS. On note l’augmentation du pic de
choline, ainsi que [’apparition de lipides a 0,9 ppm et l'inversion du doublet des lactates a TE

135 ms.
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-2-1-4 Glioblastome

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n° 111-6 : : SVS SRM-'H PRESS TR/TE : 2000/ 30 ms (A), 60 ms (B), 135 ms (C) et 270 ms (D),
chez un patient présentant un gliome de grade 1V de I’'OMS. Le pic de lipide est marqué, ainsi que la
chute du NAA.
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11-2-2 Stastistiques par groupes avec PRESS

Nous avons calculé la moyenne et 1’écart-type des principaux rapports NAA/Cr, NAA/Cho, Cho/Cr et
(Lip+Lac)/Cr (Tableau n° 111-3 et Figure n° I11-7), pour les deux protocoles et pour chaque temps
d’écho. Ensuite nous avons calculé les niveaux de signal normalisés par le signal de I’eau
(NAA*1000/Eau, Cr*1000/Eau, Cho*1000/Eau, (Lip+Lac)*1000/Eau) pour chagque métabolite a
chaque temps d’écho en calculant leur moyenne et écart-type (Tableau n° I11-4 et Figure n° 111-8).

Nous avons fait une comparaison entre les populations par t-test.

Tableau n° -3 : Rapports ~ NAA/Créatine, NAA/choline,  choline/créatine et

(lipides+lactate)/créatine. Les résultats donnés sont les moyennes + I’écart-type. Séquence PRESS.

TE=30ms
NAA/CR NAA/CHO CHOICR LIP+LAC/CR
M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole
(SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS)
Volontaires 2,10+ 0,27 2,28 +0,22 2,56 + 0,55 3,13 £0,96 0,84+0,13 0,78+ 0,19 0,45+ 0,22 2,11+ 0,65
Bas grade 1,88+ 0,60 1,17+ 0,37 1,84+0,78 1,24+ 0,45 1,10+ 0,36 0,96+ 0,17 0,60 + 0,24 2,54+ 0,57
_ Grade 2,60+ 1,63 1,28 0,53 1,60£0,79 1,68+ 1,30 1,83+1,10 1,15+ 0,68 290+ 4,24 443+ 268
intermédiaire
Haut Grade 12,61+ 12,39 2,82+1,26 2,68+ 1,63 1,19+0,21 518+ 4,41 2,35+ 0,89 71,72+ 91,23 34,01+ 26,54
TE =60 ms
NAA/CR NAA/CHO CHO/CR LIP+LAC/CR
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
Volontaires 1,97+0,20 2,56+ 0,48 0,80+0,17 1,04+0,34
Bas grade 0,71+ 0,41 0,74 + 0,46 0,99+0,14 1,03+0,18
_ Grade 0,75+ 0,37 0,59+ 0,39 160+ 1,04 244+ 1,71
intermédiaire
Haut Grade 1,54+0,28 0,60 + 0,09 2,63+ 0,69 17,01+ 11,86
TE =135ms
NAA/CR NAA/CHO CHO/CR LIP+LAC/CR
M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole
(SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS)
Volontaires 2,04+ 0,26 2,69+ 0,56 2,02+0,30 3,20 +0,64 1,02+0,16 0,86 0,19 0,64+ 0,30 0,54+ 0,27
Bas grade 0,78+ 0,57 1,11+0,49 0,67 + 0,67 1,15+ 0,84 1,37+0,44 1,15+ 0,47 0,93+0,43 0,69+ 0,37
_ Grade 0,86+ 0,59 1,44 £0,84 0,59 + 0,51 0,86+ 0,51 1,88+0,82 2,07+1,45 2,05+ 1,58 211+1,63
intermédiaire
Haut Grade 1,26 £ 0,77 2,23+1,42 0,57 + 0,57 0,82 + 0,46 310+ 1,94 3,24+1,85 9,92 + 8,60 9,37+ 6,32
TE =270 ms
NAA/CR NAA/CHO CHO/CR LIP+LAC/CR
M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole
(SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS)
Volontaires 2,84+ 0,45 3,44+ 0,37 2,38+ 0,32 2,73+0,49 1,24+0,28 1,30+ 0,27 0,50+ 0,37 0,38+ 0,22
Bas grade 1,20+ 0,73 1,44+ 1,38 0,80+ 0,77 1,02+1,12 192+ 1,17 1,60 £+ 0,36 0,55+ 0,37 0,84+0,16
_ Grade 1,46+ 1,08 1,20+ 0,83 1,09+ 1,89 0,50+ 0,43 215+0,98 354+3.23 1,25+ 1,00 451+ 10,97
intermédiaire
Haut Grade 1,71+ 1,06 4,71+7,32 0,74+ 0,49 0,41+0,27 3,00+2,17 9,95+ 13,29 6,07 + 5,67 24,86 + 30,94
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Tableau n° 1l1-4 : Rapports des métabolites multipliés par 1000 et divisés par la valeur de [’eau. Les
résultats donnés sont les moyennes + ’écart-type. Séquence PRESS.

TE=30ms
NAA/Eau CR/Eau CHO/Eau LIP+LAC/Eau
M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole
(SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS)
Volontaires 0,44 + 0,052 0,63+ 0,05 0,21+ 0,01 0,28 + 0,02 0,18+ 0,03 0,22+ 0,05 0,09+ 0,05 0,60+ 0,21
Bas grade 0,32+ 0,08 0,34+ 0,10 0,17+ 0,03 0,29 + 0,06 0,18+ 0,04 0,28+ 0,06 0,11+ 0,05 0,74+ 0,19
_ Grade 039+ 0,29 0,34+ 0,09 0,15+ 0,06 030+0,12 0,28+ 0,20 0,30+ 0,16 043+ 0,66 1,14+ 0,49
intermédiaire
Haut Grade 0,29+ 0,13 0,27 + 0,06 0,06 + 0,51 0,11+ 0,05 0,12+ 0,03 0,23+ 0,06 1,16+ 1,21 3,00+ 1,84
TE=60ms
NAA/Eau CR/Eau CHO/Eau LIP+LAC/Eau
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
Volontaires 0,63+ 0,04 0,32+ 0,03 0,25+ 0,05 0,33+0,11
Bas grade 0,19+ 0,12 0,28+ 0,03 0,27+ 0,05 0,29+ 0,05
_ Grade 0,17 +0,07 0,24 +0,07 0,35+ 0,16 051+ 0,26
intermédiaire
Haut Grade 0,16 + 0,04 0,10+ 0,03 0,26 + 0,05 1,61+ 1,06
TE=135ms
NAA/Eau CR/Eau CHO/Eau LIP+LAC/Eau
M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole
(SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS)
Volontaires 1,00+ 0,09 1,32+0,11 0,50 + 0,05 0,50+ 0,07 0,51+ 0,07 0,43+ 0,08 0,32+0,14 0,26+ 0,11
Bas grade 0,20+ 0,19 0,30+ 0,15 0,24 + 0,06 0,27 + 0,06 0,31+ 0,05 0,29+ 0,09 0,22+0,11 0,17+ 0,06
. Gra}dg . 2,60+ 1,63 0,34+ 0,19 1,60+ 0,79 0,27 +0,13 1,83+1,10 0,48+ 0,24 2,90+ 4,24 0,46 + 0,20
intermédiaire
Haut Grade 0,13+0,11 0,16 + 0,06 0,11+ 0,06 0,08 + 0,04 0,25+ 0,08 0,25+ 0,17 0,72+ 0,51 0,71+ 0,52
TE =270 ms
NAA/Eau CR/Eau CHO/Eau LIP+LAC/Eau
M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole M-Protocole P-Protocole
(SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS) (SIEMENS)
Volontaires 2,91+ 0,40 3,18+ 0,39 1,03+ 0,20 0,94 +0,17 1,23+0,16 1,19+0,22 0,47+ 0,30 0,34+ 0,19
Bas grade 0,38+ 0,41 0,44+ 0,48 0,31+0,19 0,30+ 0,12 0,46 + 0,12 0,47+0,15 0,12+ 0,09 0,25+ 0,10
. Gra,de_ . 0,42+ 0,31 0,38+ 0,32 0,33+0,18 0,29+ 0,16 0,69+ 0,40 0,79+ 0,39 0,37+ 0,28 0,50+ 0,26
intermédiaire
Haut Grade 0,23+0,13 0,13+ 0,09 15,4 + 13,89 0,09 + 0,05 320,42 + 282,02 0,37+ 0,20 0,56+ 0,15 1,02+0,76

97



"(apeJb ey no sawolse|gol|b = sabno.J ‘SeIreIPIULINUI SINJWN) = JIOU QPRI Sk SINJWN} = LA ‘SAITBIUO[OA = dune() snprarpul, p sadnoi3 anenb
sa] 1nod 8]020101d- Al 18 8]090104d-d S8]02010.d S| Jnod swQE = AL & ne,] p [euSIs 9 Jed SPSIEULIOU [BUSIS 9P XNBIAIU SOP $AdA] 1199 10 SQUUAAOIN : §-]|| LU ainbi4

|Fn

NV3/0HO0E NY3/400€ NY3I/VVYNOE

Ny3/0¥1+dI10E
| L
//% N N 0

N

\

N

7z

AN

T

VZzZzZzZzZzzzr
Gzzzzzizizizz

i

apelb IneH [090101d-I\ §

apelb JneH [090101d-d B
alleIpauLIBlul Bpels) [090]014-N §
alleIpaULIBIUI 3peIS) [090]01d-d W
apelb seg [090]01d-\ E

apelb seq |020]01d-d W |+
S3lIeJUOJOA [0901014-N B
SalIRJUOJOA [090]01d-d O

98




Tableau n® 111-5 : Concentrations moyennes (mmol/kg,.,) et écarts-types des trois principaux
métabolites pour les volontaires et les trois groupes de patients.

NAA CR CHO
Volontaires 11,76 + 1,06 5,53 +0,61 1,34 +£0,33
Grade Il 7,65+2,04 5,66 +1,14 6,08 +1,13
Grade Il 8,19 +231 5,66 + 2,40 6,41 +3,39
Grade IV 8,12+ 3,13 2,12+1,04 5,26 +1,46

Tableau n°l11-6 : Temps de relaxations T2 (ms) moyen et écart-type pour les trois principaux

métabolites, [’eau et (lip+lac) des volontaires et des trois groupes de patients.

T2 NAA T2CR T2 CHO T2 LIP+LAC T2 EAU

Volontaires  256,22+30,73 169,71 +21,18 277,05 + 94,88 85,38 + 35,89 85,11 3,51
Grade Il 195,50 + 73,61 152,34 + 32,08 268,20 + 87,27  102,75+10,13 163,29 £ 35,75
Grade 11 165,84 + 84,2 127,46 +36,91 334,30+171,77 116,43+37,01 141,56+ 32,99
Grade IV 94,57 +5,70 129,32 + 39,37 194,40 + 67,44 92,68 +1352 157,76 £ 29,43

Les résultats du t-test issus de la comparaison entre les différentes populations étaient

intéressants et informatifs.

Entre les volontaires et les patients avec des tumeurs de bas grade, la comparaison a mis en
évidence des différences significatives sauf pour les rapports :

NAA/Eau, (Lip+Lac)/Eau, (Lip+Lac)/Cra 30 ms,

Cho/Eau, (Lip+Lac)/Eau et (Lip+Lac)/Cr a 60 ms,

(Lip+Lac)/Cr a 135 ms et (Lip+Lac)/Eau a 270 ms.

La comparaison entre volontaires et tumeurs de grade intermédiaire a montré également des

différences significatives pour toutes les valeurs comparées sauf pour le T2 de la choline, les
rapports NAA/Eau & 30 ms et Cho/Eau a 135 ms.
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La comparaison entre volontaires et tumeurs de haut grade a montré des différences
significatives pour la plupart des valeurs comparées sauf pour les rapports NAA/Cho a 30 ms,
a 60 ms et a 135 ms et Cho/Eau a 270 ms.

La comparaison entre tumeurs de bas grade et tumeurs de grade intermédiaire a donné, par
contre, des résultats non-significativement différents pour la plupart des valeurs comparées.
Les seules valeurs significativement différentes entre ces deux populations ont été les

rapports :

NAA/Eau (p = 0,0039) et (Lip+Lac)/Eau (p = 0,00013) a 30 ms,
(Lip+Lac)/Eau (p = 0,0359) et (Lip+Lac)/Cr (p = 0,04247) a 60ms,
(Lip+Lac)/Eau (p = 0,0013) et (Lip+Lac)/Cr (p = 0,00339) a 135 ms,
Cho/Eau (p = 0,042225) et (Lip+Lac)/Eau (p = 0,024717) a 270 ms.

La comparaison entre tumeurs de bas et haut grade a montré des différences significatives
pour la plupart des valeurs comparées sauf pour la concentration de Naa et la concentration de
Choline, les rapports Cr/Eau, NAA/Cr a 30 ms, NAA/Eau, Cr/Eau (Lip+Lac)/Eau et NAA/Cr
a 60 ms, Cr/Eau, Cho/Eau, NAA/Cr et (Lip+Lac)/Cr a 135 ms, NAA/Eau, Cr/Eau, Cho/Eau,
NAA/Cr, NAA/Cho et Cho/Cr a 270 ms.

La comparaison entre les tumeurs de grade intermédiaire et de haut grade a montré quasiment
les mémes résultats que la comparaison "bas grade - haut grade", c'est-a-dire, les seuls
résultats non-significativement différents ont été la concentration de Naa et la concentration
de choline, les rapports Cr/Eau, NAA/Cr et NAA/Cho a 30 ms, NAA/Eau, Cr/Eau
(Lip+Lac)/Eau, NAA/Cr et (Lip+Lac)/Cr a 60ms, Cr/Eau, Cho/Eau, NAA/Cr et
(Lip+Lac)/Cr a 135 ms, NAA/Eau, Cr/Eau, Cho/Eau et (Lip+Lac)/Cr a 270 ms.
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[1-2-3

Stastistiques par groupes avec STEAM

Les mémes calculs statistiques ont été effectués pour STEAM.

Tableau n® ll1-7 : Séquence STEAM. Rapports pour le temps d’écho (TE) 20ms et différents

temps de mélange (TM = 50 ms, 200 ms et 400 ms). Les résultats donnés sont les moyennes +

[’écart-type.

TM =50 ms
NAA/CR NAA/CHO CHO/CR LIP+LAC/CR
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
Volontaires 2,03+£0,39 2,55 10,57 0,82 £0,19 1,71 +£0,59
Grade Il 2,24 £191 1,15 £ 0,65 1,99 +1,46 11,00 £ 12,00
Grade 111 1,04 £ 0,01 1,40 £0,03 0,75+0,01 1,37 +£1,27
Grade IV 0,89 £0,51 0,96 £0,72 1,05 £0,61 1,43+1,31
TM =200 ms
NAA/CR NAA/CHO CHO/CR LIP+LAC/CR
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
Volontaires 2,08 £0,46 2,66 £0,80 0,84 £0,29 0,78 £0,48
Grade Il 0,84 £0,33 0,62 £0,40 1,88 +1,39 9,41 +12,37
Grade Il 0,70 £ 0,56 1,47 +1,44 0,56 £ 0,17 0,99 £0,79
Grade IV 0,79 £0,46 0,67 £0,54 1,48 £ 0,98 1,29 + 1,36
TM =400 ms
NAA/CR NAA/CHO CHO/CR LIP+LAC/CR
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
Volontaires 7,14 £12,23 1,56 + 1,20 7,35+ 12,60 2,52 + 3,96
Grade Il 1,41+£0,83 0,64 £0,20 2,28 +1,43 4,95 + 5,87
Grade Il 0,98 £0,76 2,44 + 2,68 0,58 £ 0,32 0,46 £ 0,56
Grade IV 1,67 £1,58 1,28 + 1,69 1,94 +1,83 1,23+0,75
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Tableau n°® WI-8 : Rapports a différents temps d’écho (TE = 60 ms, 135 ms et 270 ms) et

temps de mélange (TM) 50 ms. Les résultats donnés sont les moyennes + [’écart-type.

Séquence STEAM.
TE =60 ms
NAA/CR NAA/CHO CHO/CR LIP+LAC/CR
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
\olontaires 2,07 +£0,42 2,22 +0,82 1,01+£0,28 1,21 +£0,53
Grade Il 2,02 +2,89 0,79+£0,82 2,16 £1,19 15,51 + 25,43
Grade 111 1,14+0,33 0,81+0,58 1,7+0,81 1,21+£0,97
Grade IV 0,79 £0,52 0,36 £0,11 2,11+1,38 1,16 £ 0,90
TE =135ms
NAA/CR NAA/CHO CHO/CR LIP+LAC/CR
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
Volontaires 0,45+0,11 2,10 £ 0,55 1,21 £0,47 0,82 £0,45
Grade Il 1,37 £ 0,80 0,56 +0,31 2,11 +1,27 1,85+2,34
Grade Il 0,68 £ 0,02 1,53+0,14 0,97 £0,06 0,63 £0,58
Grade IV 2,22+0,73 0,48 £0,29 1,52 +1,45 0,21 £ 0,09
TM =270 ms
NAA/CR NAA/CHO CHO/CR LIP+LAC/CR
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
Volontaires 4,37 +2,53 2,94 +0,89 1,51 +£0,80 0,99 +1,24
Grade Il 1,80+1,34 0,82 £0,77 3,48 £3,34 9,30 + 13,36
Grade Il 2,31+1,61 1,41 +0,28 1,55+0,83 3,66 £2,12
Grade IV 2,12+2,11 0,55 +0,17 3,32+£2,63 3,33+4,08
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Tableau n° 111-9 : Rapports des métabolites multipliés par 1000 et divisés par la valeur de

[’eau pour un TE = 20 ms et différents TM (50 ms, 200 ms et 400 ms). Les résultats donnés

sont les moyennes + [’écart-type. Séquence STEAM.

TM =50 ms
NAA/EAU CR/EAU CHO/EAU LIP+LAC/EAU
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
Volontaires 0,62 £0,12 0,31+£0,05 0,24 £0,04 0,52 £0,19
Grade Il 0,34 £0,10 0,29 £ 0,22 0,39 £0,23 1,30 £ 0,44
Grade 111 0,45 £ 0,08 0,44 £ 0,08 0,33 £0,06 0,65 £ 0,66
Grade IV 0,30 £0,21 0,38 £0,21 0,32+0,04 0,37+0,11
TM =200 ms
NAA/EAU CR/EAU CHO/EAU LIP+LAC/EAU
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
Volontaires 0,57 £0,13 0,28 £ 0,07 0,22 £0,06 0,22 £0,15
Grade Il 0,16 £0,12 0,24 £0,21 0,33+0,23 0,69 £ 0,32
Grade 111 0,27 £0,16 0,43 +0,12 0,25+0,14 0,47 £0,45
Grade IV 0,20 £0,13 0,28 £0,19 0,32 £0,08 0,21+0,13
TM =400 ms
NAA/EAU CR/EAU CHO/EAU LIP+LAC/EAU
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
Volontaires 0,49 +0,14 0,14 £ 0,10 0,44 + 0,23 0,19 £0,15
Grade Il 0,14 £0,16 0,15+0,20 0,22 £0,26 0,32 £0,32
Grade Il 0,34 £0,14 0,42 £0,18 0,27 £0,24 0,24 £0,32
Grade IV 0,20 £0,19 0,18 £0,15 0,23 £0,09 0,16 £ 0,01
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Tableau n° 111-10 : Rapports des métabolites multipliés par 1000 et divisés par la valeur de

[’eau pour le temps d’écho, un temps de mélange (TM) de 50 ms et différents temps d’écho

(TE=60ms, 135ms et 270 ms). Les résultats donnés sont les moyennes + [’écart-type.

Séquence STEAM.
TE =60 ms
NAA/EAU CR/EAU CHO/EAU LIP+LAC/EAU
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
\olontaires 2,07 +£0,42 2,22 +0,82 1,01+0,28 1,21 +£0,53
Grade Il 2,02 +2,89 0,79+£0,82 2,16 £1,19 15,51 + 25,43
Grade 111 1,14+0,33 0,81 +0,58 1,7+0,81 1,21+£0,97
Grade IV 0,79 £0,52 0,36 £0,11 2,11+1,38 1,16 £ 0,90
TE=135ms
NAA/EAU CR/EAU CHO/EAU LIP+LAC/EAU
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
\olontaires 0,45+0,11 2,10 £ 0,55 1,21 £0,47 0,82 + 0,45
Grade Il 1,37 £ 0,80 0,56 £ 0,31 2,11+£1,27 1,85+2,34
Grade Il 0,68 £ 0,02 1,53+0,14 0,97 £0,06 0,63 £0,58
Grade IV 2,22+0,73 0,48 £0,29 1,52 +1,45 0,21 £ 0,09
TE=270 ms
NAA/EAU CR/EAU CHO/EAU LIP+LAC/EAU
P-Protocole P-Protocole P-Protocole P-Protocole
Volontaires 437 +2,53 2,94 +0,89 1,51 +£0,80 0,99 +1,24
Grade Il 1,80+1,34 0,82 £0,77 3,48 £3,34 9,30 + 13,36
Grade Il 2,31+1,61 1,41 +0,28 1,55+0,83 3,66 £2,12
Grade IV 2,12+2,11 0,55 +0,17 3,32+2,63 3,33+4,08

Compte tenu de la petite population de patients au sein des différents groupes de tumeurs

analysées avec STEAM, il nous est dificile tirer des conclusions sur ces résultats. Par contre,

en ce qui concerne la comparaison volontaires/patients, certaines constatations peuvent étre

faites.

