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« On peut reconnaitre la vérité de ceci sur les brebis, qui sont sujettes a étre attaquées de cette maladie, et
surtout sur les chévres chez qui elle est trés fréquente. Si on ouvre la téte d’une chévre, on trouve le
cerveau humide, plein d’eau et exhalant une mauvaise odeur. D’ ou il ressort évidemment que ce n’est pas
un dieu qui afflige ici le corps, mais bien la maladie. Il en est de méme pour [’homme »

Hippocrate
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INTRODUCTION

Passerelle entre la recherche fondamentale et la recherche appliquée, la recherche

translationnelle assure le lien entre une recherche fondamentale indispensable a tout
progres, et une recherche clinique axée sur des patients.
En recherche translationnelle en neuroscience, les modéles animaux sont essentiels pour
élucider les mecanismes régissant les pathologies neurodégéneratives complexes. Considéré
comme le pere de la médecine, Hippocrate fut d’ailleurs le premier a utiliser et décrire un
modele animal (brebis et chévre) pour expliquer une maladie que 1’on pensait surnaturelle;
I’épilepsie [1]. Aujourd’hui, 2500 ans plus tard 1’expérimentation animale reste un pilier de la
recherche biologique et médicale. Si les modéles cellulaires et invertébrés sont fréquemment
utilisés dans la recherche sur les maladies neurodégénératives, et ont sans aucun doute fourni
des données trés utiles, la nature relativement simpliste de ces systémes limite les
connaissances tirées de tels modéles.

Ces dernieres années, dans le domaine des neurosciences, les modeles « grands
animaux domestiques » ont donc pris une certaine ampleur et particulierement le modele ovin.
En effet, doté, entre autres, d’un important volume cérébral, d’un cerveau gyrencéphalique et
de structures neuroanatomiques bien distinctes, le mouton est devenu un élément essentiel de
la recherche pour tenter de combler le fossé qui sépare les rongeurs des humains.

En neurologie, ’imagerie par résonance magnétique (IRM) est une technique récente
d’investigation des bases neuro-anatomiques et fonctionnelles des processus
comportementaux, neuroendocriniens ou cognitifs. L’IRM est I’examen d’imagerie du
systeme nerveux qui donne d’ailleurs la meilleure résolution en contraste des tissus et permet
I’acquisition d’images tridimensionnelles. Non invasive, et sans effets secondaires connus,
elle répond a des besoins de recherches scientifiques sur les animaux tout en limitant les
interventions, optimisant ainsi les conditions d'expérimentation. Cependant, l'utilisation de la
neuroimagerie par résonance magnétique nécessite de disposer de reférences spécifiques a
chaque espéce animale.

L’objectif de cette thése est donc de réaliser un atlas 2D d’encéphale ovin afin de
faciliter I’interprétation des images dans les études incluant des moutons et d’évaluer la
faisabilité de I’'Imagerie du Tenseur de Diffusion ou DTI (Diffusion Tensor Imaging) chez le
Mouton avec un scanner 3 Tesla pour de potentielles futures études en neuroimagerie

translationnelle utilisant ce modéle animal.
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Dans une premiére partie bibliographique, nous définirons les principes fondamentaux
de ’IRM afin de comprendre 1’origine des images obtenues et expliciterons le principe de
I’IRM de diffusion. Ensuite, nous étudierons le modele « grands animaux domestiques » en
recherche scientifique, ses atouts, son utilisation dans les études de certaines pathologies
neurologiques humaines et enfin, nous décrirons les éléments a connaitre pour une réalisation
optimale d’IRM sur des ovins in ou ex vivo.

Dans une seconde partie expérimentale, nous présenterons un atlas 2D d’encéphale du
Mouton issu de coupes obtenues par IRM 3 Tesla, ainsi qu’une analyse paramétrique des

images obtenues par séquence DTI.
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1 Bases de l'imagerie par résonance magnétique

La compréhension et I’interprétation des images obtenues grace a I’'IRM nécessite de
maitriser certaines connaissances physiques parfois complexes. Dans cette partie, les
principales notions de base nécessaires a la lecture de cette thése seront donc abordées.

11 Définition

L’IRM est une technique de diagnostic médical récente et puissante qui fournit des
images tridimensionnelles et en coupe de grande précision anatomique. Non invasive et sans
effets secondaires connus, elle est fondée sur le phénomene physique de résonance
magnétique nucléaire (RMN). La résonance magnétique est une réponse caractéristique d’un
noyau a une perturbation de son alignement lorsqu’il est placé dans un champ magnétique

externe intense.

Ce phénomeéne de résonance magnétique a été décrit pour la premiere fois par deux
chercheurs en 1946. Les premieres images humaines provenant d’une IRM ont, elles, été
obtenues en 1976. L’IRM a ensuite connu un essor important et est rapidement devenue la
méthode diagnostic de choix dans de nombreux domaines médicaux. De nos jours, de
nombreuses séquences sont d’ailleurs possibles avec I’IRM, notamment les images
anatomiques détaillées (IRM structurale), les images d’activit¢ fonctionnelle (IRM
fonctionnelle), les images de diffusion des molécules d’eau (IRM de diffusion) et bien

d’autres encore.