Le rapport NAA/Cr des volontaires est le rapport le plus important pour les TM 200 ms et

4000 ms, et pour le TE = 270 ms. Pour les TE = 20 et 60 ms, ce rapport est proche du rapport

des gliomes de grade Il et pour TE = 135 ms et inférieur aux rapports des gliomes Il et 1V.
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Pour NAA/Cho, nous retrouvons la méme tendance, c’est-a-dire que NAA/Cho pour les
volontaires est le plus haut rapport en comparaison des rapports NAA/Cho des tumeurs sauf
pour le TM =400 ms, ou les gliomes de grade 111 ont un rapport supérieur.

Pour Cho/Cr, il est plus difficile de trouver une tendance, car ce rapport pour les volontaires
est trés proche de celui obtenu pour les gliomes de grade Il @ TE =20 et 270 ms, et a
TM =200 ms. Il est supérieur a tous les rapports Cho/Cr des tumeurs a TM =400 ms et
inférieur a tous les rapports Cho/Cr pour TE = 60 ms.

Nous ne pouvons pas tirer des conclusions a partir des valeurs de (Lip+Lac)/Cr.

NAA/Eau pour les volontaires est supérieur a toutes les valeurs pour les tumeurs sauf pour
TE =135 ms. Il est intéressant de remarquer comment cette valeur reste quasiment constante

pour tous les TM (11% de variation).

Le rapport Cr/Eau des volontaires pour TM variable reste constante (variation de 7,19%) pour
TM 50 et 200 ms, et chute pour TM =400 ms. On remarque que ce rapport change peu d’un
groupe a ’autre pour chaque TM (sauf pour les gliomes I11) (variation de 14,5 %, 8,7 % et
13,3 % pour TM 50, 200 et 400 ms entre les groupes, en éliminant la valeur des gliomes grade
I11). Ce rapport pour les gliomes de grade 111 reste le méme pour les différents TM (2,33 % de

variation).
Cho/Eau est un rapport quasi constant a TM variable et ressemble a la valeur des tumeurs. La
gamme des valeurs de ce rapport tous groupes confondus est de 0,22 a 0,44. 0,44 étant la

valeur des volontaires a TM = 400 ms.

(Lip+Lac)/Eau chute en fonction de la croissance de TM, et cela est vrai pour tous les

groupes.
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llI-2-4  Analyse en Composante Principale (ACP) et Analyse
Factorielle de correspondance (AFC)

4 groupes ont été considérés (sujet témoin, gliome de bas grade Il, gliome de grade
intermédiaire III et glioblastome) et une couleur a été attribuée a chacun d’eux pour faciliter

la représentation spatiale des différents groupes dans les graphes « ACP »:

Témoins / Volontaires : en jaune.
Gliome bas grade (I1) : en vert.
Gliome de grade intermediaire (I11) : en noir.

Glioblastomes grade 1V: en rouge.

Plusieurs analyses ont été effectuées a partir des données suivantes :

Rapports NAA/Cho, NAA/Cr, Cho/Cr, (LIP+LAC)/Cr a 30, 60, 135 et 270 ms
e T2 des métabolites (NAA, Cho, Cr, LIP+LAC et Eau)

e Concentrations des 3 principaux métabolites (NAA, Cho, Cr)

e Concentrations et T2 des trois principaux métabolites

e Niveaux de signal des métabolites normalisés par le niveau du signal de I’eau

Naa/Eau, Cr/Eau, Cho/Eau et (LIP+LAC)/Eau.

I-2-4-1 ACP avec la séquence PRESS

Les graphes des différentes analyses sont présentés. Les meilleurs résultats, pour une
discrimination visuelle des différents groupes, ont été obtenus avec les rapports des
métabolites sur le niveau du signal de I’eau : NAA/Eau, Cr/Eau, Cho/Eau et (LIP+LAC)/Eau
(Figure n® 111-9 a Figure n° 111-12).

106



QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n° 111-9 : ACP des niveaux de signal des métabolites normalisés par le niveau du
signal de l’eau, obtenus a partir de la séquence PRESS a TE = 30 ms.

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n° 111-10 : ACP des niveaux de signal des métabolites normalisés par le niveau du
signal de I’eau, obtenus a partir de la séquence PRESS a TE = 60 ms.
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QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n° 111-11 : ACP des niveaux de signal des métabolites normalisés par le niveau du
signal de [’eau, obtenus a partir de la séquence PRESS a TE = 135 ms.

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n°® 111-12 : ACP des niveaux de signal des métabolites normalisés par le niveau du
signal de I’eau, obtenus a partir de la séquence PRESS a TE = 270 ms.
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l1l-2-4-2 AFC avec la séquence PRESS

Nous avons également utilisé 1’analyse factorielle de correspondance pour intégrer, a
I’analyse, la gradation qui a été attribuée a chaque tumeur par le résultat de la biopsie et la

prise de contraste.

Les meilleurs résultats ont été obtenus avec les temps d’écho a 135 ms et 270 ms. Nous avons
obtenu a TE = 270 ms la distance la plus importante entre les centres de gravité des nuages de
points :

entre les volontaires et les tumeurs de bas grade (0,61),

entre les volontaires et les tumeurs de grade intermédiaire (0,92),

entre les volontaires et les tumeurs de haut grade (1,71),

entre les tumeurs de bas grade et les tumeurs de haut grade (1,29),

entre les tumeurs de grade intermédiaire et les tumeurs de haut grade (0,99).

En revanche, le meilleur TE pour différencier les tumeurs de bas grade des tumeurs de grade
intermédiaire est 135 ms, avec une distance entre les centres de gravité de ces deux groupes
égale a (0,3501), a TE = 270 ms cette distance est a peine plus faible (0,3462) (Figure n° 1l1-
13). La différenciation entre les tumeurs de bas grade et de haut grade n’est pas trés évidente.
Toutefois, il faut noter que ces résultats ont été uniquement obtenus a partir des données
expérimentales, il est possible que sur des données simulées a partir des T2 et SO les résultats

soient meilleurs a d’autres temps d’écho (voir Chapitre IV-2).
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Figure n°ll1-13 : AFC des données expérimentales

normalisées par le signal de [’eau, a TE = 270 ms.

I1-2-4-3

Les mémes opérations ont été appliquées pour STEAM.

ACP avec la séquence STEAM

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

obtenues avec la séquence PRESS,

Figure n° 111-14 : ACP des signaux mesurés NAA/Eau, Cr/Eau, Cho/Eau et (Lip+Lac)/Eau
pour la séquence STEAM TE = 20 ms, TM = 50 ms.
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QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n°ll1-15 : ACP des signaux mesurés NAA/Eau, Cr/Eau, Cho/Eau et (Lip+Lac)/Eau
pour la séquence STEAM TE = 20 ms, TM = 200 ms.

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n° 111-16 : ACP des signaux mesurés NAA/Eau, Cr/Eau, Cho/Eau et (Lip+Lac)/Eau
pour la séquence STEAM TE = 60 ms, TM = 50 ms.

Les analyses en AFC n’ont pas donné de meilleurs résultats.
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-3 Discussion

Les tumeurs gliales sont trés certainement le domaine d’application clinique le plus fréquent
de la spectroscopie protonique in vivo (SRM-'H). L hypothése de départ est que des tumeurs
histologiquement identiques présentent également une signature spectrale similaire.
Malheureusement, la multiplicité des méthodologies ne facilite pas une vision claire de sa

contribution dans la prise en charge diagnostique et thérapeutique de ces tumeurs.

Une des premieres difficultés tient a la nature, elle-méme, trés hétérogene de cette pathologie
a propos de laguelle existent toujours des controverses de classification anatomo-
pathologique (Mittler 1996). De plus, les différents grades de tumeur ne représentent que
I’analyse a un temps «t» d’un processus évolutif vers un grade plus élevé. Enfin, au sein

méme d’une tumeur, peuvent coexister plusieurs contingents de malignités différentes.

La complexité de la pathologie explique également en partie la grande variabilité des résultats
de la littérature. A cela s’ajoute la multiplicité des protocoles de SRM-'H utilisés pour
I’acquisition des spectres, et le post-traitement qui constituent des étapes cruciales influencant
Iinterprétation des résultats. L’interprétation des résultats de SRM-'H est hautement
dépendante de la méthode d’analyse des données spectrales ; donc souvent opérateur et

logiciel de post-traitement dépendant.

Une volonté d’harmonisation des pratiques de spectroscopie in vivo apparait (INTERPRET

projet — 1ST-1999-10310) mais n’a pas permis d’obtenir un consensus a I’heure actuelle.

Notre objectif a été la mise au point d’un protocole d’acquisition robuste et réalisable en
routine clinique (« user-friendly »). Puis a partir des spectres obtenus, de déterminer quelles
étaient les données les plus pertinentes pour caractériser les groupes de patients considérés.

(ce travail a été soumis a publication— « Grading of glioma by in vivo proton MRS and

principal componente analysis » )
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-3-1 Protocole d’acquisition

-3-1-1 Méthode de localisation spatiale

Les deux méthodes de localisation spatiale les plus utilisées sont la séquence PRESS
(Kimmich 1987) et la séquence STEAM (Granot 1986, Frahm 1987). Ces deux séquences
(PRESS & STEAM) reposent sur la réalisation de trois impulsions sélectives, chacune dans
une direction de I’espace. PRESS (Meyerand 1999, Ishimaru 2001, Kaminogo 2001, Lai
2002, Bulakbasi 2003, Tong 2004, Fan 2004, Majos 2004, Kim 2006, Stadlbauer 2006, Ricci
2007, Alimenti 2007) et STEAM (Bruhn 1989, Poptani 1999, Barker 2001, Jeun 2005) sont
généralement considérés comme comparables en routine clinique (Keevil 2001). Le choix de

I’une ou de 1’autre dépend principalement de sa disponibilité sur la machine utilisée.

Nous avons privilégié la séquence PRESS pour favoriser le meilleur rapport signal/bruit (2
fois supérieur) notamment pour les acquisitions & TE long et diminuer les difficultés de
quantification liés aux phénoménes de modulation pendant les TM avec les séquences
STEAM.

I-3-1-2 Choix du temps de répétition (TR)

Le choix du temps de répétition est un compromis entre la contribution du temps de relaxation
T1 dans le spectre obtenu et le temps d’acquisition qui doit étre compatible avec une
utilisation en pratique clinique. Nous avons choisi un TR de 2000 ms car des études (Howe
2003) a TR variable ne montrent qu'une variation minime des ratios de métabolites compris
entre 1 et 3 % suivant I'utilisation d’un TR a 1500 ou 3000 ms. Certains ont proposé d’utiliser
un TR de 5000 ms pour calculer le pic de I’eau comme référence interne. Mais il nous semble
indispensable d’utiliser le méme TR pour 1’acquisition du spectre des métabolites et celui de

I’eau.

-3-1-3 Acquisition mono-voxel (SVS) ou multi-voxel (CSI)

L’approche globale du caractere hétérogéne des tumeurs gliales incite a priori a privilégier
l’acquisition type imagerie métabolique (CSI) (Yerli 2007, Kwock 2006, Pruel 1996,
Stadlbauer 2006). Mais 1’étude mono-voxel (SVS) présente plusieurs avantages significatifs
(Meyerand 1999, Ishimaru 2001, Bulakbasi 2003, Tong 2004, Fan 2004, Jeun 2005, Ricci
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2007). Elle permet d’obtenir une meilleure homogénéité du champ magnétique au sein du
voxel, autorisant donc des mesures plus fiables, primordiale notamment dans le cadre de la
quantification. D’autre part, la durée d’un examen multi-écho, quantitatif, en CSI n’apparait
pas réaliste. De méme, un des objectifs étant un post-traitement accessible et rapide,

I’acquisition monovoxel trouve plus facilement sa place.

Il existe cependant quelques limitations concernant la SVS. A 1,5 Tesla, la taille du voxel
peut difficilement étre réduite. Néanmoins, l’utilisation d’un voxel plus petit permettrait
d’analyser une zone plus homogéne, en diminuant les artéfacts de déplacement chimique
notamment dans les zones proches de 1’os ou de la graisse du cuir chevelu. Le corollaire reste
néanmoins de parfaitement placer la région d’intérét comme cela a été mis en évidence pour
le patient 3 dont le voxel a été placé en substance blanche péri-tumorale, au sein d’une zone
de signal normale en pondération T2 alors qu’il est décédé un an plus tard. Il existe
maintenant un consensus pour placer le voxel sur les données de I’IRM morphologique aprés
injection de produit de contraste (http://carbon.uab.es/INTERPRET). La faible dégradation du
spectre induite par le gadolinium est alors largement compensée par la pertinence du
placement et le gain en qualité (Murphy 1999, Smith 2000, Murphy 2002).

La dégradation du rapport signal/bruit en acquisition multi-voxels pourrait étre compensée par

I’acquisition a plus haut champ a 3 T, mais des évaluations sont encore nécessaires.

I-3-1-4 Choix de la taille du voxel et de sa position

La région d’analyse de la tumeur (VOI) (Fan 2004) est particuliérement importante lors d’une
étude en monovoxel (SVS), car on ne peut jamais étre totalement certain d’avoir analysé la
région la plus pertinente en terme d’agressivité sur les seules données de I'IRM
morphologique. C’est la raison pour laquelle de nombreux auteurs pratiquent leurs études
monovoxel apres injection de gadolinium. L’influence du gadolinium dans le spectre ayant

été démontré comme négligeable (Murphy 2002).

Nous avons choisi de systématiquement utiliser un volume de 8 ml (20 x 20 x 20 mm) pour
nos acquisitions SVS. Le positionnement du volume était toujours décidé sur les données de
I’imagerie morphologique, sur la région charnue prenant le produit de contraste ou la plus
hétérogéne. Pour les examens de surveillance, la reproductibilité était assurée visuellement

pour explorer exactement la méme région d’intérét.
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En SVS, le positionnement du voxel est crucial dans I’interprétation des résultats, certaines
études ont concerné la portion kystique ou nécrotique centro-tumorale (Lai 2002), la portion
charnue prenant le produit de contraste (Meyerand 1999) ou la région de «I’cedéme »
péritumorale (Fan 2004, Ricci 2007). Chaque région correspondant a une zone différente du

processus tumoral, les résultats leur seront directement liés.

1-3-1-5 Temps d’écho optimum

L’analyse de la littérature concernant la SRM-'H SVS dans I’étude invivo des tumeurs
cérébrales ne permet pas de déterminer un temps d’écho optimum et consensuel. Autant
d’études ont privilégié un TE court (Devos 2004, Tong 2004, Poptani 1999, Kim 2006,
Kaminogo 2001, Alimenti 2007, Bartha 2008 ) qu’un TE long (Lai 2002, Lukas 2004,
Bulakbasi 2003, Meyerand 1999, Preul 1996 Stadlbauer 2006), certains réalisant des analyses
a deux TE (Bruhn 1989, Ishimaru 2001, Majos 2004, Kim 2006).

L’étude réalisée par Majos (2004) comparait un TE 30 a un TE 135, retrouvant une
caractérisation légerement supérieure a TE court comparativement a TE long. Dans notre
protocole, I'utilisation de 4 temps d’écho (30, 60, 135, 270) avait deux objectifs : d’une part
comme une méthode de quantification pour évaluer le temps de relaxation T2 et d’autre part
pour déterminer le temps d’écho le plus discriminant. En effet, ’utilisation de plusieurs temps
d’écho en pratique clinique apparait trop lourde, notamment en cas d’évaluation multimodale,
responsable d’un temps d’acquisition long, d’un inconfort pour le patient et d’une

augmentation potentielle des artéfacts de mouvements.

L’utilisation de TE long permet une réduction du nombre de métabolites et une diminution
des phénomenes de distorsion de la ligne de base rendant I’interprétation plus facile. Ici, le
protocole de post-traitement utilisé a été optimisé pour réduire au maximum les distorsions de
la ligne de base. La correction du décalage en fréquence était la seule opération manuelle, la
détermination de la meilleure valeur se faisant de maniére objective a partir de I’erreur
d’adaptation (choix du décalage en fréquence donnant I’erreur d’adaptation la plus faible,
opération pouvant donc a terme étre automatisée). L’affichage du pic de ’eau a également été
ajouté, rendu d’une part nécessaire pour les calculs des rapports et permettant d’autre part

d’évaluer la qualité de ’acquisition et de fixer un critére de rejet du spectre.
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Sur notre étude, I'utilisation d’'un TE a 270 ms n’a pas montré de supériorité, aucune
différence statistiquement significative entre les groupes pathologiques n’ayant été mis en

évidence.

Le TE 135ms permet la meilleure séparation, en ACP, entre les groupes témoins et
pathologiques. Néanmoins, la séparation au sein des différents groupes pathologiques apparait
moins tranchée. Ce temps d’écho garde néanmoins un intérét certain dans la détection des
doublets de lactates inversés a cause du couplage J, permettant de les différentier des lipides

et des macromolécules.

L’utilisation de TE plus court montre surtout sa supériorité si I’on s’intéresse a la détection
d’un plus grand nombre de métabolites, certains d’entre eux ayant une intensité de signal
fortement diminuée a TE long, compte tenu de la J-modulation et de I’effet T2. C’est le cas
des lipides, des macromolécules, du myoinositol et du massif glutamine-glutamate. L apport
de ces composés n’a pas été évalué dans cette étude compte tenu de I’évaluation nécessaire

des mémes rapports aux différents temps d’écho.

Concernant les métabolites étudiés, les volontaires apparaissent mieux individualisés a TE
60 ms qu’a TE 30 ms. Au sein du regroupement des grades Il en ACP, on retrouve le méme
nombre de grades I11/11 avec prise de contraste. Par contre, le reste des grades I11/11 avec prise

de contraste ne « s’intercale » pas entre les grades |1 et les volontaires a TE 60 ms.

Le TE 60 ms semble donc légérement supérieur aux autres TE. On pourrait donc, a la lumiére
des résultats obtenus, envisager secondairement une évaluation a TE 60 ms incluant d’autres
métabolites non évalués précédemment. En effet, ce temps d’écho n’apparait pas inférieur au
TE long (surtout 135ms) dans 1’évaluation des principaux métabolites et il reste

suffisamment court pour recueillir un signal utilisable sur les métabolites a T2 court.

A ce stade, nous pouvons donc proposer une acquisition avec un TE de 60 ms et une
deuxieme acquisition a TE 135 ms, 1’évaluation a ce niveau n’étant que qualitative (présence
ou non de lactate) et donc réalisable avec un nombre d’accumulation plus faible permettant
une séquence supplémentaire de courte durée. Ce protocole d’acquisition, comportant deux
TE, est en accord avec les premiéres conclusions du protocole « INTERPRET-project ». Ce
groupe préconise un TE court a 30 ms (PRESS) ou 20 ms (STEAM) puis un TE long a 136
ms (PRESS). Toutefois aucune équipe a notre connaissance n’a étudié I'intérét d’'un TE

intermédiaire a 60 ms avec notre méthodologie.
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[1-3-2 Protocole de post-traitement

Les importantes variabilités des conditions de mesures et d’acquisitions ne permettent pas
d’interpréter la valeur brute d’un métabolite et nécessite le recours a des méthodes de
quantification relative ou absolue. De multiples techniques (plus ou moins complexes) sont

utilisées sans qu’aucun consensus ne soit accepté par tous.

Plusieurs approches sont décrites dans la littérature :

- Les rapports des aires sous la courbe des principaux métabolites cérébraux (NAA,
Cho, ml, Lac, lipides) normalisés par I’aire sous la courbe de la créatine (Govindaraju 2000,
Miller 1991, Howe 2003, Lucas 2004, Shimizu 1996, Yin 2004, Kaminogo 2001, Ricci 2007)
ou de I’eau (Usenius 1996).

- Le calcul des concentrations des métabolites est obtenu en prenant soit I’eau comme
référence interne (Chritiansen 1993, Ala-Korpela 1995, Ernst 1993, Soher 1996, Longo
1995), soit la créatine (Longo 1995) ou des références externes avec des fantbmes contenant
un composant en concentration connue (Michaelis 1993, Longo 1995). Cette derniére
demande des mesures et des calculs supplémentaires qui sont difficilement utilisables en
routine clinique.

- D’autres approches fondées sur des analyses multi-variées (Hagberg 1995, Roser
1997) intégrant I’ensemble des informations métaboliques permettent d’améliorer le
diagnostic différentiel par SRM-'H entre les différents types de tumeurs. Ces méthodes sont

toujours en cours d’évaluation.

I-3-2-1 Rapport des métabolites sur la créatine

Les résultats obtenus chez les témoins peuvent étre comparés avec les valeurs contrdles
publiées par Vion-Dury et Michotey (2005), sur un imageur du méme constructeur (Siemens
Symphony, Quantum) et avec le méme logiciel de traitement automatique des données
(Syngo VA 15). Avec une séquence PRESS et des paramétres d’acquisitions TR/TE :
1500/135 ms sur un voxel de 15 x 15 x 15 mm en substance blanche frontale, ils obtiennent
des valeurs moyennes (sur 10 volontaires) de rapports cohérente avec nos résultats (sur 30

volontaires).
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Vion-Dury (2005) "M-Protocole"

NAA/Cho 1,84 +£0,54 2,02+0,3
NAA/Cr 2,1+0,7 2,04 +£0,26
Cho/Cr 1,53 +£0,53 1,02 £0,16

Table n°ll1-11 : Comparaison des résultats obtenus en SVS SRM-'H PRESS TE 135 ms chez
des témoins sains en substance blanche frontale, avec le logiciel Syngo de la société Siemens
(moyenne + écart-type). Vion-Dury J et al. 2005.

Pour la différenciation entre témoins et patients porteurs d’une tumeur gliale, le rapport
Cho/Cr apparait (Kaminogo 2001) comme I’estimation la plus simple (la différence entre les
astrocytomes de grade I1-111 et les glioblastomes sont significatives). Par contre, la différence
entre astrocytomes de bas grade et de grade intermédiaire n’est pas aussi tranchée. Dans notre
étude, la différence est significative entre témoins et glioblastomes, entre glioblastomes et
tumeurs de bas grade ainsi qu’entre glioblastomes et tumeurs intermédiaires. Par contre, elle
est moins évidente entre les volontaires et les tumeurs de bas grade et de grade intermédiaire.
Les résultats du t-test ont démontré que les rapports NAA/Eau et (Lip+Lac)/Eau a 30 ms,
(Lip+Lac)/Eau et (Lip+Lac)/Cr a 60 ms, (Lip+Lac)/Eau et (Lip+Lac)/Cr a 135 ms, Cho/Eau
et (Lip+Lac)/Eau a 270 ms, sont pertinents pour la différenciation entre les tumeurs de bas
grade et de grade intermédiaire car c¢’était les rapports qui étaient les plus significativement

différents entre ces deux populations.

La valeur du rapport NAA/Cr a été rapportée dans la littérature comme diminuée lors de la
présence des tumeurs par rapport aux sujets témoins. Nous avons également trouvé des
différences significatives entre les différentes populations que nous avons comparées. Par
contre pour les glioblastomes et les sujets témoins, les rapports NAA/Cr a 30 ms, a 60 ms et a
135ms et Cho/Eau & 270 ms, n’ont pas montré de différence significative, il existe une
superposition des rapports principalement due a la dispersion des valeurs de NAA/Cr chez les
glioblastomes. Cela peut étre attribué a la surestimation du NAA dans le cas des
glioblastomes, que cela soit pour notre protocole (ou NAA = NAA + NAAG) ou dans le
protocole proposé par Siemens ou uniquement un singulet est considéré comme le pic du
NAA total. Pour la détermination des pics dans la zone proche du NAA, I’algorithme dans la
plateforme de Syngo'™, cherche a minimiser I’erreur d’adaptation entre les courbes
modélisées et expérimentales en élargissant la raie du NAA. Le résultat est une surestimation
du NAA et une sous-estimation des autres métabolites avoisinants (glutamate, glutamine,
glutathione, GABA, aspartate, alanine, acétate ...) avec les deux protocoles de post-traitement

(P-Protocole ou M-Protocole).
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Li et al. (2003) ont démontré que 1’utilisation des rapports des métabolites par rapport a la
créatine, considérée comme stable, augmente considérablement la variabilité des résultats en
comparaison avec le calcul des concentrations des métabolites. Ceci étant expliqué par une
répartition non homogeéne de la créatine dans le cerveau (Michaelis 1993, Vion-Dury 2005).

De plus, Roser et al. (1997) ont démontré que les gliomes cérébraux ont tendance a s’étendre
et a s’infiltrer au dela des anomalies de signal et en particulier aux régions controlatérales a la
Iésion, permettant de douter de la validité de la créatine au sein de la substance blanche

controlatérale comme référence interne en cas de pathologie tumorale.

I-3-2-2 Rapport des métabolites sur I'eau

Meyerand et al. (1999) ont comparé 1’utilisation de 1’eau et de la créatine, comme référence

interne, montrant une meilleure performance de 1’eau comme dénominateur.

Nous avons, également, évalué 1’intérét d’une normalisation par le signal de 1’eau. Grace a
cette normalisation, une plus faible dispersion est observée, en comparaison avec les rapports
sur la créatine, pour les différents groupes. Dans la figure n° 111-9, il existe une différence
visuelle nette pour le niveau de NAA/Eau entre témoins et patients, méme si entre les groupes
de patients cette différence n’est pas si importante, il est facilement repérable (surtout pour les
résultats obtenus avec P-Protocole) que le niveau moyen du signal NAA/Eau est plus faible

pour les tumeurs de haut grade.

Le niveau de Cr/Eau a TE = 30 ms est intéressant a considérer. Il est quasiment stable pour les
volontaires ainsi que pour les tumeurs de bas grade et intermédiaires, par contre pour les
tumeurs de haut grade, ce niveau diminue. Ces résultats confirment la controverse décrite
dans la littérature concernant le niveau de la créatine. Yerli H et al. (2007), montrent, en
utilisant le CSI et la créatine normale comme référence interne, que la Cr tend a baisser dans
les tumeurs de haut grade. Des résultats concordants ont été obtenus par Tong et al. (2004) en
spectroscopie monovoxel et I’eau comme référence interne pour démontrer que le niveau de
Créatine est abaissé dans les tumeurs gliales. Usenius et al. (1996) ont utilisé le signal de
I’eau comme signal de normalisation des niveaux de métabolites et ils ont ensuite traité ces

résultats pour la classification des tumeurs en se servant d’une analyse par réseaux neuronaux.
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Dans notre étude, les niveaux de Cho/Eau a TE = 270 ms et NAA/Eau a TE = 30 ms s’avérent
intéressants pour la différenciation entre tumeurs de bas grade et tumeurs de grade
intermédiaire. Cette différence est plus marquée avec les résultats de P-protocole, les résultats
du t-test de ces rapports sont significativement différents entre ces deux populations. Staudler
et al. (2006) trouvent que les niveaux de NAA, de choline et du rapport Cho/NAA sont
significativement différents entre ces deux populations. La choline et le NAA sont tres

certainement des marqueurs importants de différenciation.

Le rapport (Lip+Lac)/Eau (PRESS et le P-Protocole) nous suggere que la présence des lipides
et du lactate est corrélée avec la malignité tumorale. Dans le tableau n° I11-4 et grace aux
résultats des t-tests, nous avons pu constater que le rapport (Lip+Lac)/Eau est un facteur de
différenciation entre les tumeurs de grade Il et de grade Ill, entre grade Il et grade IV ainsi
qu’entre les grades III et IV. Les seuls rapports qui n’ont pas été significativement différents
étaient les rapports (Lip+Lac)/Eau entre les grades Il et IV ainsi que les grades 111 et IV pour
le TE=60ms. Cela est surtout di a la grande dispersion de ces rapports chez les
glioblastomes. Pour les TE longs (135 ms et 270 ms), la différence entre les valeurs
moyennes de ce rapport est trés importante, et il augmente de 100 % du grade Il au grade |11
(Pour TE = 270 ms (Lip+Lac)/Eau = 0,25 pour les grades Il et 0,52 pour les grades Il1) et du
grade Il au grade 1V (Pour TE =270 ms (Lip+Lac)/Eau = 1,02). Cependant, parmi tous les
rapports, c’est le rapport qui posséde le plus de variabilité, et doit étre interprété avec

prudence.

1-3-2-3 ACP des rapports, des concentrations et des temps de
relaxation T2

Comme le montrent les paragraphes précédents, la complexité des modifications
métaboliques au sein des tumeurs gliales rend difficile la détermination d’un seul rapport
discriminant notamment compte tenu du caractére antagoniste de la choline et du groupe
lipides-lactates dans les gliomes de hauts grades. D’autre part 1’analyse des résultats montre
des tendances cohérentes avec la physiopathologie mais peine a mettre en évidence des
différences statistiquement significatives. L’utilisation de la valeur de I’eau comme
dénominateur permet d’utiliser 4 rapports indépendants et donc de potentialiser 1’analyse

multivariée.
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De plus, I’analyse univariée, reposant sur la variance, permet de mettre en évidence des
différences statistiguement significatives malgré des zones de recouvrement importantes,

facteur limitant dans notre étude.

L’analyse en composantes principales (ACP) permet 1’étude point par point, la répartition se
faisant sur I’ensemble de I’échantillon et non pas entre différents groupes. D’autres analyses
statistiques de type multivariée sont proposées dans la littérature (Hagberg 1998, Tate 2003).
L’analyse linéaire discriminante a certes l’avantage de fournir des données chiffrées de
classement au sein des groupes. Néanmoins, elle suppose des conditions de « stringeance »
statistiques non réunies dans cette étude. De plus, compte tenu du continuum entre les grades
II et III, I’ACP présente I’avantage déterminant de ne pas requérir de groupes prédéterminés,
mettant en évidence cette continuité. De la méme facon, elle est moins sensible aux
« outliners ». Plusieurs publications ont mis en évidence cette difficulté ; Majos et al. (2003)
retrouvent un recouvrement entre les grades Il et 111 dd principalement & des grades 11l mal
classés. Cette donnée semble se retrouver dans notre étude puisque les grades Il apparaissent
relativement groupés, en dehors d’un patient (le seul évolutif au sein de ce groupe) ainsi que
les glioblastomes et les témoins. Ces difficultés sont probablement liées a 1I’hétérogénéité des

tumeurs, cette caractéristique concernant plus particulierement les grades I11.

Les meilleurs résultats en ACP ont été obtenus avec les niveaux de signal normalisés par
rapport a 1’eau. Aucun des autres éléments pris en compte lors de cette étude (la
concentration, les temps de relaxations T2, ou T1, les rapports sur la créatine) n’a permis une

différenciation aussi bonne qu’avec la normalisation par le signal de 1’eau.

Un regroupement clair peut étre observé au niveau des volontaires pour n’importe quel temps
d’écho en PRESS. Par contre, pour STEAM il y a une plus grande dispersion des témoins et
des patients. Nous attribuons cette dispersion au faible niveau de rapport signal sur bruit par
rapport a PRESS.

L’ACP réalisée sur les résultats obtenus avec la séquence PRESS montre des résultats
encourageants pour la classification des tumeurs cérébrales. Nous avons calculé les centres de
gravité des nuages de points pour chaque groupe et grace aux distances entre ces centres de
gravité nous avons pu établir des TE optimum pour différencier les tumeurs cérébrales. I
n’existe pas de séparation claire entre le groupe de tumeurs de bas grade et le groupe des
tumeurs intermédiaires, mais les tumeurs de bas grade sont assez regroupées a 1‘intérieur du

nuage des tumeurs intermédiaires.
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Hagberg et al. (1995) ont développé une étude en analyse de clusters avec et sans ACP. Le
résultat de ces deux approches dépendait du rapport Lip/Cr. lls ont également fait appel a
I’analyse factorielle discriminante et a la méthode du vecteur discriminant orthonormal
(VDO). Par I’application du VDO, ils ont mis en place une combinaison linéaire de tous les
rapports de métabolites (NAA/Cr, Macromolécules-glutamate-glutamine/Cr, Cho/Cr, Ino-
Gly/Cr et Lip/Cr) qui a permis de différencier les groupes de tumeurs qu’ils s’étaient proposé
de classifier. Ces auteurs ont classé, a priori, les tumeurs en 2 groupes haut grade et bas
grade. Cette approche est intéressante du point de vue méthodologique, car elle conduit a une
équation linéaire qui explique la pondération de chaque rapport pour la classification des
tumeurs. Cependant, la difficulté dans la classification des tumeurs cérébrales n’est pas dans
la distinction entre haut grade et bas grade puisque I'IRM morphologique, la prise de
contraste et les résultats histologiques donnent suffisamment de renseignements pour pouvoir
les différencier. Le probléme essentiel est de parvenir a identifier les tumeurs de bas grade et
celles qui sont en voie de transformation pour devenir plus malignes (grade Il de I’OMS).
Ces auteurs expliquent également que le rapport Lip/Cr a une grande influence dans 1’ACP
surtout dans le cas des gliomes de haut grade. Ils concluent qu’il n’existe pas un métabolite
qui puisse classifier les différents grades des tumeurs mais plut6t une interprétation globale
qui prend en compte la totalité des métabolites. Ils expliquent également que la séparation,
entre les hauts et les bas grades, est trés nette. Par contre la séparation entre bas grade et

témoin n’est pas optimale.

Une limite de ce type d’analyse est liée a I’importance du signal Lip + Lac dans la séparation
des glioblastomes. En effet, celui-ci diminue la puissance des autres paramétres, en particulier
la choline, retrouvée dans plusieurs études comme le meilleur facteur discriminant entre
grades Il et Ill, alors que les lipides ou le lactate apparaissent plutét comme discriminants

pour les glioblastomes (Majos 2003).

Lors de I'utilisation de ’AFC, une différenciation plus nette entre les groupes apparait
(Figure n° 111-13). Cependant I’utilisation de ce type d’analyse implique la connaissance
préalable de I’histopathologie de la tumeur, ce qui n’est pas nécessaire avec I’ACP. Les
résultats de I’ AFC sont encourageants, cependant nous avons trouvé les mémes patients (17 et
3) qui s’approchent du groupe des volontaires. Une explication peut étre la contamination du

signal du voxel par du tissu sain qui a pu fausser les résultats.

Pour les patients, il est difficile d’obtenir des valeurs de comparaison pour les temps de
relaxation, car différents types de tumeurs sont le plus souvent mélangés. On notera une chute

du T2 et du NAA en fonction du « grading », les volontaires et les gliomes de grade II n’ayant
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pas des valeurs trés différentes. Pour les autres métabolites, les valeurs ne séparent pas les
différents groupes. Par ailleurs, 'ACP a l’aide des temps de relaxation T2 n’est pas
concluante. Les résultats obtenus au niveau des témoins, qui restent groupés, permettent

cependant de ne pas totalement discréditer la méthode.

1-3-3 Intérét de notre méthodologie appliguée aux tumeurs
gliales. Commentaires sur les patients et leur survie.

Cette étude a évalué notre méthodologie SRM-'H SVS chez des patients porteurs d’une

tumeur gliale, vérifiée histologiquement, en cours de surveillance ou de traitement.

Les différentes approches de quantification (correction des temps de relaxation, concentration
et rapports normalisés par la créatine) que nous avons testées nous permettent de retenir celle
qui nous semble la plus efficace. Grace a I’analyse en composantes principales des rapports
de métabolite (NAA, Cho, Cr et Lipt+Lac) normalisé par le signal de I’eau, nous sommes
capables de différencier les différents grades de tumeur des témoins sans « a priori ». Les
graphes ACP a TE 60 et 135 ms sont ceux qui individualisent le mieux les différents groupes.
La répartition des patients au sein du graphe ACP, liée a de multiples parametres, nous
semble plus pertinente que la catégorisation par seuil de valeur de rapport (le plus souvent
choisi a posteriori). Elle donne des informations cohérentes avec la survie des patients. Les

graphes en ACP sont mieux représentatifs de I’hétérogénéité de la pathologie.

Nous considérons notre méthodologie comme originale et prometteuse. Plus que des valeurs
absolues de métabolites, la représentation graphique et visuelle des patients permet
d’approcher a un temps « t » la signature biochimique d’une tumeur indépendamment de son
histologie. Pour autant, nous ne pensons pas que la SRM-'H puisse, isolement, caractériser
une tumeur cérébrale. L’avenir de la caractérisation des tumeurs cérébrales appartient a la
multimodalité faisant appel a I’ensemble des autres techniques d’IRM fonctionnelle et en

particulier a 'IRM de perfusion pour appréhender ’angiogénése tumorale.
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Il est important de commenter quelques particularités de patients pour mieux comprendre leur

position dans les graphes d’ACP. La survie est rapportée dans le tableau n° 111-12 :

Patient

Tumeur

MRI-

NC/Sex/Age(y) | type cE» | Contexte clinique et position de |"SRMHgy/g Survie °©
WHO

P01/M/50 1] N voxel sur ’hypersignal T2

P02/M/50 I N voxel sur ’hypersignal T2 transf 111 aprés 19 mois

P0O3/M/50 11l 0] voxel sur I’hypersignal T2 status epilepticus
déces 12 mois

P04/M/53 v O | voxel sur la prise de contraste déces 21 mois

PO5/M/40 I ) progression

P06/M/40 11| 0] stabilisation sous chimiotherapie Recurrence a 7 mois
décés 15 mois

P07/M/43 v O | voxel sur la prise de contraste déces 12 mois

PO8/F/55 11l 0] voxel sur la prise de contraste Pas de suivi

P09/M/31 Il transf 111 0] voxel sur la prise de contraste stable sur 24 mois

P10/M/27 Il transf 111 O | début d’evolution décés 8 mois

P11/M/48 I 0] small nodular contrast enhancement

P12/M/48 1] N Disparition de la prise de contraste stable 24 mois

P13/M/46 11l 0] évolution apres 29 mois de stabilité stable sur 24 mois

P14/M/42 Il transf 111 0] voxel sur la prise de contraste déces 17 mois

P15/M/41 Il stable N stable apres radiotherapie stable 24 mois

P16/F/40 1] N Pas de traitement, stable stable 28 mois

P17/F/39 I N Pas d’anomalie T2 stable 29 mois

P18/F/34 Il transf 111 ) small nodular contrast enhancement

P19/F/34 Il stable N disappearance of the contrast enhancement stable 24 mois

P20/M/30 11| 0] voxel sur la prise de contraste déces 11 mois

P21/F/70 v o] voxel sur la prise de contraste déces 2 mois

P22/M/66 v 0] voxel sur la prise de contraste déces 11 mois

P23/M/45 I N transformation maligne 2 mois avant décés déces 15 mois

P24/F/61 11| o] Nouvelle prise de contraste

P25/F/61 11l @) stable stable 24 mois

P26/F/65 v 0] voxel sur la prise de contraste déces 7 mois

P27/M/36 Il stable N voxel sur ’hypersignal T2 stable 24 mois

P28/M/44 Il transf 111 0] voxel sur la prise de contraste

P29/M/44 Il transf 111 0] voxel sur la prise de contraste stable 24 mois

P30/M/41 Il transf 111 0] voxel sur la prise de contraste

P31/M/41 Il transf 111 0] voxel sur la prise de contraste stable 15 mois

Tableau n° 111-12: survie & 24 mois aprés la SRM-"H SVS

a: classification OMS (WHO), I transf IlI (apparition d 'une prise de contraste)

b: Prise de contraste en IRM

c: Survie
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Le patient 23, par exemple, a été examiné avant tout traitement ainsi que le patient 27. Le
patient 27 était le grade Il le plus proche du groupe de glioblastomes (grade 1V), la biopsie le

classait comme une forme « limite ».

3 glioblastomes étaient bien isolés (21, 26, 4), Le patient 22 était en récidive mais a plus d’un
an d’évolution, ce qui constitue une survie bien au-dela de la moyenne pour un glioblastome.
On notera que le voxel était placé au vertex. Le rapport (Lip+Lac)/Eau a un intérét pour isoler
les glioblastomes. Cela peut étre observé dans la totalité des ACP (Figure n° I11-9 a Figure n°
I11-12). La direction du rapport coincide avec la zone ou se regroupent ces tumeurs. Le
patient 21, le plus éloigné dans les ACP, est celui avec le délai de survie le plus court (déces
1 mois aprés I’examen de spectroscopie). Le patient 22 a eu une survie supérieure aux autres
glioblastomes (2 ans). Les patients 4, 7, 21 étaient des glioblastomes avec une survie

d’environ 1 an (spectroscopie initiale au moment du diagnostic).

Au sein des grades Ill, dans la zone proche du groupe de glioblastomes, on trouve les patients
8 (possible radionécrose), 9 (reprise évolutive), 13 (reprise évolutive), 20 (décés a 1 an), 14
(déces a 1 an). Deux autres patients sont décédés a un an : le patient 3 dont tout le bilan était
négatif avec une leucoencéphalopathie post radique un an plus tard et le patient 10 pour lequel
aucun élément particulier n’a été retrouvé. Les patients 5 et 6, a distance sur ’axe du rapport
Cho/Eau, correspondent au méme patient, évolution moyenne avec progression

morphologique pour le point 5 et aggravation clinico-radiologique a quelques mois pour le 6.

Le patient 17 était en rémission au moment de la spectroscopie et analysé 6 mois plus tard
aprés plusieurs lignes de chimiothérapie et de la radiothérapie. Néanmoins, il est surprenant
qu’apres ce type de traitement, les rapports se soient « normalisés ». Il est probable que le

voxel contienne du tissu sain, ce qui explique et moyenne les résultats de cette analyse.

Pour STEAM, le faible nombre de patients pour chaque groupe ne permet pas de discerner

une tendance ni de tirer des conclusions.
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IV Développements et Perspectives

V-1 ERETIC

Le mythe de quantifier d’une maniére absolue in vivo les métabolites est un objectif
indispensable pour une meilleure classification et un meilleur diagnostic des pathologies
cérébrales (Kreis 1992, Podo 1998, Jansen 2006). La spectroscopie in vivo est principalement
utilisée en clinique comme une méthode semi-quantitative. La plupart du temps, I’aire sous la
courbe du pic de créatine divise I’aire sous la courbe des autres métabolites. Comme nous
I’avons déja indiqué, cette approximation limite 1’interprétation car la concentration de la
créatine varie en présence des pathologies (Li 2003). De plus, la variation des rapports
contient moins d’informations que celle obtenue par le calcul des concentrations absolues
(Gruber 2003). Une autre solution proposée dans la littérature est la comparaison des zones
controlatérales normales (Yerli 2007). Cependant, des altérations dans les zones

controlatérales, peuvent avoir lieu méme avant toute thérapie (Sijens 2002, Inglese 2006).

L’utilisation du signal de I’eau comme référence interne semble étre 1’'une des méthodes les
plus robustes (Tong 2004, Christiansen 1993, Meyerand 1999), cependant la pathologie
cérébrale induit une modification de la concentration de 1’eau dans le cerveau (Ross 2001) et
donc I’adoption de 1I’eau comme référence peut entrainer des erreurs de quantification. De
facon concordante avec la littérature (Sijens 2002, Isobe 2002) nous avons retrouvé que les
temps de relaxation T2 de I’eau chez les patients sont supérieurs a ceux des volontaires sains,

on peut donc logiquement anticiper une modification des concentrations.

La méthode ERETIC est une méthode originale de quantification absolue qui pourrait
permettre de s’affranchir de ce probléme de référence (Barantin 1997). Cette méthode
ERETIC (Electronic REference To assess In vivo Concentration) est basée sur la création
d’un pic additionnel correspondant a un « pseudo signal » RMN (pseudo-FID) produit par un
générateur de signaux électroniques (Barantin 1995, 1997). Cette pseudo-FID est le résultat
d’une multiplication de deux composantes : un signal de radio-fréquence sinusoidal et un
signal basse fréquence a décroissance exponentielle. Ce signal est transmis par une antenne
large bande qui peut étre simplement un fil de cuivre, placé pres de 1’échantillon ou du tissu

in vivo & analyser. Ce signal est émis et acquis en méme temps que la réception du signal
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RMN. Apreés transformation de Fourier, ce signal apparaitra comme un singulet et pourra étre
utilisé comme une référence. Ce pic, qui doit étre préalablement calibré sur un fantéme
contenant un composant de concentration connue, permet alors d’accéder aux concentrations

absolues des métabolites in vivo.

Broadband
antenna
ERETIC Signal
Magnet M
o
L/ MR
N TN Scanner
Faraday cage Filter box

Figure n° 1V-1 : Configuration schématique de la méthode ERETIC. Le signal ERETIC est
créé par le canal de radiofréquence (et sans amplification) pour générer une pseudo FID a la

fréquence nominale de I’Imageur (extrait de Barantin 1997).

La concentration d’un métabolite, [Met], est obtenue par :

ERET S, =

Met = e T Eq. IV-1

k' ERET

ol Syt est le niveau de signal mesuré du métabolite, Sgrer est le niveau mesuré du signal
ERETIC, T2 est le temps de relaxation transversale du métabolite et TE le temps d’écho. k

prend en compte le nombre de protons de la molécule analysée (Barantin 1997).
La valeur ERETIC, [ERET], est donnée par :

S B TE
ERET = Ref .=ERET @ Torr Eq. IV-2

Ref

ou [Ref] est la concentration de la solution de calibration, Sger le niveau de signal du signal de

calibration mesuré, T2ges est le T2 de la solution de calibration (Barantin 1997).
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Comme nous venons de le voir, dans sa version initiale (Barantin 1997), la méthode ERETIC
suppose I’émission d’un signal €électronique ayant toutes les caractéristiques d’un signal RMN
afin de donner naissance, aprés transformation de Fourier, a une raie supplémentaire sur le
spectre. Cette approche suppose que le signal ERETIC soit émis pendant la réception du
signal RMN et cela implique I’utilisation d’un second canal radiofréquence capable d’émettre

alors que le canal principal est en configuration de réception.

Cette stratégie fonctionne parfaitement sur les spectrometre-imageurs dédié a la recherche
biomédicale car ceux-ci sont équipés d’au-moins deux canaux RF dans leur configuration de
base. En revanche, I’immense majorité des imageurs utilisés pour le diagnostic ne comporte

qu’un seul canal.

Afin de contourner ce probléme, nous avons donc développé une autre approche qui consiste
a émettre le signal ERETIC lors d’une acquisition différente de I’acquisition de spectroscopie
localisée (juste avant ou juste apres). Pour que ce signal puisse étre utilisé de la méme
maniere que dans la méthode ERETIC standard il est alors indispensable que tous les réglages
ainsi que le positionnement du patient soient parfaitement identiques lors de la réception du

signal ERETIC et lors de la réception du signal RMN.

Il faut noter, dans ce cas, que le signal ERETIC ne doit plus avoir nécessairement la forme
d’un signal RMN. Nous avons donc choisi, dans un premier temps, d’utiliser la forme la plus

simple : une impulsion rectangulaire.

Pour linstallation du signal ERETIC sur notre imageur clinique SONATA 1,5 Tesla

(Siemens, Erlangen Allemagne) deux méthodes ont été envisagées.

Méthode n°1

Si ’antenne corps est utilisée pour émettre le signal, il n’y a pas besoin d’une modification
« hardware » ou de I’installation d’une antenne externe (telle qu’une antenne filaire).
Cependant il faut que la sensibilité de cette antenne corps soit corrigée pour obtenir le signal
d’émission voulu. La charge de ’antenne corps est en effet trés différente pour le fantome de

calibration et pour un patient.
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Méthode n°2

Un signal RF de test en boucle peut étre induit depuis ’armoire RF jusque dans la cage de
Faraday. La seule tache, a réaliser et a tester, est ’introduction dans la cage de Faraday d’un
fil de cuivre qui serait I’antenne émettrice. Dans ce cas, une modification mineure du
« hardware » est nécessaire mais cette méthode est indépendante de la charge de I’antenne

corps.

Pour les deux solutions, il est indispensable de maintenir le canal d’émission ouvert pendant
la réception. Ceci nécessite une modification, au sein du logiciel, d’un fichier concernant
I’antenne. Cette synchronisation forcée ne peut pas étre coupée a nouveau c'est-a-dire pendant
I’émission de I’impulsion d’excitation de la séquence, il faut donc séparer 1’expérience
ERETIC de la vraie expérience spectroscopique. Cependant, il n’y a pas de perte de temps

substantielle, puisque I’acquisition ERETIC dure moins d’une minute.

Un protocole de recherche clinique, étude ouverte monocentrique sans bénéfice individuel
direct, a été établi entre le CHU de Nantes (promoteur), le Dr H Desal (coordonnateur
principal) et la société Siemens AG, Medical Solutions (département ressources et

développement) :

« Validation de la méthode ERETIC en spectroscopie protonique sur un imageur
clinique de 1,5 Tesla » (BRD 06/04-B).
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IV-1-1 Matériels et Méthodes

IV-1-1-1 Fantomes

Deux fantdmes ont été créés :

Préparation du fantdme A : 3,6 g de choline et 2,5 g de NaN; sont dissouts dans 2,6
litres d’une solution de phosphate de potassium 100 mM tamponnée a pH = 7. Le pH est

ajusté a 7,2. La solution est filtrée et transvasée dans une sphére en plexiglas de 2,5 litres.

Préparation du fantdme B : 274 mg de NAA, 164 mg de créatine, 52 mg de choline,
169 mg de myo-inositol, 230 mg de glutamate de sodium et 120 mg de NaN3 sont dissouts
dans 87,5 ml d’une solution de phosphate de potassium 100 mM tamponnée a pH =7 et 37,5
ml de D,0. Le pH est ajusté a 7,2. La solution est filtrée et transvasée dans un ballon en verre
de 100 mL.

Les concentrations en eau et en métabolites ont été mesurées en spectroscopie RMN haute
résolution a 500 MHz (spectrométre avance DRX 500, Bruker) du laboratoire CEISAM

(Université de Nantes), a partir d’un prélévement sur chacun des fantomes A et B.

Solution de référence dans du D,0O: Une solution de 2,5-diméthyl-2,5-hexanediol a 10 mM

dans 10 mL de D,O a été préparée de la fagon suivante: dans une fiole jaugée de 10 mL ont
été pesés 14,6 mg de 2,5-diméthyl-2,5-hexanediol auxquels ont été ajoutés 10 mL de D,0.
Référence interne : 2,5-diméthyl-2,5-hexanediol pur a 97 %, provenant de chez AVOCADO,

produit solide, contenance : 100 g.

Préparation des tubes RMN : Dans un pilulier d’environ 4 mL sont ajoutés successivement

500 pL de la solution de référence dans D,O et 500 pyL prélevés sur le fantbme A ou B, ces
volumes ont été prélevés a ’aide de seringue en verre Hamilton. Le tout est bien homogénéisé
puis filtré directement dans le tube RMN 5 mm. La hauteur d’échantillon dans un tube 5 mm

est environ de 6,6 cm et ce dans ces conditions de préparation.
Le fantéme A contient de la Choline (5,1 mM), de I’eau (55,2 mM) et du dotarem (1 %/q).

Le fantdme B contient du Naa (11,5 mM), de la Choline (2,6 mM), de la Créatine (8,3 mM),
du Myo-Inositol (14,1 mM), Glutamate (10,4 mM), de I’eau (39,8 mM) et du dotarem (1 %/oo).
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IV-1-1-2 Volontaires

10 volontaires sains ont donné leurs consentements éclairés pour participer a I’étude au sein
du protocole de recherche clinique (BRD 06/04-B) approuvé par le CCPPRB de
I’établissement (CHU de Nantes, promoteur de 1’étude). 4 femmes et 6 hommes agés de 33,5
ans en moyenne (21 & 47 ans). Aucune pathologie cérébrale fortuite n’a été découverte sur les

acquisitions morphologiques.

IV-1-1-3 Acquisitions & Post-Traitement

Les mesures spectroscopiques ont été réalisées dans I'IRM corps entier (Sonata, Siemens
1,5T) avec une antenne « téte » (CP-Headcoil). Les acquisitions ont été obtenues avec la
séquence PRESS (TR = 3000 ms, voxel de 8 mm®) et & TE = 30 ms et 135 ms, avec (32 scans)
et sans (2 scans) suppression du signal de I’eau.

5 mesures ont été faites sur les fantdmes et une seule pour chaque volontaire.

L’expérimentation se déroule selon une succession d’étapes :

- Une acquisition de repérage axiale, coronale et sagittale en pondération « TrueFisp
2D » est réalisée afin de positionner le voxel au sein de la substance blanche du centre ovale
gauche.

- Ces images réalisées dans les trois plans de I’espace permettent de vérifier [’absence
d’anomalie morphologique au niveau cérébral. La lecture sera réalisée par un neuroradiologue
senior.

- Homogénéisation automatique du champ magnétique de I’IRM et vérification que la
largeur & mi-hauteur du pic de I’eau est inférieure a 5 Hz.

- L’expérimentation a comporté une acquisition PRESS monovoxel a deux temps
d’écho (TE 30 et 135 ms), TR 3000 ms, taille du voxel de 20x20x20 mm (8 mm?), un nombre
d’accumulations de 96, le signal est décrit en 1024 points. Chaque acquisition a chaque TE
était précédée d’une acquisition sans suppression du pic de [’eau (méme constante
d’acquisition mais avec seulement 2 sommations).

- Avant chaque série de volontaire, une acquisition sur les fantdmes A et B a été

réalisée. Cette acquisition servant de référence pour valider le signal de calibration ERETIC.
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IvV-1-2 Résultats

IV-1-2-1 Création du signal ERETIC

Le signal ERETIC ne pouvant étre spatialement localisé, la séquence ERETIC est de type FID
(free induction decay). Pendant la réception du signal RMN, une impulsion rectangulaire de
5ms (Signal ERETIC) est émise par l’antenne «corps» 5ms aprés le début de
I’échantillonnage du signal (Figure n° IV-2a). L’amplitude de cette impulsion est déterminée
par le paramétre TRA (transmission reference voltage). Ce parametre, qui peut étre défini
dans le protocole, correspond dans une utilisation classique de I’imageur, a la calibration de

I’émetteur.

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.

Figure n° 1V-2 : Création du signal ERETIC (a) : une impulsion rectangulaire de 5 ms est
émise par [’antenne « COrps » 5 ms apres le début de [’échantillonnage du signal (b) : signal

ERETIC dans le domaine temporel (c) : signal ERETIC dans le domaine fréquentiel.

IV-1-2-2 Traitement des données

Les spectres en haute résolution ont été analysés de la fagon suivante :

- multiplication du FID par une fonction exponentielle élargissant le spectre de 0,3
Hz,

- I’ajustement du spectre a été réalisé par un modéle mathématique Lorentzien en

utilisant le logiciel Perch (PERCH NMR Software™, University of Kuopio, Finland).
Le traitement des spectres des fantdmes et des volontaires a été réalisé en utilisant le logiciel

« Syngo MR 2004 A optimisé » grace aux développements méthodologiques présentés dans

le chapitre II.
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e Elimination du pic résiduel de I’eau

e Application d’un filtre exponentiel de 200 ms de largeur centré a 0 ms

e «zero-filling » de 2048 points avant transformation de Fourier

e Correction automatique de la phase d’ordre 0

e Correction automatique de la ligne de base au premier ordre grace a la déclaration de 16

principaux métabolites pour un ajustement dans le domaine des fréquences.

IV-1-2-3 Analyse des Résultats

Une comparaison a été réalisée des résultats quantitatifs sur les principaux métabolites avec
ceux de la littérature ainsi qu’avec ceux obtenus par la méthode de la référence interne (signal

de I’eau).
Normalisation des pics

Le signal ERETIC acquis correspond a :

Serer = Serer-fi &
ou f, dépends du gain de la chaine de réception et f. dépend de la charge de I’antenne

réceptrice.

D’autre part, la surface du pic du métabolite “u” est donnée par la formule :

Su = frfck. U p,
ou k ne dépend pas du gain de réception ou de la charge de ’antenne réceptrice.
Le facteur f, est différent pour le signal ERETIC, le spectre de 1’eau et le spectre obtenu aprés
suppression du signal de I’eau. Toutefois ces différences sont parfaitement connues et peuvent

étre prises en compte.

En conséquence:

_ K -Serer- U P,

0
SEreT

S.
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I’intensité normalisée du pic de métabolite peut des lors étre calculée :

P..Serer

lu

I, est donc proportionnelle a la concentration [u] et indépendante de la sensibilité de la chaine

réceptrice.

Calcul des concentrations de métabolites

Trois différentes méthodes de calcul de concentration (en négligeant les effets de la

relaxation) ont été réalisées sur les deux fantémes et chez les 10 volontaires :

1) En utilisant le signal de I’eau comme référence

pat pat

pat _ pat Syet Pwa _ pat et
Met ™ = wa ™, 2let Fwa et
SWa Met IWa

2) En utilisant ERETIC et le fantdme A comme référence

pat

Met " = Cho *. et

A
|Cho

3) En utilisant ERETIC et le fantdme B comme référence

pat
Met ™ = Met ® et
Imet

Les légendes “pat”, “A” et “B” correspondent aux mesures chez les volontaires et a la

calibration sur les fantdmes A et B respectivement.

Pour les volontaires, la concentration ([Met]) est convertie en millimoles par kilogramme de

poids sec (C) en divisant par purin, 1a densité du cerveau (Kreis 1993).

Met
Pp
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IV-1-3 Résultats

Les résultats obtenus sur les fantdmes sont donnés dans le Tableau n° IV-1 et la Figure
n°lv-3.

Les résultats obtenus sur les volontaires sont donnés dans le Tableau n° 1V-2 et les Figures n°
IV-4 et n° IV-5.

Tableau n° IV-1: Concentrations mesurées sur fantdmes + écarts-types calculées sur cing
mesures (mM), (HR :concentration en haute résolution, Ref. Eau : concentrations mesurées
avec l’eau comme référence, Ref. Eret. A : concentrations mesurées avec Eretic comme

référence et le fantdme A pour calibration).

EAU NAA Cho Cr

H.R. 30.8+0.1 11.49 £ 0.09 2.57 £0.01 8.27 £0.05

TE=30ms 11.0+0.2 2.7+0.8 75+0.2
Ref. Eau

TE=135ms 11.8+1.2 27+18 6.9+0.4

TE =30 ms 39.7+0.3 11.1+0.1 2.7+05 7.6+0.2
Ref. Eret. A

TE=135ms 41.7+1.6 125+1.0 29+1.2 7.3+0.3
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Figure n° IV-3: Concentrations mesurées sur les fantdmes (mM)

QuickTime™ and a
decompressor

are needed to see this picture.

Tableau n°IV-2: Concentrations mesurées + écarts-types calculés sur 10 volontaires (mM).

a : concentrations mesurées avec l’eau pour référence, b . concentrations mesurées avec

Eretic pour référence et le fantdme A pour calibration, ¢ : concentrations mesurées avec

Eretic pour référence et le fantdme B pour calibration.

NAA +
Cho Cr
NAAG
TE =30 ms 125+15 16+0.2 6.6 £0.7
Ref. Eau ®
TE =135ms 32.2+47 54+0.7 14.7+1.9
TE =30 ms 118+1.4 16+0.2 6.3+0.7
Ref. Eret. A"
TE =135ms 10.1+1.6 1.7+£0.2 47 +0.7
TE =30 ms 116+1.3 15+0.2 6.9+0.8
Ref. Eret. B ©
TE =135ms 92+15 16+0.2 54+0.7
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Figure n° 1V-4: Comparaison entre les concentrations de métabolites chez 10 volontaires
mesurées a partir de la référence de ’eau (C™") et celles mesurées a partir de la méthode
ERETIC et le fantdme A (CE*™). La droite de régression linéaire est également reportée :
CFRETA =0,94 C® + 0,02 avec R = 0,997).

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.
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Figure n°IV-5: Comparaisons entre les concentrations de métabolites chez 10 volontaires
mesurées a partir de la référence de I’eau (C™") et celles mesurées a partir de la méthode
ERETIC et le fantdme B (CF**™®). La droite de régression linéaire est également reportée :
CFRET® = 0,99 C* + 0,02 avec R? = 0,996).

QuickTime™ and a
decompressor
are needed to see this picture.
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IV-1-4 Discussion

La majorité des études de la littérature de SRM-'H portant sur la pathologie cérébrale
présentent leurs résultats sous forme de rapports d’intensités de métabolites (ratio). Méme si
de nombreux auteurs (Meyerand 1999, Tong 2004, Stadlbauer 2006) ont démontré que
I'utilisation semi-quantitative des ratios de métabolites induisait une variabilité importante

des résultats en comparaison avec la quantification absolue des concentrations (Li 2003).

Il s’agit d’une méthode simple, mais dont le principal défaut est de méconnaitre les variations
globales des métabolites en particulier de la créatine qui est le dénominateur le plus
fréquemment utilisé. Le besoin de quantification absolue par SRM-'H in vivo est notament
apparu nécessaire lors d’études sur le développement cérébral normal. Des variations du pic
de créatine, qui était considérée comme stable et constante, ont été mises en évidence, et il est

maintenant clair qu'une telle approximation n’est plus admissible.

De nombreuses stratégies de quantification absolue ont été utilisées (Kreis 1997): méthode
par référence externe (Christiansen 1993) ; calibration par fantdme externe (« replace-and-
match » technique) ; méthode utilisant le signal interne de I’eau (Barker 1993, Ernst 1993,
Michaelis 1993, Keevil 1998, Tong 2004) ; principe de réciprocité (Jost 2005).

La méthode ERETIC permet d’obtenir un signal de référence électronique stable (variation
inférieure a 2 %) qui est recueilli en méme temps que le signal RMN. Ce signal est généré par
le canal RF et émis par une antenne large bande additionnelle. Dans le domaine de la
spectroscopie protonigque, cette méthode a déja démontré son efficacité pour plusieurs
applications (Barantin 1997, Silvestre 2001, Michel 2004) et est en cours d’adaptation pour le
contrdle-qualité des appareils. La méthode ERETIC constitue une étape essentielle vers la
guantification absolue des données acquises en spectroscopie RMN. Le développement de la
méthode ERETIC sur I’appareil corps entier 1,5 Tesla du CHU de Nantes nous a permis de
normaliser entre eux les spectres obtenus a des fins de gquantification absolue des métabolites

cerébraux avec moins de 3 % d’erreur moyenne.

IV-1-4-1 Comparaison entre TE 30 ms et TE 135 ms

Bien que les spectres obtenus & TE = 135 ms soient plus faciles & quantifier, la différence des

temps de relaxations entre les métabolites et le signal de référence (choline ou eau interne) ne
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peut étre négligée tout spécialement en acquisition in vivo. C’est la raison pour laquelle les
valeurs obtenues a TE = 135 ms sont plus éloignées de celles qui sont obtenues en RMN

haute résolution (sur fantdmes) ou des valeurs de la littérature (pour les volontaires).

La discordance de résultats entre les deux TE est d’autant plus grande que le signal de I’eau
est choisi comme référence. Ceci pouvant étre attribué a la différence des temps de
relaxations T2 qui est plus marquée entre 1’eau et les métabolites, qu’entre deux métabolites

eux-mémes.

IV-1-4-2 Concentrations obtenues avec ERETIC comme référence

Les deux méthodes utilisant ERETIC comme référence donnent des résultats proches, chez
les volontaires, en termes de moyennes et de coefficient de variation. Le R est légérement
meilleur avec le fantdme A, mais la pente est plus proche de 1 avec le fantéme B (Figure n°
IV-4 et n° 1V-5). De plus, les résultats obtenus avec ERETIC sont proches de ceux qui sont
obtenus en RMN haute résolution (pour les fantémes) et des valeurs de la littérature (pour les
volontaires). Toutefois nous avons constaté une diminution de la précision des mesures sur

fantdmes lors d’acquisitions répétitives.

L’amplitude du signal ERETIC ne reste constante qu’a la condition que la charge de I’antenne
corps reste la méme durant les différentes acquisitions. Ce fut le cas lors de notre étude car la
morphologie de nos volontaires permettait un coefficient de remplissage de 1’antenne assez
homogene. Toutefois, nous considérons, par anticipation, que cela pourrait ne pas étre le cas
sur une population plus importante. Cet inconvénient pourrait étre compensé en utilisant une
antenne «téte » uniquement réceptrice. L’impulsion RF pourrait, alors, étre émise par
I’antenne « corps » et grace au principe de réciprocité (Jost 2005), la variation de charge de
I’antenne pourrait étre quantifiée par la valeur du « transmitter voltage » (TRA) obtenue par

calibration d’une impulsion non selective de 90°.

Dans ce cas, le signal ERETIC transmis sera calculé par :
0
Strer = Serer-f;
ou f; dépend de la sensibilité de I’antenne.

Donc:

SO
“TRA

Strer =K (ki et S2.. sont indépendants de I’antenne).
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IV-1-4-3 Quantification Absolue

La spectroscopie protonique est un outil unique et original d’analyse du métabolisme
cérébrale in vivo. Elle est capable de détecter et d’observer les variations des métabolites
présents en faible quantité (quelques milliMoles/litre) au sein d’un organe, le cerveau, ou
I’eau domine trés largement. Mais certains auteurs (Talos 2006) soulignent, avec ironie, que
bien qu’utilisé en routine depuis plus de 40 ans dans les domaines de physique, de chimie et
de biochimie, son role reste mineur dans son exploitation médicale. Il est donc important de
constater que nous n’avons pas encore trouvé la méthodologie adéquate, validée et

universellement utilisable.

L’application sur des imageurs cliniques de la méthode ERETIC laisse espérer une
quantification absolue des métabolites cérébraux en s’affranchissant de 1’ensemble des
facteurs confondants qui aboutissent a une littérature parfois contradictoire d’un centre a
I’autre. Idéalement, la quantification absolue nécessite un référentiel constant lors de

conditions d’expérimentations, physiologiques et pathophysiologiques variées (Tong 2004).

Une quantification absolue nécessite deux étapes :
- La détermination précise, fiable et reproductible des valeurs de pics de métabolites
- La conversion de ces valeurs en concentrations en utilisant une procédure de

calibration utilisable quel que soit I’imageur clinique.

Le principe de base de la quantification absolue repose sur le fait que 1’aire sous la courbe
d’un métabolite est directement proportionnelle & sa concentration. Différentes stratégies de
quantification conduisent a différents standards de concentration. 2 standards de concentration
sont habituellement utilisés :

La Molarité (nombre de moles de métabolites par litre d’eau dans le cerveau)

La Molalité (nombre de moles de métabolites par kilogramme d’eau dans le cerveau)

(Knight-Scott 2003)

En principe, on peut convertir I’'une en 1’autre en utilisant une conversion qui nécessite de

connaitre la densité spécifique du tissu cérébral.
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Selon de Graff et Rothman (2001) les concentrations normales des métabolites (substance
blanche du lobe pariétal) obtenus en SRM-"Ha TE 30 ms sont :

NAA 9,6 mMol/Kg poids humide + 3,0 (déviation standard)
tCr 7,0 mMol/Kg poids humide + 2,0 (déviation standard)
tCho 1,8 mMol/Kg poids humide + 0,5 (déviation standard)

Ces résultats sont concordants avec ceux qui sont obtenus avec ERETIC (Tableau n°® 1V-2)

mais nos écarts-types sont inférieures.

Par contre, Tong et al. (2004) retrouvent des valeurs de concentrations deux fois supérieures :

NAA 22,7 mMol + 2,4 (déviation standard)
tCr 11,8 mMol £ 1,5 (déviation standard)
tCho 3,7 mMol + 0,6 (déviation standard)

avec des variations selon la région anatomique cérébrale étudiée. Les concentrations en Naa
et Cr sont plus élevées dans le cortex occipital et les noyaux gris profond et la concentration
en Cho plus élevée dans la protubérance et les noyaux gris profond. De méme, des
modifications des concentrations apparaissent naturellement avec le vieillissement

physiologique (Gruber 2007).

Pour Kreis (1997) les différents résultats obtenus par diverses équipes sont principalement
dds aux différentes méthodes de correction de la ligne de base et aux traitements pour extraire

la valeur des pics.

De nombreuses stratégies de quantification absolue ont été utilisées (Kreis 1997):

Méthode par référence externe (Christiansen 1993)

Calibration par fantbme externe (« replace-and-match » technique)

Meéthode utilisant le signal interne de 1’eau (Barker 1993, Ernst 1993, Michaelis 1993,
Keevil 1998, Tong 2004)

Principe de réciprocité (Jost 2005)

La méthode par référence externe utilise un tube d’une solution de référence, dont la
concentration et les temps de relaxations sont connus, placée dans I’antenne de radio-
fréquence. Les spectres invivo du patient et du tube sont réalisés durant la méme
expérimentation. Ce tube externe peut introduire des phénomenes de distorsion du champ

magnétique statique pouvant géner [’homogénéisation et la suppression du signal de I’eau.
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Le principe de la calibration par fantéme externe (« replace-and-match » technique) est de
remplacer le patient par un fantéme qui simule aussi parfaitement que possible le coefficient
de remplissage et la charge de 1’antenne obtenus in vivo. Le fantdme contient habituellement
une solution se rapprochant des propriétés de conductivité électrique du tissu cérébral humain
(Duc 1998). 11 s’agit d’une technique difficilement utilisable en routine et dont la mise en

ceuvre est délicate et consommatrice de temps (Jansen 2006).

Ces deux stratégies de quantification, qui nécessitent une mesure supplémentaire sur un
fantdme, sont exigeantes et doivent étre réalisées dans les mémes conditions expérimentales

de gain du récepteur que 1’acquisition in vivo.

La calibration par le signal interne de 1’eau est une méthode trés utilisée dans la littérature
(Barker 1993, Ernst 1993, Keevil 1998). Sur un méme voxel, sont réalisées des acquisitions
avec et sans suppression du signal de 1’ecau. La concentration de 1’eau obtenue sans
suppression servant de référence endogéne. Pour Keevil et al. (1998) il s’agit de la seule
méthode pouvant étre immédiatement utilisable sur toutes les machines mais également celle
donnant la meilleure précision et reproductibilité inter-site. Sur 11 sites différents, et pour une
cinquantaine de volontaires sains, les concentrations obtenues sont en totale concordance avec

nos résultats et ceux de la littérature :

NAA 10,0 mM % 3,4 (déviation standard)
tCr 6,5 mM % 3,7 (déviation standard)
tCho 1,9 mM =+ 1,0 (déviation standard)

Toutefois certaines limites doivent &étres considérées lors de 1’utilisation de 1’eau comme
référence interne. Cette méthode doit tenir compte des variations du contenu en eau au sein
des différents compartiments cérébraux (substance blanche et substance grise), avec les
régions anatomiques et le vieillissement physiologique ainsi que dans certaines conditions

pathologiques.

Le principe de réciprocité considéere (pour les antennes émettrice — réceptrice) que le courant
externe nécessaire, pour induire un certain B; spatialement localisé (calibration de 1’émission)
est inversement proportionnel au courant induit dans la méme antenne par un B; prédéfini
(réception du signal RMN). La stratégie de calibration nécessite la détermination du champ B,
local, ce qui peut étre fait en mesurant I’amplitude du courant nécessaire pour obtenir un

signal maximal.
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Pour Kreis (1997) aucune méthode de quantification n’est parfaite mais dans le cadre de
’utilisation au service de la pathologie cérébrale, la calibration par la référence de 1’eau
interne semble la plus robuste et la plus directement applicable. Toutefois, ERETIC présente
I’avantage de ne pas étre sensible aux variations de concentration en eau, notamment dans les
phénomeénes pathologiques. Nous avons également montré qu’ERETIC était aussi facile a
mettre en oeuvre que ’utilisation d’une référence interne avec un principe proche de celui de

la substitution par un fantdme sans ces inconvénients de mesure a chaque patient.

Sur notre population de volontaires 1’utilisation de la méthode ERETIC, calibrée sur les
fantdbmes A et B donne des résultats semblables en terme de moyennes et de déviations
standards. De plus, nos résultats in vivo dont proches de ceux obtenus en haute résolution et
de la littérature avec une excellente corrélation avec les valeurs utilisant 1’eau comme
référence interne. L’application de cette méthode chez des volontaires sains permet de
s’affranchir de tout biais concernant le signal de I’eau et il peut donc en étre déduit que les
deux méthodes donnent des résultats concordants et fiables. Dans le cas d’exploration de
processus pathologique, ERETIC permet de ne pas étre exposé aux incertitudes et sources
d’erreurs liées a la valeur du signal de I’eau. Cette valeur pourra alors étre considérée comme

un paramétre additionnel d’évaluation.

Les contraintes liées a cette technique sont :

- la nécessité d’une calibration du signal ERETIC sur un fantdme de concentration
connue
- et ’acquisition supplémentaire du signal ERETIC chez tous les patients ou

volontaires

Lors de notre étude préliminaire, nous avons calibré le signal ERETIC chaque demi-journée,
toutefois la fréquence de ces calibrations nécessite d’étre évaluée de fagon plus précise et il
est probable qu’une fréquence moins rapprochée donne d’aussi bons résultats. Concernant
I’acquisition ERETIC supplémentaire, celle-ci prend moins d’une minute et ne pénalise en

rien la durée totale du temps passé par le patient dans I’IRM.
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IV-1-5 Conclusion

La spectroscopie cérébrale est en voie de devenir une séquence de routine de I’exploration
cérébrale et elle fait maintenant partie de la classification commune des actes médicaux
(CCAM) sous la référence AAQNOO1 a 3. Toutefois, les développements dans le domaine des
neuro-sciences se heurtent a quelques difficultés résiduelles et en particulier de disposer de
valeurs contrdles, fiables et reproductibles, des métabolites cérébraux étudiés. Tout profil
métabolique d’une exploration spectroscopique en pathologie neurologique se doit d’étre
comparé a des valeurs de référence dans une population de volontaires sains témoins. Malgré
les progres incontestables réalisés dans le traitement du signal, il n’existe pas a I’heure
actuelle de méthode de quantification absolue qui fasse 1’objet d’un consensus. La méthode
ERETIC est une voie de recherche prometteuse dans la quantification absolue des métabolites
cérébraux car elle permettra une comparaison fiable indépendante des variations de conditions

expérimentales d’un site a I’autre.

La méthode ERETIC peut étre facilement installée sur un imageur 1,5 Tesla clinique. Nos
résultats préliminaires obtenus sur une petite population de volontaires confirment la fiabilité
de cette technique qui permet de s’affranchir des nombreux biais des autres méthodes de
quantification absolue. L’étape suivante permettra d’utiliser le signal de I’eau comme un
parametre d’évaluation supplémentaire indépendant et non plus comme référence interne.

L’évaluation doit étre poursuivie sur une population de patients dans le cadre d’un protocole

de recherche clinique.
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V-2 Détermination du TE optimum a I'aide de ’'ACP

L’un des paramétres important de 1’acquisition en SRM-'H est le temps d’écho (TE). Des
études spécifiques ont évalué les avantages et inconvénients respectifs de chacun des TE.

A TE court (< 35ms) on minimise les effets de la relaxation T2. A 1,5 T, le temps de
relaxation T2 moyen du NAA est de 422 ms + 48, 356 ms £ 35 pour la Choline et 214 ms £
23 pour la Créatine (Kreis 1993). La réduction de signal du NAA serait alors d’environ de
21 % a TE = 100 ms pour une diminution de 5 % a TE = 20 ms.

Tableau n° IV-3 : Réduction en pourcentage des pics du NAA et de macromolécules en
fonction du TE

TE (ms) NAA! Macromolécules®
20 4,6 33,0
30 6,9 45,1
50 11,2 63,2
130 26,5 92,6
260 46,0 99,4

Les données sont exprimées en pourcentage de réduction des pics du NAA et de macromolécules.
Simulation avec un hypothétique TE = 0 ms d'apres Jansen 2006
1- T2 du Naa de 420 ms
2- T2 des macromolécules de 50 ms

Par contre, le signal des macromolécules ayant un T2 tres court, il sera en grande partie
¢liminé d’un spectre a TE long (> 135 ms). Ce qui permettra une meilleure lisibilité de la

ligne de base et une meilleure suppression du signal résiduel de 1’eau.

L’objectif de ce travail, en utilisant les données acquises et la méthodologie présentée dans les
chapitres Il et I, a été de déterminer quel pouvait étre le TE théorique optimum permettant
de différencier au mieux les volontaires et les tumeurs gliales de notre population. Notre
hypothése consistait a considérer qu’il pouvait exister un TE « meilleur » que les traditionnels

TE court ou long.
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IvV-2-1 Méthode

Le temps de relaxation T2 a été calculé (pour tous le volontaires et les patients de 1’étude) par
ajustement exponentiel des mesures des signaux obtenus aux 4 temps d’écho (30, 60, 135 et
270 ms). Grace au niveau de signal estimé a TE=0ms (S0) et au T2, nous avons pu
modéliser le niveau de signal des métabolites quel que soit le TE théorique, méme négatif.

Ainsi, pour chaque TE, I’ensemble des rapports d’intensités calculées (pour tous les individus
et pour NAA/Eau, Choline/Eau, Créatine/Eau et (Lipides+Lactate)/Eau) a été utilisé pour un

nouveau calcul en composantes principales.

Nous avons calculé, pour chaque TE, le centre de gravité des nuages de point de chacun des 4
groupes (volontaires, grade 11, Il et 1V) et la distance entre les centres de gravité. Le TE le
plus pertinent est celui qui montre la plus grande distance entre les différents centres de

gravité.

Pour vérifier nos possibilités de prévision du niveau de signal pour chaque métabolite, a I’aide
du SO et du temps de relaxation T2, nous avons comparé les données acquises
expérimentalement et les données simulées pour les quatre TE (30, 60, 135 et 270 ms). Cette
comparaison a éte faite visuellement sur la cartographie en analyse de composantes

principales et avec un t-test apparié des coordonnées des deux cartographies ACP.

IV-2-2 Résultats

Table n° IV-4 : Rappel des Concentrations et du T2 des principaux métabolites et de [’eau

pour les quatre groupes.

[NAA] [Creatine]  [Choline] T2 NAA T2Cr T2 Cho T2 (Lip+Lac) T2 eau

Volontaires 11,76 £1,06 553+0,6 1,34%0,3 256.22+30.73 169.71+21.18 277.05+94.88 85.38 +£35.89 85.11 £3.51
Grade Il 7.65+204 566+114 6.08+1.13 19550+73.61 152.34+32.08 268.20+£87.27 102.75+10.13 163.29 +35.75
Grade Il 8.19+231 566+240 6.41+339 165.84+842 127.46+36.91 334.30+171.77 116.43 £37.01 141.56 +32.99

Grade IV 8.12+313 212+104 526+146 9457+570 129.32+39.37 19440+67.44 92.68+1352 157.76+29.43
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Table n° IV-5 : Résultats du t-test apparié entre les coordonnées des cartographies ACP sur
les rapports de métabolites (NAA/eau, Cr/eau, Cho/eau, LIP+LAC/eau) expérimentaux
(PRESS) et simulés, a partir des SO et du T2, aux quatre TE.

TE (ms) p
30 0.483
60 0.483
135 0.975

270 0.334

Dans le cas de STEAM, nous avons vérifié également que les graphes des valeurs
expérimentales représentés a TM 50 ,200 et 400 ms étaient similaires aux graphes simulés,

avec le méme type de t-test que pour PRESS.

Table n° 1V-6 : Résultats du t-test apparié entre les coordonnées des cartographies ACP sur
les rapports de métabolites (NAA/eau, Cr/eau, Cho/eau, LIP+LAC/eau) expérimental
(STEAM) et simulé, a partir des SO et du T2.

TE/TM

STEAM P
TE 20/ TM 50 0,761
TE 20/ TM 200 0,713
TE 20/ TM 400 0,344
TE 60/ TM 50 0,837
TE 135/ TM 50 0,510
TE 270/ TM 50 0,630

Les résultats du t-test apparié ont donné des valeurs de p trés supérieures a 0,05 (I’hypothése
étant : t-test pour des échantillons appariés. Les différences sont considérées comme

significatives pour p < 0,05).
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Figure n° IV-6 : Comparaison des graphes ACP PRESS (rapport des métabolites sur [’eau)
expérimentaux et simulés. (A) et (B) sont les graphes a TE = 30ms. (C) et (D) sont les
graphes a TE = 135 ms. La référentielle couleur de chaque groupe est identique au chapitre
I.

WA warey

Compte tenu de la grande similitude entre les résultats expérimentaux et les niveaux de signal
calculés, nous avons simulé, a partir des T2 et des SO, le niveau de signal des métabolites a
différents temps d’écho, y compris des temps d’écho négatifs. En Annexe n ° 3, sont
répertoriés I’ensemble des graphes ACP simulés (rapport de métabolites normalisé par 1’eau)

pour des TE de 0 a 400 msec. Les graphes simulés a TE négatifs ne sont pas illustrés.

Nous avons procédé a ’analyse en ACP a ces différents temps d’écho. Les distances entre les
centres de gravité des nuages de points des quatre groupes nous ont permis de déterminer le
temps d’écho optimum devant étre appliqué pour différencier chaque type de tumeur (Tableau
n°l1V-6).
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Tableau n° IV -7 : La distance maximale entre les centres de gravité des nuages de points des
groupes d’individus est donnée ainsi que le temps d’écho avec lesquels ces distances sont

obtenues. Les données ont été simulées grace aux T2 et SO calculés par ajustement

exponentiel des mesures des métabolites aux TE (30, 60, 135 et 270 ms).

Grade Il Grade Il Grade IV

Dist = 0,415 Dist = 0,411 Dist = 0,582
Témoins TE =330 ms TE = 400 ms TE = 100 ms
Dist = 0,166 Dist = 0,427
Grade I TE = 150 ms TE =30 ms
Dist = 0,413

Grade Il
TE =30 ms

IV-2-3 Discussion

De nombreuses controverses persistent sur I’existence d’un TE optimal permettant de donner
une classification adéquate des processus pathologiques cérébraux (Devos 2004, Lukas 2004,
Majos 2004). Notre méthodologie avec I’ACP nous a permis de tester différents TE pour
visuellement et statistiquement différencier 4 groupes de patients. Nous avons trouvé une
forte similitude entre les résultats expérimentaux et les données simulées grace au SO et au

T2, ce qui renforce notre confiance dans I’interprétation des données simulées.

L’intérét le plus pertinent cliniquement de cette évaluation serait de différencier les gliomes

de type Il des gliomes de type III, mais il s’agit également de la tache la plus difficile.

L’ACP réalisée sur les résultats obtenus avec la séquence PRESS montre des résultats
encourageants pour la classification des tumeurs cérébrales. Nous avons calculé les centres de
gravité des nuages de points pour chaque groupe et grace aux distances entre ces centres de
gravité nous avons pu établir des TE optimum pour différencier les tumeurs cérébrales. Il

n’existe pas de séparation claire entre le groupe des gliomes de bas grade et le groupe des
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gliomes de grade III, mais les tumeurs de bas grade sont assez regroupées a 1‘intérieur du

nuage des tumeurs intermédiaires.

L’utilisation de I’ACP nous montre que la plus grande distance séparant les centres de gravité
des nuages de points des groupes Il et Il1, est donnée a TE = 150 ms (0,166) mais que cette
distance est trés proche de celle obtenue a TE = 135 ms (0,164), dont I’avantage est la

détection de lactate.

D’autre part, la meilleure séparation entre les grades II et IIT avec les glioblastomes (grade
IV) est obtenue a TE = 30 ms. La distance entre les centres de gravité était la plus importante

a ce TE (0,43 entre grade 11 et glioblastomes et 0,41 entre grade 111 et glioblastomes).

Les simulations des niveaux de signal, faites a partir des T2 et SO calculés sont correctes,
comme le démontrent les résultats du t-test. 1l n'y a pas de différences significatives entre les
deux types des graphes ACP (signaux mesurés et signaux simulés). Grace a ces simulations,
nous avons pu déterminer les temps d'écho les plus pertinents pour faire la séparation entre les

différents groupes d'individus.

Ces constatations nous ont permis de simplifier notre protocole avec seulement trois TE (30,
60 et 135 msec) pour la mesure des niveaux de signaux des métabolites et le calcul des T2 et
SO et de rapports des métabolites sur le niveau du signal de 1’eau. A partir de ces données, il
sera possible de classer ces tumeurs en fonction de la zone ou ils seront placés dans le graphe
ACP.

En accord avec Majos et al. (2004), nous pensons gue la complémentarité de TE court et de
TE long améliore nos capacités de classer correctement les tumeurs gliales au sein d’un
graphe ACP. L’originalité de notre travail est 1’utilisation d’un TE intermédiaire a 60 msec
qui permet une évaluation plus précise de la dynamique de la relaxation T2, et de disposer
d’un spectre supplémentaire contenant la richesse des métabolites a T2 courts et d’une
moindre contamination de la ligne de base. Toutefois, ce protocole nécessite une acquisition
supplémentaire allongeant le temps d’examen, ce qui peut parfois étre dommageable chez des

patients perturbés et peu coopérants.
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IV-2-4 Conclusion

Notre méthodologie de simulation appliquée pour la recherche d’un hypothétique TE
optimum nous a permis de Vérifier la validité des TE habituels dans la caractérisation des
gliomes cérébraux. Nous sommes confortés dans I’utilisation en routine de 3 temps d’écho
(30, 60 et 135 msec) permettant de recueillir une information plus riche sur 1’évolution du
signal des métabolites, et de renforcer la puissance et la pertinence de 1’analyse en

composante principale.
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V-3 Perspectives

Les immenses progres de I’imagerie cérébrale par I'utilisation des multiples propriétés de la
résonance magnétique nucléaire nous permettent de cumuler I’ensemble des informations
physiologiques et biochimiques accessibles (Galanaud 2003, Cha 2006). II n’est donc pas
question de limiter I’exploration des tumeurs cérébrales a la seule spectroscopie protonique.
Les protocoles d’IRM se doivent d’associer I’ensemble des techniques et séquences
disponibles pour aboutir a une véritable exploration multimodale. La précision du diagnostic
est améliorée par la confrontation des résultats des différentes séquences. Toutefois
I’abondance des informations nécessite une analyse multiparamétrique performante pour
définir des stratégies diagnostiques optimales. Le développement d’analyses spectrales
automatisées comparées a des banques de données normalisées pour la région anatomique et

I’age du patient sont des voies encourageantes pour une application en clinique de routine.
Nous souhaitons poursuivre nos travaux dans deux directions principales:
1°- Dans le cadre d’une utilisation clinique dans notre service a court terme :

- Application de notre méthodologie de post-traitement en routine a
I’imagerie spectroscopique (CSI) en la comparant aux données de
I’imagerie fonctionnelle dans le cadre d’un protocole multimodalité et

extension de notre méthodologie a d’autres pathologies.

- Poursuite de notre protocole d’application de la méthode ERETIC en
sénologie, sur une population de 10 volontaires, dans le cadre de notre
collaboration avec la société Siemens SA (BRD 06/04-B). Cette étude sera
réalisée avec le service de radiologie du CRLCC de Nantes. Bien
qu’éloigné de la neuroradiologie, la méthode ERETIC trouve un intérét
particulier en sénologie compte tenu de [’absence de référence interne et de

I’utilisation d’une antenne de surface uniquement réceptrice.
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2°- Dans le cadre d’une recherche plus fondamentale a long terme :

- Participation, au sein du laboratoire de recherche CEISAM, au projet ANR
« MIMANSA », ayant pour objectif le développement de méthodologie
interdisciplinaire de spectroscopie multidimensionnelle par résonance
magnétique non invasive. Le laboratoire CEISAM (Nantes) est leader dans
le développement des séquences de spectroscopie mutidimensionelle (2D)
ultra-rapide en haute résolution. L’ambition de ce projet multicentrique est
de développer une méthodologie compléte pour promouvoir les techniques

de RMN 2D pour I’analyse non invasive du métabolisme cérébral.

La spectoscopie du proton dans son application médicale n’a pas encore épuisé toute ses
« cartouches » ! Grace a I’expertise des équipes de recherche fondamentale dans le monde de
la biochimie, de la biophysique, de 1’informatique et de la neurobiologie, une amélioration de
nos performances diagnostiques doit étre espérée a condition de développer une

transdisciplinarité efficace et bien conduite.

A T’avenir, il nous faudra évaluer ’apport potentiel des hauts champs (> a 1,5 T), permettant
vraisemblablement d’atteindre une meilleure résolution spatiale < 0,5 cm® (Barker 2001,
Gruber 2007) avec 20% d’amélioration de la sensibilité par rapport a 1,5 T a TE court mais ce
qui reste inférieur au 100% d’augmentation théoriquement. Les hauts champs toutefois
comportent également des limites qui ne permettront probablement pas de résoudre
I’ensemble des difficultés méthodologiques. A TE long, le rapport signal sur bruit est
équivalent a 1,5 et a 3 Tesla. De plus, I'utilisation d’un trés haut champ est responsable d’une
mauvaise inversion du pic de Lactate a TE intermédiaire diie a 1’étroitesse de la bande
passante de I’impulsion de refocalisation utilisée. De nouvelles techniques (BASING) sont a
I’édude pour diminuer cet effet (Kelley 1999). Les hauts champ ouvrent des nouvelles voies
d’exploration métabolique en permettant une imagerie du ?* Na (Bartha 2008) qui semble

prometteuse dans la pathologie tumorale cérébrale.
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CONCLUSION

Ce travail d’évaluation méthodologique nous a permis d’obtenir localement un référentiel
d’utilisation de la SRM-'H monovoxel en pratique neuroradiologique de routine.
L’application clinique aux tumeurs gliales cérébrales reste un défi diagnostique et justifie la
recherche d’outils performants et discriminants, facilement utilisables par les radiologues.
Aujourd’hui, les neuroradiologues locaux se sont accaparés la technique qui ne nécessite pas

de post-traitement déporté complexe et colteux en temps.

Notre travail a abouti a la mise au point d’un post-traitement qui prend en compte toute la
complexité des spectres SRM-'H in vivo : J-modulation et effets de 2™ ordre compris. Ce
post-traitement permet de facon reproductible et sans intervention manuelle d’obtenir une
quantification fiable des principaux métabolites en réduisant par un facteur 5 I’erreur

d’adaptation tout en gardant la convivialité du protocole proposé par le constructeur.

Nous avons évalué plusieurs méthodologies d’acquisition pour ne retenir que trois TE qui
sont les plus informatifs dans la discrimination des processus gliaux cérébraux. Il est
maintenant trés classique dans la littérature de considérer le caractére complémentaire d’un
TE court (< a 30 ms) et d’'un TE long (environ 135 ms) mais 1’originalité de notre protocole
d’acquisition est d’utiliser un TE intermédiaire a 60 ms qui s’affranchit de la complexité du
spectre a TE court tout en gardant plus d’informations que le spectre a TE long lors de

processus pathologique.

L’utilisation de I’analyse en composantes principales des signaux des métabolites normalisés
par I’eau est I’outil le plus performant, selon nous, pour situer visuellement une tumeur gliale
dans un graphe qui renseigne sur I’agressivité de la 1ésion. La séparation des différents grades
est trés nette entre les bas grades et les glioblastomes. Toutefois, la différenciation entre les
grades II et III reste moins tranchée. Mais il faut garder a I’esprit qu’une classification est par
nature arbitraire et que la réalité est en fait une évolution continue de ces tumeurs d’un grade

a ’autre.

Le couplage de I’analyse en composantes principales et de la simulation des intensités a
différents TE est une approche qui nous a permis de préciser et de rationaliser le choix des TE
optimaux. Cette stratégie est transposable a d’autres pathologies et pourrait permettre de

gagner un temps précieux dans la mise au point de protocoles d’acquisition.
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Dans notre expérience, la correction des temps de relaxation et une approche semi-
quantitative de premier niveau n’apporte pas une discrimination supplémentaire au sein des
tumeurs gliales. Pour autant, nos développements en termes de quantification absolue avec la
méthode ERETIC, dans le cadre d’un protocole de recherche clinique, sont trés prometteurs et
laissent entrevoir une approche nouvelle et originale pour accéder a une quantification

absolue des métabolites et ce, quelle que soit la pathologie étudiée.

L’ensemble des développements que nous avons évalué, au niveau post-traitement des
spectres ou analyse statistique des données, a été appliqué a la spectroscopie mono-voxel.
Toutefois, les approches que nous proposons peuvent parfaitement étre transposées en

imagerie métabolite de type CSI.

Il est clair que notre travail comporte des facteurs limitants. En particulier, 1’absence de
prospectivité dans le recrutement des tumeurs gliales en dehors d’un protocole de recherche
clinique est responsable de 1’hétérogénéité de la population étudiée mais correspond a notre
activité clinique au quotidien et au recrutement local. La plupart des patients de notre étude
étaient soit en cours de traitement, soit surveillés aprés traitement. Il est aujourd’hui bien
connu que la chimiothérapie et la radiothérapie sont responsables d’altérations du spectre y
compris en controlatéral ce qui complique 1’analyse. Par ailleurs, des tumeurs considérées en
rémission ont été placées dans le méme groupe que des Iésions en récidive puisque le critere
de séparation était 1’anatomopathologie. Pour autant, les résultats obtenus en ACP sont
concordants et pertinents avec 1’évolution clinique et pronostique des patients. Toutefois il
apparait indispensable d’inclure davantage de patients n’ayant recu aucun traitement préalable
et de procéder a une surveillance prospective par spectroscopie et par d’autres méthodes

d’imagerie fonctionnelle.

La spectroscopie de fagon isolée ne permettra que difficilement de classifier parfaitement ces
lésions au moment de leur analyse, mais donne slrement une information pertinente sur leur
potentiel évolutif. L’imagerie multi-modalité, associée aux données de la génomique et de la
protéomique, sera la prochaine étape de la caractérisation tumorale en imagerie. La
spectroscopie protonique basée sur une méthodologie fiable et reproductible devra analyser
I’ensemble des compartiments tumoraux, de fagon tridimensionnelle, pour participer a la

classification tumorale.

La création de tumorothéque au sein de cancéro-p6le est trés certainement un moyen pour
développer cette transversalité et cette multi-modalité pour I’amélioration de nos

connaissances des gliomes cérébraux et aider a 1’élaboration d’une nouvelle classification
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plus performante. Dans ce cadre, il est sans doute souhaitable de se conformer aux
recommandations du réseau francais de spectrométrie cérébrale clinique (Vion-Dury 1999) et
aux réegles de la « STARD guideline » (Bossuyt 2003) et si possible de s’intégrer au sein de
groupes d’études multicentriques (« INTERPRET » et maintenant « eTUMOR »).
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Abstract: Data processing is proposed for accurate quantification of localized proton
spectra. Localized proton NMR spectra from phantoms and 30 healthy volunteers were
acquired. Scalar coupled spin systems were simulated, allowing for the J-modulation
and second order effects. Curve fitting was carried out by a linear combination of
the simulated multiplets. The error in curve fitting is approximately 5 times lower
than that attained using the standard protocol proposed by the manufacturer. The
curve-fitting protocol eliminates the operator-dependent tasks, facilitating and acceler-
ating the quantification of the major metabolite concentrations.

Keywords: "H-NMR, Concentrations, Brain, Quantification

INTRODUCTION

In vivo magnetic resonance (MR) spectroscopy of the brain is a powerful tool
for the non-invasive analysis of cerebral metabolite concentrations. Defining
quantitative changes in the concentrations of known metabolites provides
valuable data to aid the radiologist in diagnosing brain pathologies."
Although the literature contains a wide range of options for exploiting and
processing the information in MR spectroscopy,'**! in vivo MR spectroscopy

Correspondence: Serge Akoka, LATEM. UMR 6006 Nantes Atlantique Universités,
Université de Nantes, CNRS, 44322 Nantes Cedex 3, France. E-mail: serge.akoka@
univ-nantes.fr

71



LIST274963

LIST_036_001 Techset Composition Ltd, Salisbury, U.K. 11/19/2007

72 N. P. Alonso et al.

is currently mainly used in clinical applications as a qualitative or, at best, a
semi-quantitative method.

However, for MR spectroscopy to be a reliable and reproducible
technique, a more sophisticated approach is needed. The accurate quantifi-
cation of peak areas will facilitate inter-sample comparison. Unfortunately,
it often requires powerful programs that are not amenable to routine use in
clinical radiology, or are only integrated in some recent commercial systems.

To overcome this serious limitation to the usefulness of in vivo MR spec-
troscopy as a diagnostic tool, we have developed an approach that can be set
up on an MRI scanner that has spectroscopy post-processing software and that
allows peak declaration on a local library. Within this environment, we have
simulated each of the fourteen most concentrated brain metabolites. For the
simulation, we have taken into account all the modulations of an in vivo
NMR spectrum. Each scalar coupled spin system was simulated considering
the J-modulation, inhomogeneity, and second order effects due to
J-coupling under a low magnetic field. The post-processing was entirely
performed with the MRS software within the user interface for image and
spectrum review provided by the manufacturer. We have compared our
protocol to that proposed as routine by the manufacturer.

EXPERIMENTAL
Reference Solutions

Reference solutions were prepared by dissolving each main brain metabolite
in 50 mM phosphate buffer (pH = 7.05 + 0.02) with NaN; (0.1%) for
sterility and a reference compound to provide a better phasing and
frequency calibration. The analyzed metabolites were alanine, aspartate,
choline, creatine, ethanolamine, GABA, glutamate, glutamine, glutathione,
myo-inositol, scyllo-inositol, NAA, lactate, and taurine. The concentration
of each metabolite was 30 mM, with the exception of glutamate (40 mM),
NAA (10 mM), and taurine (20 mM). Two reference compounds were used
for phasing the spectra: 2,5 methyl-hexan-2,5-diol for the general case, and
acetate for those metabolites having chemical shifts between 0.7 and 2 ppm
(alanine and lactate). These solutions were contained within a spherical
phantom (2.5 L) for spectral acquisitions.

We also designed a 50 mL phantom containing 5 metabolites (NAA,
creatine, choline, glutamate and myo-inositol) in concentrations close to
those of the human brain, as listed in Ref. [4]. DOTA-Gd 0.5 M (Dotarem,
Guerbet, Paris) was added (1%) in order to obtain relaxation times close to
those of the human brain. The pH was adjusted to 7.05 + 0.02. For this
phantom, concentrations were measured with a high accuracy using
a 500 MHz high-resolution spectrometer (DRX 500, Bruker SA, Wissem-
bourg). The obtained values are given in Table 1 as “HR concentration.”
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Table 1. Measured concentrations of NAA, creatine and choline obtained from the
phantom. Results are expressed in mM (Mean + standard deviations over five spectra)

Quantified
concentration Quantified concen-
HR concentration by P-protocol tration by M-protocol
NAA 11.55 + 0.09 127 £ 0.2 132+ 0.3
Cho 2.52 +0.01 24 +0.1 31+02
Cr 8.32 + 0.05 84 + 0.2 8.1+03

Volunteers

Thirty healthy volunteers (17 women and 13 men) were examined during a
period of one year. Their ages ranged from 19 to 59 (mean 29.5) years.
These individuals had no history of central nervous system disease and their
magnetic resonance imaging did not reveal any cerebral disorder.

Spectral Acquisition

All measurements were carried out using a whole-body MR system (Sonata,
Siemens AG, Erlangen) operating at 1.5 Tesla using a CP-head coil. Images
for localization were acquired with TrueFisp 2D sequences.
Water-suppressed and water signal 'H-MRS measurements were
performed using PRESS sequences, TE =30, 60, 135, and 270 ms,
TR = 2000 ms. The number of signal accumulations was 96 for the water-
suppressed volunteer spectra, 32 for the water-suppressed phantom spectra,
and 2 for the water spectra for volunteers and phantoms. The sampling
frequency was 1100 Hz and 1024 complex sample points were acquired.
The voxel size was 20 x 20 x 20 mm, located in the white matter in the
left frontal region of the volunteers. The magnetic field was shimmed with
the automatic shimming option of the MRI scanner. The width at half the
maximum height of the water resonance line was always less than 5 Hz
after line broadening. For phantoms, five successive spectra were acquired.

Post-Processing

Two post-processing protocols were used, both performed entirely in the
Syngo™ platform of the MRI scanner. The former, proposed by the manufac-
turer, is designated the M-Protocol. The latter — the new protocol that we
propose — is designated the P-Protocol. The MRS software of Syngo™
works in the frequency domain and possesses an iterative least squares fitting
algorithm that finds the optimum value for the position, intensity,
and linewidth of metabolites in order to obtain the minimum curve-fitting error.
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In both protocols, the following operations were applied: elimination of
the residual water signal, zero filling to 2048 before Fourier Transform, and
an automatic phase correction at order 0. The signals of lipids were defined
as broad Gaussian frequency peaks. A manual frequency shift correction
was used as a supplementary operation in order to avoid any frequency shift
between different spectra.

In the M-protocol, a Hanning filter with a width of 700 ms was applied,
centered at O ms. The baseline correction was obtained by the subtraction of
a sixth-degree polynomial function calculated by fitting on five regions of
the spectrum selected by the operator. Five metabolites were declared with
their singlets and multiplets (NAA, creatine, choline, myo-inositol,
glutamate complex).

In the P-protocol, an exponential filter with a width of 200 ms, centered at
0 ms, was applied. The baseline was corrected at first-order. All multiplets of
each metabolite within our analysis set were declared in the library for the
automatic frequency domain curve fitting. The curve fitting is described in
the Simulation of Spectrum section.

The concentrations were calculated wusing spectra acquired at
TE = 30 ms, water as the internal reference (3, 5) and 35 mol/kg wet
weight as water concentration.”’

Simulation of the Spectrum

For the simulation of brain metabolites, the proton chemical shifts and
J-coupling constants were taken from Govindaraju et al."*! Each metabolite
spectrum was predicted using the Perch software (PERCH NMR software™,
University of Kuopio, Finland). Each multiplet corresponding to a chemical
shift was then simulated, for each echo time, taking into consideration the
relative phase difference of each peak (J-modulation). Because of the low
dispersion in frequency of all these peaks, many overlaps were observed
in the spectrum. Therefore, we declared a limiting number of peaks
resulting from these overlaps. The relative phases were obtained by
averaging the relative phases of all the superimposed peaks, and the intensi-
ties were added. Tables showing relative amplitudes, line widths, phase, and
frequencies for each multiplet are available on line.'®

Once thus defined, each multiplet was declared in the peak library of the
post-processing software of the review console as one chemical shift, with a
limited number of peaks with fixed frequency and phase, both relative to
the chemical shift of the multiplet. The main intermediate results of this
procedure were plotted and compared with the experimental spectra for
glutamate and NAA (Figure 1).

Then, the curve fitting was performed in the same way as in the LC-Model
method.'”! However, while the LC-Model uses a linear combination of metab-
olite spectra, the approach we proposed uses a linear combination of simulated
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Figure 1. Simulated 63.6 MHz proton NMR spectra, for glutamate (left) and NAA
(right), at the second order (a and d), and at the second order considering the J-modu-
lation effect (b and e). Experimental spectra obtained on reference solutions are given
for comparison (c and f). Lines REF1 and REF2 come from 2,5 methyl-hexan-2,5-diol,
which was used as a reference for phasing. The X-axis is the chemical shift in ppm.

multiplets. The spectral position of each multiplet coming from a given metab-
olite could, therefore, be adjusted independently.

RESULTS
Post-Processing Protocol Applied to Metabolite Solution Spectra

When the P-protocol was applied to a pure metabolite spectrum, the protocol
found the correct spectrum for the metabolite that was being analyzed and no
signal for the other metabolites (Figure 2).

Post-Processing Protocol Applied to a Phantom with Known
Metabolite Concentrations

The measurements that were carried out for volunteers were also performed on
the phantom containing NAA, creatine, choline, glutamate, and myo-inositol
in known concentrations. The results were analyzed by both the P- and
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Figure 2. Spectrum of a phantom containing NAA at a concentration of 30 mM.
Experimental (grey line) and simulated (black line) spectra at 4 different TE (a. 30,
b. 60, c. 135, and d. 270 ms), TR 2000 ms and 32 accumulations. Lines REF1 and
REF2 come from hexane-2,5-diol methyl ester, which was used as a reference for phas-
ing. The X-axis is the chemical shift in ppm and the Y-axis is the intensity of peaks in
arbitrary units.

M-protocols (Table 1). Although both protocols gave satisfactory results for
quantification, the P-protocol was significantly more accurate for the determi-
nation metabolite concentrations.

Post-Processing of Volunteer Spectra

Each of the in vivo MR spectra obtained for the brain metabolites of the 30 vol-
unteers was fitted by a simulated spectrum that consisted of the best-fit linear
combination of the different simulated multiplets of the 14 target metabolites
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(Figure 3). For each raw data set analyzed, the P-protocol gave a curve-fitting
error (fit accuracy calculated by the syngo software) between 5 and 10 times
lower than the curve-fitting error of the manufacturer’s protocol (M-protocol).
The resonances that were quantified were the CH3 of NAA, the total
creatine (t-Cr), and the choline (Cho). We used the areas under the curves
of these metabolites to calculate their concentrations; the other groups were
only used to simulate the baseline in this study. Mean concentrations
obtained on volunteers are summarized in Table 2 and compared to the
ranges of values found in the literature for normal human white matter.'®

DISCUSSION
Baseline Correction

The P-protocol only needs a first order correction, since the baseline is well
described by the metabolites present in the brain. The baseline, as previously
mentioned, is the linear combination of the complex multiplets of simulated
metabolites. The baseline correction can, therefore, be automatic. This
improvement simplifies the quantification of the main metabolite peaks and
makes a major contribution to the improved accuracy.

ML
-

M)‘“"’\*WWWW‘W‘W VMM AAANA LA~
Figure 3. A typical normal volunteer brain spectrum (TE = 30 ms) after data proces-
sing by the M-Protocol (a) and by the P-Protocol (b). Experimental spectra (top), fitted
spectra (middle) and difference spectra (bottom). The curve-fitting error is 85.0 a.u. and
11.5 a.u. for the M-protocol and P-protocol respectively. The difference in appearance

between (a) and (b) is due to the application of the two different post-processing
protocols to the same raw data set.
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Table 2. Comparison of the concentration values calculated by the P- and M-proto-
cols and found in the literature for normal human white matter.’®! The mmol/Kgyy
abbreviation is millimol/kilogram wet weight

Metabolite P-protocol M-protocol Literature

Concentration NAA 13.6 + 1.9 95+ 1.3 6—14.7)
(mmol /kgy,y) t-Cr 62+ 1.0 51+03 (55—8.9)
Cho 1.8 £ 0.3 1.4 +03 (1.3-25)

Filtering

One of the differences between the M-protocol and the P-protocol is that the
filtering is not the same, leading to different signal-to-noise ratio and full
width at half maximum. This also impacts the baseline correction.

In order to put into evidence the influence of the change in filtering, vol-
unteers’ spectra were also processed with a modified P-protocol with the same
filter as the M-protocol. Concentration mean values were about 20% higher
and standard deviations were very close to those found with the P-protocol.
However, the curve-fitting error values were about 70% higher when the
hanning filter of 700 ms was used.

It can be, therefore, concluded that, while the change in filtering between
the M-protocol and the P-protocol play a role in the quantification improve-
ment, it is not the main factor.

Curve Fitting

Currently, there are two approaches to analyzing brain metabolites in clinical
practice. The simpler of these is the measurement of the ratios between metab-
olites (NAA /creatine, NAA /choline, choline/creatine, etc.). This approach
does not give access to global variations! and can be misleading for interpret-
ation since the concentration of creatine can vary.””) The other, more
complete, approach is the determination of metabolite concentrations exploit-
ing specialized software — such as LCModel, VARPRO and JMRUI!-10-11 _
which are not systematically implemented in the post-processing platform of
MRI systems.

The protocol that we describe in this communication is an approach based
on a multiplet database. It is transposable to any kind of MRI scanner having
post-processing MRS software that allows the declaration of multiplets. The
calculation of the metabolite database could be done for different field
strengths. Furthermore, the P-protocol is relatively simple to apply
compared to other curve-fitting methods currently available.

The newly-proposed P-protocol is based on multiplet simulation. It has
only one manual operation, i.e., a frequency shift, which is not operator-
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dependent since the optimal frequency shift seeks the minimal value of
curve-fitting error, a simple criterion of evaluation. The baseline correction
is made without any manual intervention. Our experience has shown that,
when a fitting in the frequency domain is carried out, the choice of spectral
regions for the baseline correction considerably influences the final results.
Determining the spectral regions to correct the baseline increases the time
of post-processing and is an operator-dependent step.

A particular strength of this strategy (based on simulated multiplets rather
than experimental spectra) is that it makes it possible to take into account, for
each multiplet independently, the chemical shift variation induced by pH
change. This variation is observed because the exchange of both the car-
boxylic acid and amine functions between the protonated or de-protonated
forms is very fast and the chemical shift of the molecular sites close to
these functions is governed by the pH of the solution. The observed
spectrum is an average spectrum that depends on the concentration of both
forms, intrinsically dependent on pH.M'?! It is essential to take this modifi-
cation of chemical shifts into account, given that it is well known that some
pathologies induce significant changes in intracellular pH.!"*! To vary all res-
onances of a metabolite at the same time is not sufficient because the influence
of pH change is different on each multiplet of a spectrum.

Clinical Application

Metabolites such as lactate, alanine, acetate, and lipids, for which the variation
in concentration can become significant in many brain pathologies, are already
registered in our multiplet database.'®’ Hence, our protocol can be applied to
any kind of oncological brain pathology.

CONCLUSION

The main advantage of the methodology we propose is that it can easily be
implemented on modern MRI scanner consoles having MRS software to
post-process the spectral data and in which a metabolite database can be
declared. The data obtained from the scanner can be processed on the same
measurement console and the analysis of data during routine clinical investi-
gation should be straightforward. Once the metabolite database is declared, it
is virtually operator-independent and gives reliable results for the quantifi-
cation of the three main metabolites (NAA, creatine, and choline). This
approach reduces both the additional cost involved in setting up the processing
environment and the requirement to train operators (typically medical tech-
nicians) in the use of powerful, but usually not very user-friendly, data proces-
sing software.
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Finally, we have used this method on single voxel spectroscopy (SVS)

applications, but it could be transposable to Chemical Shift Imaging (CSI)
as well.
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
0-0.7 0-100 10-35 Gauss
Lip CH3b
0.7-1.07 0-100 10-35 Gauss
Lip CH3
1.19-1.6 0-100 10-35 Gauss
Lip CH2
1.25-1.35 0-100 1-12 Couplage J
Lactate |
Lac 1 -2.9 1.2 0.6 Gauss -60
3.1 1.1 0.7 Gauss 65
30ms Lac 2
Lac 1 -2.9 2.5 0.45 Gauss -85
3.1 1.9 0.4 Gauss 80
60ms Lac 2
Lac 1 -2.9 1.3 0.9 Gauss 170
3.1 1.4 0.8 Gauss 210
135ms Lac 2
Lac 1 -2.9 1.4 0.7 Gauss 15
3.1 1.6 0.7 Gauss 15
270ms Lac 2
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
1.41-1.51 0-100 2-8 Couplage J
Alanine |
Ala 1l -3.1 0.65 0.7 Gauss -55
35 0.55 0.8 Gauss 50
30ms Ala 2
Ala 1l -3.1 0.65 0.7 Gauss -80
35 0.55 0.7 Gauss 90
60ms Ala 2
Ala 1l -3.1 0.8 0.9 Gauss 135
35 0.8 0.7 Gauss 150
135ms Ala 2
Ala 1l -3.1 0.95 0.7 Gauss -30
35 1.1 0.7 Gauss -30
270ms Ala 2
1.85-1.95 0-100 1-12 Gauss
Acetate Seulement
pour 30ms
1.98-2.08 0-100 1-12 Couplage J
GABA |
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
Gaba 1 -21 0.5 0.6 Gauss 0
Gaba 2 -13 1 0.7 Gauss 0
Gaba 3 -3 0.8 0.7 Gauss 0
Gaba 4 -3.7 0.6 0.5 Gauss 0
30ms |Gaba5s 7.5 1.8 0.5 Gauss 0
Gaba 6 15 2.85 0.5 Gauss -30
23 0.9 0.8 Gauss -25
Gaba 7
Gaba 1 -21 0.1 0.5 Gauss -125
Gaba 2 -13 0.1 0.5 Gauss -40
Gaba 3 -3 0.4 0.65 Gauss 90
Gaba 4 -3.7 0.1 1 Gauss 90
60ms |Gaba5s 7.5 0.6 0.5 Gauss -110
Gaba 6 15 0.6 0.4 Gauss -60
23 0.3 0.6 Gauss 110
Gaba 7
Gaba 1 -21 1 0.3 Gauss -80
Gaba 2 -13 0.9 0.8 Gauss -30
Gaba 3 -3 1 0.5 Gauss -35
Gaba 4 -3.7 0.3 0.3 Gauss 180
135ms | Gabab 7.5 5 0.4 Gauss 60
Gaba 6 15 6 0.35 Gauss -35
23 1.9 1 Gauss 60
Gaba 7
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
Gaba 1 -21 0.05 0.5 Gauss 0
Gaba 2 -13 0.25 0.8 Gauss 40
Gaba 3 -3 0.25 1 Gauss -80
Gaba 4 -3.7 0.04 0.5 Gauss 80
270ms | Gaba5 7.5 2.8 0.8 Gauss 60
Gaba 6 15 2. 0.8 Gauss -10
23 0.3 1 Gauss -90
Gaba 7
1.98-2.05 0-100 4-12 Lorentz
NAA
2.00-2.1 0-100 4-20 Gauss
NAAG
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic

Glux | 2.05-2.15 0-100 1-12 Couplage J
Glux 1 -21.6 0.03 1 Gauss -70
Glux 2 -17.2 0.05 1 Gauss 0
Glux 3 -12.7 0.1 1 Gauss 20
Glux 4 -9.5 0.11 1 Gauss 0
Glux 5 -5.7 0.4 0.8 Gauss -25
Glux 6 -1.9 0.54 0.8 Gauss 45
Glux 7 -0.6 0.25 0.9 Gauss 40

30ms Glux 8 3.2 0.43 0.8 Gauss 0
Glux 9 5.1 0.65 0.75 Gauss 53
Glux 10 6.4 0.14 1 Gauss 20
Glux 11 8.9 0.98 0.9 Gauss 20
Glux 12 12.1 0.57 0.7 Gauss 40
Glux 13 15.3 0.35 0.8 Gauss -20
Glux 14 17.8 0.21 1 Gauss 0
Glux 15 21.6 0.28 0.9 Gauss -20
Glux 16 25.4 0.18 1 Gauss 0
Glux 1 -21.6 0.58 0.8 Gauss -30
Glux 2 -17.2 0.2 0.4 Gauss -180
Glux 3 -12.7 1.25 0.43 Gauss -70
Glux 4 -9.5 1.5 0.39 Gauss -75
Glux 5 -5.7 2.2 0.42 Gauss -95
Glux 6 -1.9 0.6 0.47 Gauss 18
Glux 7 -0.6 1.22 0.5 Gauss 88

60ms Glux 8 3.2 0.34 0.5 Gauss 130
Glux 9 5.1 0.55 0.5 Gauss 247
Glux 10 6.4 1.01 0.6 Gauss -75
Glux 11 8.9 3.87 0.5 Gauss 70
Glux 12 12.1 2.7 0.47 Gauss 100
Glux 13 15.3 2.7 0.6 Gauss 230
Glux 14 17.8 3 0.55 Gauss 290
Glux 15 21.6 1.8 0.27 Gauss 340
Glux 16 25.4 0.85 1 Gauss 62
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
Glux 1 -21.6 0.8 1 Gauss 90
Glux 2 -17.2 0.5 1 Gauss -150
Glux 3 -12.7 1.8 0.8 Gauss -180
Glux 4 -9.5 0.5 1 Gauss 60
Glux 5 -5.7 0.1 0.9 Gauss -200
Glux 6 -1.9 6 0.9 Gauss 190
Glux 7 -0.6 6 0.9 Gauss -100
Glux 8 3.2 2 0.9 Gauss -180
135ms | Gjix 9 5.1 8 0.9 Gauss 245
Glux 10 6.4 0.7 1 Gauss -40
Glux 11 8.9 3 0.9 Gauss 0
Glux 12 12.1 3 0.8 Gauss -50
Glux 13 15.3 0.3 0.6 Gauss 0
Glux 14 17.8 1.1 0.5 Gauss -38
Glux 15 21.6 1 0.1 Gauss 80
Glux 16 25.4 0.5 1 Gauss -45
Glux 1 -21.6 0.6 1 Gauss -180
Glux 2 -17.2 0.5 0.8 Gauss 50
Glux 3 -12.7 0.5 1 Gauss -50
Glux 4 -9.5 1.6 0.8 Gauss 80
Glux 5 -5.7 2 0.7 Gauss -20
Glux 6 -1.9 1.6 1 Gauss 20
Glux 7 -0.6 1 0.8 Gauss -170
Glux 8 3.2 1.2 0.7 Gauss -180
270ms | Glux 9 5.1 0.4 0.7 Gauss 150
Glux 10 6.4 0.9 0.5 Gauss 110
Glux 11 8.9 0.95 0.7 Gauss 70
Glux 12 12.1 1.15 0.9 Gauss -130
Glux 13 15.3 1 1 Gauss -20
Glux 14 17.8 1.2 0.5 Gauss 30
Glux 15 21.6 1 0.6 Gauss 260
Glux 16 25.4 2.6 1 Gauss -60
2.53-2.63 0-100 4-12 Couplage J
NAA dd
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
N1 -25.5 1.2 0.6 Gauss 0
N2 -21 0.1 0.4 Gauss -150
N3 -16 1.2 0.7 Gauss 50
N4 -10 2.8 0.45 Gauss 40
N5 -6.3 0.3 0.5 Gauss 80
N6 -2.5 1.9 0.3 Gauss -10
N7 0 1 0.2 Gauss 0
30ms | Ng 1.9 3.7 0.5 Gauss 30
N9 8 1.2 0.5 Gauss -20
N10 13 1 0.45 Gauss -10
N11 20 0.8 0.4 Gauss -15
27 0.4 1 Gauss 0
N12
N1 -25.5 0.15 0.4 Gauss 220
N2 -21 0.25 0.8 Gauss 15
N3 -16 0.25 0.8 Gauss 0
N4 -10 0.32 0.7 Gauss 0
N5 -6.3 0.43 0.7 Gauss 118
N6 -2.5 0.2 0.4 Gauss -30
N7 0 0.2 0.3 Gauss 0
60ms | Ng 1.9 0.22 0.7 Gauss -160
N9 8 0.1 1 Gauss -230
N10 13 0.4 1 Gauss 120
N11 20.08 0.5 0.9 Gauss 120
27.04 0.1 0.8 Gauss 90
N12
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
N1 -25.5 0.1 1 Gauss -30
N2 -21 0.2 0.8 Gauss 70
N3 -16 0.2 0.6 Gauss -70
N4 -10 2 1 Gauss 160
N5 -6.3 0.9 0.6 Gauss 0
N6 -2.5 1.2 0.7 Gauss -50
N7 0 0.7 0.5 Gauss -40
135ms | Ng 1.9 0.5 0.5 Gauss -20

N9 8 0.1 0.5 Gauss -50
N10 13 0.45 1 Gauss -130
N11 20.08 0.2 1 Gauss -300

27.04 0.2 0.5 Gauss -100

N12
N1 -25.5 0.2 1 Gauss 0
N2 -21 0.1 1 Gauss -180
N3 -16 0.2 1 Gauss 180
N4 -10 0.2 0.7 Gauss 80
N5 -6.3 0.2 0.5 Gauss -180
N6 -2.5 0.5 1 Gauss -140
N7 0 1.2 0.8 Gauss -200
270ms | Ng 1.9 2.5 0.8 Gauss -90

N9 8 0.5 1 Gauss 90
N10 13 0.5 1 Gauss 100
N11 20.08 0.15 0.8 Gauss 60

27.04 0.1 0.5 Gauss 50

N12

2.67-2.77 0-100 4-12 Couplage J

Asp |
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
Al -335 0.3 0.7 Gauss 0
A2 -25 0.05 0.7 Gauss 0
A3 -15 0.1 1 Gauss 0
A4 -6.3 1.4 0.9 Gauss 0
A5 -2.5 1 0.5 Gauss 0
A6 1.9 3.2 1 Gauss 55
30ms | A7 8 0.65 1 Gauss 0
A8 15 0.4 1 Gauss 0
A9 21 0.35 1 Gauss 0
27 0.2 1 Gauss 0
Al10
Al -33.5 0.7 0.9 Gauss 0
A2 -25 0.6 1 Gauss -145
A3 -15 1 1 Gauss -80
A4 -6.3 1.4 0.9 Gauss -60
A5 -2.5 0.5 0.5 Gauss -105
A6 1.9 5 1 Gauss 90
60ms | A7 8 1 1 Gauss 340
A8 15 1 1 Gauss 70
A9 21 1 1 Gauss -70
27 0.2 1 Gauss 0
Al0

181



Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
Al -33.5 0.5 0.7 Gauss 10
A2 -25 0.5 1 Gauss -30
A3 -15 1 1 Gauss -90
A4 -6.3 4 0.8 Gauss -120
A5 -2.5 5 0.7 Gauss -50
A6 1.9 5 1 Gauss 180
135ms | a7 8 1 1 Gauss 180
A8 15 1 1 Gauss 180
A9 21 1 1 Gauss 180
27 0.3 1 Gauss 180
Al10
Al -33.5 2.3 0.5 Gauss 0
A2 -25 1.5 0.7 Gauss -40
A3 -15 1 1 Gauss 200
Ad -6.3 3 0.8 Gauss 0
A5 -2.5 0.5 0.7 Gauss 180
A6 1.9 6 0.7 Gauss 120
270ms | a7 8 1 1 Gauss -60
A8 15 2 0.8 Gauss 240
A9 21 1 0.5 Gauss -30
27 0.3 0.5 Gauss 0
Al0
2.93-3.03 0-100 1-12 Couplage J
GABA I
Gaba 1 -7.5 2 0.9 Gauss
Gaba 2 -0.3 1.3 0.7 Gauss
30ms 7.02 1.4 0.9 Gauss -80
Gaba 3 0
85
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
Gaba 1 -7.5 0.22 0.8 Gauss
Gaba 2 -0.3 0.12 0.8 Gauss
60ms 7.02 0.1 0.7 Gauss 120
Gaba 3 0
150
Gaba 1 -7.5 3 0.4 Gauss
Gaba 2 -0.3 2 0.4 Gauss
135ms 7.02 2.2 0.3 Gauss 70
Gaba 3 30
0
Gaba 1 -7.5 1.8 0.5 Gauss
Gaba 2 -0.3 1.2 0.5 Gauss
270ms 7.02 11 0.5 Gauss 45
Gaba 3 20
-30
Cr 3.00-3.1 0-100 4-12 Lorentz
Cho 3.18-3.28 0-100 4-12 Lorentz
3.17-3.27 0-100 (0-0.1 |1-12 Couplage J
pour 135ms
Tau l et 270ms)
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18

Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
T1 -12 0.05 1 Gauss -10
T2 -5.92 0.08 1 Gauss -32
T3 0 0.6 1 Gauss 0
30ms 3 1 1 Gauss 22
T4
T1 -12 0.005 1 Gauss 0
T2 -5.92 0.04 1 Gauss -90
T3 0 0.055 1 Gauss 10
60ms 3 0.07 1 Gauss 20
T4
T1 -12 0.6 1 Gauss 150
T2 -5.92 0.8 1 Gauss 140
T3 0 1.5 1 Gauss 40
135ms 3 1.5 0.8 Gauss 0
T4
T1 -12 0.15 0.6 Gauss 160
T2 -5.92 0.7 1 Gauss 240
T3 0 2.3 1 Gauss 30
270ms 3 2.3 0.8 Gauss 190
T4
3.32-3.39 0.01-10 4-12 Lorentz
Scyllo-
Inositol
3.33-3.43 0-5 1-12 Couplage J
Tau Il
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
T1 -35 0.73 0.6 Gauss -22
T2 0 0.58 0.8 Gauss 20
T3 5.92 0.24 0.7 Gauss 20
30ms 9.67 0.18 0.8 Gauss 40
T4
T1 -3.5 0.68 0.65 Gauss -50
T2 0 0.73 1 Gauss 0
T3 5.92 0.52 0.8 Gauss 55
60ms 9.67 0.42 1 Gauss 90
T4
T1 -3.5 0.7 0.5 Gauss 100
T2 0 1 1 Gauss 35
T3 5.92 0.4 0.7 Gauss -40
135ms 9.67 0.15 0.8 Gauss 10
T4
T1 -3.5 1.9 1 Gauss 130
T2 0 1.3 1 Gauss 30
T3 5.92 0.2 0.7 Gauss -150
270ms 9.67 0.3 0.8 Gauss 90
T4
3.42-3.52 0-100 1-12 Couplage J
Cho |
19 Ci1 -4.5 1.2 0.2 Gauss
Cc2 0.5 2.2 0.5 Gauss
30ms 5 1.3 0.3 Gauss 0
C3 0
0
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE |Nom Pic
C1 -4.5 3 0.3 Gauss
Cc2 0.5 1 0.5 Gauss
60ms 5 5 0.3 Gauss 75
C3 0
70
C1 -4.5 0.8 0.5 Gauss
Cc2 0.5 0.7 1 Gauss
135ms 5 1 1 Gauss -180
C3 0
230
C1 -4.5 8 1 Gauss
c2 0.5 15 0.5 Gauss
270ms 5 2 1 Gauss 100
C3 -90
120
3.53-3.62 0-100 4-12 Lorentz
Glyci
20
ne
3.61-3.71 0-100 1-12 Couplage J
21 Myo-Ins |
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
M1 -29.2 0.08 0.5 Gauss
M2 -19.5 0.1 1 Gauss
M3 -15 0.07 1 Gauss 0
M4 -8.9 1.15 1 Gauss 8
M5 -5.2 0.26 1 Gauss
30ms 1 Ve 2.4 0.5 05 Gauss -30
M7 -0.9 0.16 1 Gauss 0
7 0.08 1 Gauss -13
M8 49
M1 -29.2 0.2 0.5 Gauss
M2 -19.5 0.2 1 Gauss
M3 -15 0.1 1 Gauss -70
M4 -8.9 1.6 1 Gauss -ﬂg
M5 -5.2 0.3 1 Gauss -
60ms 1 Ve 2.4 0.2 1 Gauss -60
M7 -0.9 0.3 1 Gauss -30
7 0.1 1 Gauss 28
M8 120
M1 -29.2 0.1 0.4 Gauss
M2 -19.5 0.38 0.6 Gauss
M3 -15 0.2 0.5 Gauss 100
M4 -8.9 1.07 0.4 Gauss -ggg
M5 -5.2 0.15 0.4 Gauss
135ms | Ve 2.4 0.09 0.06 Gauss 20
M7 -0.9 0.25 0.4 Gauss -50
7 0.25 0.6 Gauss -gg
1
M8 100
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
M1 -29.2 0.1 0.5 Gauss
M2 -19.5 0.15 0.5 Gauss
M3 -15 0.3 0.5 Gauss -30
M4 -8.9 1.15 0.9 Gauss -238
M5 -5.2 0.2 0.5 Gauss
27
oms | vie 2.4 0.3 1 Gauss -10
M7 -0.9 0.1 1 Gauss 110
7 0.1 0.6 Gauss 328
3.69-3.79 0-100 3-15 Couplage J
Glux Il
G1 -5.7 0.7 0.7 Gauss
G2 -1.2 0.97 0.8 Gauss
30ms 5.7 0.47 1 Gauss '68
G3 45
G1 -5.7 0.4 0.5 Gauss
G2 -1.2 1.1 0.5 Gauss
60ms 5.7 0.65 0.7 Gauss -138
22
G3 20
G1 -5.7 1 1 Gauss
G2 -1.2 1 0.8 Gauss
135ms 5.7 1 1 Gauss 108
G3 50
G1 -5.7 0.5 1 Gauss
G2 -1.2 1.1 1 Gauss
270ms 5.7 0.55 1 Gauss -208
G3 120
3.71-3.81 0-100 1-12 Couplage J
23 Ala Il
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
Al -10.35 0.2 0.8 Gauss
A2 -3.45 1.1 0.7 Gauss 100
A3 3.45 1.5 0.7 Gauss -
30ms 10.35 05 1 Gauss -28
A4 60
Al -10.35 1 0.5 Gauss
A2 -3.45 1.87 0.5 Gauss 220
A3 3.45 3.7 0.6 Gauss -
60ms 10.35 1 05 Gauss 1—28
A4 280
Al -10.35 0.5 0.5 Gauss
A2 -3.45 1.6 0.7 Gauss 220
A3 3.45 1.1 0.5 Gauss -
135ms 10.35 1.1 08 Gauss -igg
A4 180
Al -10.35 0.3 0.4 Gauss
A2 -3.45 2.3 0.7 Gauss 20
A3 3.45 2.3 0.6 Gauss -
270ms 10.35 07 05 Gauss ig
A4 -100
3.80-3.90 0.1-100 1-12 Couplage J
Asp Il
Al -11.5 0.3 1 Gauss
A2 -6 2.1 1 Gauss
24 A3 -1 0.9 0.8 Gauss 0
A4 1 1.2 0.8 Gauss -70
30ms |A5 6.4 1.4 1 Gauss -30
A6 12 0.5 1 Gauss 30
18 0.4 1 Gauss 78
A7 0
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Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic
Al -11.5 1 1 Gauss
A2 -6 5 1 Gauss
A3 -1 1 1 Gauss -10
A4 1 2.8 1 Gauss -100
60ms | A5 6.4 1.4 0.8 Gauss 70
A6 12 0.3 1 Gauss 50
18 0.4 1 Gauss 180
70
A7 90
Al -11.5 0.4 0.8 Gauss
A2 -6 1 0.5 Gauss
A3 -1 0.3 1 Gauss 180
A4 1 0.6 0.7 Gauss 180
135ms | A5 6.4 0.82 0.6 Gauss 30
A6 12 0.2 1 Gauss 30
18 0.18 1 Gauss 3C5)
A7 25
Al -11.5 4 0.8 Gauss
A2 -6 10 0.5 Gauss
A3 -1 3 1 Gauss
A4 1 8 0.7 Gauss 150
270ms | A5 6.4 10 0.6 Gauss 180
A6 12 3 1 Gauss 0
18 1.8 1 Gauss g
-4
AT 230
3.88-3.95 0-100 4-12 Lorentz
25 Cr2
3.98-4.08 0-100 3-12 Couplage J
26 Myo-Ins I

190



Position ppm | Ampli Largeur Hz Phase
TE Nom Pic

M1 -1.8 0.8 1 Gauss
M2 0 1 0.5 Gauss

30ms -1.9 0.7 1 Gauss -9.75
M3 10.26
M1 -1.8 0.6 1 Gauss
M2 0 1 1 Gauss

60ms -1.9 0.4 1 Gauss '19-43
M3 20.52
M1 -1.8 0.3 0.6 Gauss
M2 0 1 1 Gauss

135ms -1.9 0.8 1 Gauss '78
M1 -1.8 1.7 0.8 Gauss
M2 0 1 1 Gauss

270ms -1.9 0.5 1 Gauss gg
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Annexe n°3 : Graphes de I’Analyse en Composante Principale a TE
variable (simulation entre TE = Oms et 300ms)

192



|
.
.
|
|
|
|
|
,
|
|
|
|
|
|
|
|
.
,
.
|
|
|
|
h
,
.
.
|
ke
.
.
|
|
v
,
4
,
H
1
i

1.000

! : :
! . :
m m P
: : | 8 =
......... T
: : o <
H H . <
' ' o
: 1 c R
d : 0 o
H . R
g B [ =
.

- -

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

uuuuuuuuuuuuuuuu

1400

) s :
] g !
B T - - £
: . :
vosdlurevsseai P P R O | e s
! [=J :
i :
T P :
' Xt !
b P3N m
& L gah m
o _ 5 0 ;
"h '
£

:
AP
i

1 aaa

§ .
' ! H
B :
: ! :
' H H

........... Y R S0
3 : '

. H H
H at H
: :
H 3 H
H = :
R ] :
H = ;
) s
T S S _mn.Q. ...................
H H . H
R :
R .
i :
d :
H :
i :
: :
H H
H H
H ) : :
..........................................
3 :
f :
: :
H ]
H H
H H : :
' :
f :
H : :
H :
H J
f :
: .
..........................................
y :
H : :
H :
i J
f B : :
: :
: C
f :
:
H
f :
:
:

25
--.966-1 -~

17000

6659
0,669
L

6:269
/

/

{
Aot

. H : Y
||||||||| _.||||.|||4||||||||4.:::::::....::00%:
: H .
: H . H
......... RNUSNE: RNRUS | NS | U
. H .
.

e ais e et T s S i R g S S e e i S o e i e

L e G B G e e S e S S S e S S SR

1A
P2Waalal
1000

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

-1.900



: |M.- < S A AR S S S R AR S s uw-. ......... et
< : : ' ; ! NS ! : :

: : : : : g : ! o = : z ! :

: : ' : : 13 ! ! :

' ' ' ' ' s rmm ' ' '

: > : : 73l : : :

: : : ; P + : : .

: : : D ! LA 1% : ! : :

5 JETET RIS | [OIURIIOIY.  VSRRCTY | OTVUIPIOT] | VGRS USRI VIR, DRI T ST WS SR S
S m m m ;o [k m m

: : : i ! f ; :

: : ' ; : 5 | : : : :

' ' ' M n i ' '

: : ' M s : 4 :

0 : . ] M : :
W ........ Sy R Iu S R T T Shoespess it gyl IS resonn
D..W, : : : :

o . : :
o R ] 5 :
-« : 5 :

. ~ i\ <

S8 ssabeosene T ST R X ooy sesdbroravelise grson

1.400

1-aaa
17000

o e e gt ! e R

i o o e e . o

" e i e

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

P ialalal

o
|
)
""'G, Ll o S e L e e L ey L L
R ITP06
-3:6068
-3:868

HMms

D
D
B }
o
g e e ] M = =i i R
$ B
' T
o
2
: @ |
........ e aaa o
] 5 : :
] ] : .
H m
L . .
X !
> . .

1900

0.400

.
. :
: .

! :
...................
_
: _
: )
! :
: ;
: :
: :
: :
: :
: :
..........................................
: :
: :
: :
: :
i :
: :
2 :
Ry ] .
5 :
[y 1
: :
o :
) :
:
............. s BT T S
! i
: :
:
!
:
:
:
:
:
:
:
:
L T Rk LT R SRR
: :
:
:
;
:
:
:
:
!

17000

-G890 -+~

-1.900

-1.000



1900

1.400

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

,,............... cscccscccccscns

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

|||||||||||||||||||||||||||

1-aaa
17000

o o e ' gt ! e e R

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

281
hLHJJI11lL

B e e e e e e e e e e i ) e e e i e

1-aaa
17000

CHO/water

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

0.600

-1.900

-1.900



i i

' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '

' ' ' '
'
'
'
'
'

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| -

'
'
'
'

' ' ' '
'
'
'
'
'
'
'

' ' ' '
'
'

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

1900

i '

' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '

' ' ' '
' '
' '

' ' '
' '
' '

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

' '
' '
' '
' '

' ' ' '
' '
'
'
'
'
'
'

' ' '
'
'

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

1.400

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

<+ :
>33 = - =
Sk S e =
U.%!l il Frins st iaial =7
T »: =
o // \\ ' <
5 -~
e R, ¥ : a
- ! : =8
: u.%..41 A : =
P A} : .
7. s M R BT e _
ca Pl ; :
- Lo : :
B Y SR : m
e ¢ : :
“o @ A 2 H :
I : :
| 7 : :
=TS H ; x
[xs) =1 g
& & g g g S
i & % i3 £ k
: : & : : :
m m o | m m "
" " - PR N N S
: : @ | : :
: : &8 | :
" m S
SRR SR SRR SRR SRR (0 nw. ...... - SR - SN
m m Ev ¢ B
' ' = ' '
: ] : = : S
: : : ! W : o ! : :

: : i :
e e e e S S e qﬂWMJJ ......... RS
: : @ : :

RSN - WHNRENN.  MASTRAN unTnn. Js——," M.. ...................
: b :
: ] m : m : ¢

17000
P alalal

D

D

b

H

» IS SN SUNRNS SRR SN
) : : ]

ol : :

d i

p _ _ m .

2 U0ms

P alalal
1000

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

-1.900

-1.900



TE VAR



|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

fac/watar™ "

* Tip+la

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

|||||||||||||||||||||

water

|||||||||||||||||||||||||||||||

lllllllllll

¢ lip+lac

1400

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

P alalal
17000

E 2 alalal
17000

H H H H /-A\A"IGLPA s
H H H ¢ ™~ [+ % 2 P ' .
; ' : £ A A = ¢ ;
........ R e ] re i bRt S Lt SL Rt e
: ] 2 ! oo 5 4 : ;
: : ! ! AT = n\ : :
' ' ' ' A ' e ' '
! : 3 : ~Ng -~ i ! :
- N . S | S | y——— L WJJ ..................
: ' ] : < ] : . :
: : : : : : : .
........ lmJJ
: ) ! : ® : ) .
: : ; o ] : :
........ SRR RS . SRR S .. . Ny S ——
: ! ® ! : : _
: : ! : : : : :

-1.000

1-aaa
17000

- G069- ==+

'
'
' '
' '
' '
' '
' ' 4
' '
i e ! T At e 1=y
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
|||||||||||||||||||||||||||
i i
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
i i
' ' '
' ' '
' ' ' '
' ' '
' ' '
' ' '
' ' '
' ' '
' ' '
' ' '
' ' ' '
' ' '
' ' '
' '
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
v i
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
'
'
'
'
'
'

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

17000

-1.000



1.400
1900

1-aaa

17000

: : : : . : : : : : : : : : : : :
' ' ' ' D ' ' ' ' ' ' ' ' ' . '
e M e e e e = r%.- R e T e |M-. .........
H v V [ 3 \ ' ' v ' - V i H
: : ; ol ™= : H : : : NS ! : :
) : : 3 o < ) : : 2 ] : : : o = : : ) :
: ' ' B : : ' ' : : 1S ! : :
: : 0 rora : : R 0 ! : ‘= 2 : :
: " |~ : : ; wn i el ipsl : : :
A : : - : : : : ; ; 5 0% = : : : :
...... o SO, RO SOV X . A7) | NN SR RO SOPRAUNN WOORPUOTM 1| NV ... NSRRI . OO WO, . N 1 SO0 SOV WOV SUDOPRN . SO
_ ! AR =S : ! : g (8 ! "
: : Ll = : : : ) o i " :
. . ‘ — ' ' . ' . ' '
O. : . = : : ' ; iy 1 ! y
4 : ' - [ : : ! . 6 : a4 P 7 ] : :
' ' ' ' ' ' ' I3 i ' '
i H ' —4 ol H ' ' H e o ' H
' [ (—1 M ' ' ' u_P ' '
; - : : : : -« : :
..... ibesestiosmesilsnesnalalare S oot sen e e sive s : - CYVORRIRN, | WU SUSTN ———
: P e S : : : : :
; ;R : s :
: D : : :
1548 : : :
i h : :
........ Grmmm e R ERREEEEEE R R
: 5 . -
~ : 8 P2
Yo u 2 v 2
H S TR
L = S
A (&) i &
= o :
= v
5 ¥
O oD g
2 % S M.. % ® R T M g
G s B! = £ ok = .
- S ; " " ) : : :
: oty : : : : : ! :
b Y : . ! : ! : .
: T s e . . : . I S|
5 : : : : : : : :
= : : : : : : ! :
........................ ot unvaJ quJ,
<: : @ : : : i % ! @ i :
=4 : : : : - =} | . :
. ' * . . Ca . . . . w “ '
: : ‘ '3 : i ke ! % :
: 3 : : : i : : = : £ : :
: : = ] : : =
: : = i ; M S =
s TS 1 [ e e TRt LR PR
b : @ : : : @ i
SORRUSSRPNR  SSUURSRIRDS . JURNRMID. . NRE (RS =S S SN A S ssamsrasbsansrans bansrassel barnsss sl asss gt m. ............................
: o : < d
by o



1.400

1.000

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

C)/water

Tac
a

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

P ialalal

| T L gy . Sy cop—| W<

Y T R Ly gy | Sy o —")

B im0 e ] e

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

m e

: : 2

: ~

1 LN

[ B R R Sl T

: eN: 4 S

: o : -

H -« Vo =
g 8 ~8---%8 8§ 8 3B
P P > : P
ddad ® P P P $ 7

L o i e o i o o o e e 1 e

L o m i e o e e o

b i e s s i e e T e S e e et

-1.000

-1.000



1900

1900

S i L s R |M-. S i L s R |M-. ...................
; . : = i ; : =S i i
: : : : wn : ; : :
W : “ kS : : " s :
m : m R m : : : g m
: : ™~ o : : &R :
' < H H H o~ ) H
...... (> I S S R S Tt e, e e Ra e R e e e mPL Bt b
: : S - 3 : <t : ST s
@\ : : " gt % : ; : e Hrur\ :
— " S - . 4 : " m e B :
_ " o ¥ : : | : - s “
..... flssealieesnedlotial Mw«tk SPRIRS s INRRVTES | WRRPIRL (ORE 19 SR LT SLTURTR. I SRR | (R
; : —he b ! : T : P S :
v o ' ' ' ' ' '
T_ : : 0. i : : : g :
' ' 8# ar ' ' ' ' 0O FN . - — .~ ' '
; SN g e~ : : : : S, 1 ~i :
" Ot = g m m a2 A m
: s ~ : : : ~ :
: 4 Ducien © o : ; BN © N :
........ R e ittt TRy SRS S, T = ...0.||||||"|||.I|-..T-..........-.nn-. .-......r.nn--.-w-......-._....J.-‘P"l- = P ._0|||||||.Vr||.-..T-..........-.nn-.
' 1 \r\nﬂu d o : Y : : 2 i B &) ] [+ 1;5 :
: LR ARERR TN S - : m : : A Ao g - N
: vl = + ! i ! i+ Mgk 1 =+ dw. i
" :UW1N N Pod ; ﬁaPA.b...N :
: bt 2 e W : ! : N o] < o L
: S U AW i P : AR PR I
' ' ~ . ' -~ ' ' '
' ~ . . . ] ' ! .
2 | T i g & | g R -" 8 %
g &8 § g ¥ § &8 8 _ 88 §8 § ¢§ §C8---¥7 8 § &
+ S = = s of 3 P = T EFF ES & = I 5 & 3 S $ & ¥
: 2 : 2 : " : ; 5
_ = S G =
H T ) =

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

o o g o g o o g i ot e R

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

T T T T e e T e T T T e e e i e

-1.900
-1.900



1.400
1.000

) water
ater

:::::::

1

!

.'
0.400

i

\
\
<
P2
o (LIP+LA(
\
\
<
4
]
[
s P2
¢ (LIPLAC

s
i
0

=<~ 5060
ST —
9459
0:269
w26}
[
[
S | —
-6:600
-6:600
58691
"\9}659""' casssasssssspanssanssannnana
54691
8260

H - H
v ¥ + +
- ] &
psi}
Y v B
- NN 3 2
554 K - .«.u 5 .«.u P T
[l ' '
e

o
A
o“'%f-f”
;
)
1-:’7 ter

¢ CHO/w,

B T T L e T T~ T T T




1.400

1.400

17000

-1.900

e e s R P B s L e I e s St SRR S e e e B
= : : i : ' : ' i = :
i BN S e = et T S R e B
S ; S : : ; :
: = i " Q\ : :
: LS : : " :
- i \\lu id : @\ : : :
S ek ! : : ]
% : g Do : 88 : :
N et | e B s [ tespisnszans s
G m m B TR
] AT : ; ; ] m :
- R : : : : : :
s : ' : : : :
' ~ ' . ' ' . .
@ N : : " : : :
: NG ! : : ; : v
|||||||| e e I P IO S G i e =
1 e : M.;W
Say T m | m m ¢
Oﬂmﬁ ; ] ! ; : : '
O™ 4 - i | H H : : : :
o £ ! ' : ; d :
< v : " ; ; : :
o ] ! ; D : ] !
ST i } i ? ) ’ f
(5} © o @D
2 5 8 & & g8 & & & 8
T 57 ¢ b3 i3 + 7T 3 3 o P i i
: : : ghisE : : L I . L o i :
: ; ; S R AR mRns PaEEe ; ; ] H * {5 ;
: : : 0 ®, | : ; R ; ; : m i :
: : : : : : g ; ; ! :
' ' ' = ' ' ' '
m m m B m g m m m m
........ A S SN SN I - SO SN SN St SO N SOOI SR AU S S .
m m m =] A m m " m m m m
: : ] =¢ : : ] : : ' : !
; : : Wm ; : : ; : : : ;
: ; : ol : : . ; : :
Ll R e e WJJ e e e I ;
: : @ : : : ; d : ; d
SUPSY: SVSNIOOR | PRRNIPOS, VR S & ~ S U W W W S S S— Y— — & = SN0 SO SR NN
: ] & ] " ] & ;
i



1.000

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

1900

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

1 aaa
17000

B o i e e e e e e o . e o . e g

B o e e e o o . e e

B i) o

1.aaa
17000

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

P ialalal
17000

-G8 4 -+

i . g ] e ! it e

i g ] it i

S e 0 i e i s

1 Aaaa
17000

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

-1.000

-1.900



|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

1.400

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

1.400

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

1 Aaaa
17000

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

gy
&L g

® R
NN

||||||||||||||||||||||

= : :
= H :
= : :
: 3 : : : :
: = : :
: g ! :
[OOSR NI |- - SO W [ - SIS | SO . S : PR, YRRTURUTD. | WIPTRUL DO . O
. . . . > ' . . . .
: : @ : : ;
. ; : ; ° ; 3 - : :
: : 8 : : S :
e e T e et et [N NSRS U SIS SRS JRR Y S Wi sewspe i sonc ae i se s lia e sane
: 3 " : : : 3 - :
: : : : : : : ) : :
; ; - : : : 2 : :
: : S
i

P alalal
1000




Titre: Développements Méthodologiques en Spectroscopie RMN in vivo pour
I’étude des tumeurs cérébrales

Dans un premier temps, les développements méthodologiques ont porté sur 1’évaluation des
séquences de localisation (PRESS &STEAM) et des paramétres d’acquisitions (TE & TR)
pour obtenir la meilleure reproductibilité et fiabilité sur une population témoin. Un protocole
de post-traitement, opérationnel directement sur la console de I’imageur, a été mis au point
afin de prendre en compte toute la complexité des spectres SRM-'H in vivo, tout en gardant la
convivialité du protocole proposé par le constructeur. Dans une seconde étape, ce protocole a
été appliqué aux tumeurs gliales. Nous avons ainsi pu déterminer la meilleure méthodologie
pour obtenir des données pertinentes lors de I’analyse en composantes principales (ACP).
Cette approche nous a permis de montrer que I’ACP est un outil simple et efficace pour situer
visuellement une tumeur gliale dans un graphe qui renseigne sur 1’agressivité de la 1ésion.
Dans une derniere étape, deux études plus exploratoires ont été menées. Nous avons évalué
une nouvelle stratégie d’optimisation et de rationalisation du choix des TE : le couplage de
I’ACP et de la simulation des intensités a différents TE. Enfin, nous avons démontré la
faisabilité de la méthode ERETIC pour la détermination des concentrations absolues des

métabolites sur un imageur corps entier commercial.

Mots-clés: SRM-'H, Tumeurs cérébrales, Post-traitement, ERETIC

Title: Methodologic development in in vivo magnetic resonance spectroscopy for
brain tumors

The first step of our work was the evaluation of the reproducibility and the reliability of
different methodological development of localized spectroscopy sequences (PRESS &
STEAM) and parameters (TE &TR) on normal volunteers. We have proposed a “home-made”
post-processing protocol, which is easily and directly available on the MRI unit. The second
step was the application of this protocol to patients with glial brain tumors. We were now able
to assess the better methodology using Principal Components Analysis (PCA). PCA has
showed to be simple and efficient to visually determine the aggressiveness of the tumor in a
graph. Two further preliminary studies were conducted, one evaluating a new strategy to
determine the best echo time based on simulated intensity and PCA, the second considering a

new and original method (ERETIC) for absolute quantification on a commercial MR unit.

Key-words: *H-MRS, Brain tumors, Post-processing, ERETIC
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