1.2 Phénomene de RMN et acquisition du signal

L’IRM est une technique d’imagerie fondée sur un phénomeéne physique qui exploite

les propriétés magnétiques des atomes des tissus biologiques [2], [3], [4].
1.2.1 Magnétisme moléculaire et résonance magnétique

1.2.1.1 Origine de la résonance magnétique

Le noyau des atomes est composé de neutrons et de protons. Ces nucléons sont tous
animés d’un mouvement individuel de rotation complexe autour d’un axe passant par leur
propre centre. Une particule qui tourne induit autour d’elle un « moment cinétique » ou
«spin » représenté par le vecteur S. Une charge qui tourne sur elle-méme induit

systématiquement autour d’elle un champ magnétique appelé « moment magnétique »
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(équivalent a un champ magnétique de tres faible intensité) représenté par un

vecteur d’aimantation microscopique g (Figure 1). Ce moment magnétique est lié au spin et
est également aligné sur son axe de rotation. Le principe de I’IRM est basé sur ce mouvement

de rotation.

1]
S

Figure 1. Moment magnétique et vecteur d'aimantation microscopique [2].

Les noyaux des atomes ayant un nombre pair de nucléons ont un moment magnétique
global nul puisque les protons et les neutrons s’associent deux par deux, afin de maintenir
une cohésion énergétique au sein du noyau, et sont donc non exploitables. En

revanche, les noyaux des atomes présentant un nombre de masse impair (i.e. somme du

nombre de protons et de neutrons impaire) ont un moment magnétique global non nul, rendant

ainsi possible ’expérience de RMN. Ce moment magnétique non nul est nommé moment

magnétique intrinséque ou élémentaire. Parmi ces atomes, on trouve le noyau
d’hydrogene (1H, constitué d’un seul proton). L’atome d’hydrogéne est trés présent dans les

systemes biologiques et représente d’ailleurs 63% des atomes du corps humain [5]. Le noyau
d’hydrogéene n'est composé que d'un seul proton ce qui fait que son moment
magnétique élémentaire protonique est élevé. Enfin, I'nydrogene donne lieu a un

phénomene de résonance tres net. Par ses caractéristiques, I’hydrogéne est donc un

atome de choix pour 1’étude des tissus biologiques comme, par exemple, le cerveau humain.
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Figure 2. Spin individuel du proton d'hydrogéne [6].

Dans un échantillon tissulaire on peut donc définir un vecteur
d’ aimantation totale M qui est la somme vectorielle de tous les moments

élémentaires 1. Cependant, en I’absence de champ magnétique externe, les protons sont

répartis aléatoirement dans toutes les directions de ’espace (Figure 3), ainsi, la somme de

leurs champs magnétiques est donc nulle.

5%

=0
M=0

Figure 3. Spin des protons d'hydrogéne dans les tissus en I'absence de champ magnétique externe [6].

1.2.1.2 Le champ magnétique By

Afin d’aligner les protons, il est donc nécessaire d’appliquer un champ magnétique
externe statique élevé noté « By, Ce champ magnétique By, produit par 1’aimant
supraconducteur de I’IRM, va provoquer I’alignement des protons dans son axe. Cet
alignement se fait, pour la premiere partie des spins, dans le méme sens que Bo (dit parallele),
et pour la seconde partie, dans le sens inverse (dit antiparalléle). Pour 1’ensemble des protons
placés dans ce champ magnétique, il existe une proportion tres légérement plus importante de

spins paralléles que de spins antiparalleles (Figure 4).
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Figure 4. Protons dans un échantillon tissulaire en présence d'un champ magnétique BO [5]

Cette différence suffit a produire un signal RMN et a entrainer 1’apparition d’un

vecteur d’aimantation macroscopique M qui est aligné sur Bo. On appel cet état, 1’état
d’équilibre.

Lorsque les protons sont soumis au champ By, ils s’alignent mais ne sont pas statiques
pour autant. On peut apparenter leur mouvement de rotation a celui d’une toupie qui bascule
et reste en équilibre en rotation, avec un angle de rotation autour de 1’axe Bo. On appelle ce
mouvement le « mouvement de précession ». Les protons oscillent donc autour de 1’axe du
champ By a une fréquence appelée « fréquence de Larmor ». Cette vitesse de précession est
proportionnelle a I'intensité du champ magnétique. On la caractérise par la fréquence de
précession ®0 (nombre de rotation par seconde) : ®0 =y BO.

Le moment magnétique des protons peut étre décomposé en une composante
longitudinale et une composante transversale. Le mouvement de précession se traduit ainsi
par une rotation de la composante transversale autour de l'axe longitudinal. A 1’état
d’équilibre, les protons ne sont pas en phase, ce qui signifie qu’il y a une dispersion de leurs

composantes transversales élémentaires. Ainsi, le vecteur d’aimantation global

macroscopique M (aligné sur §O) ne présente pas de composante transversale.

1.2.1.3 Excitation par onde radiofréquence

Le champ magnétique produit par B, est trés largement supérieur & I’aimantation induite
par les spins, il est donc impossible de mesurer cette aimantation. Pour pouvoir la mesurer, il
est nécessaire de perturber 1’état d’équilibre grace a une onde radiofréquence (RF), champ

magnétique oscillant noté « By ,. L application de cette impulsion radiofréquence (RF de 90°
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ou 180°) va permettre de faire basculer le vecteur d’aimantation M dans le plan transverse.
L'onde RF appliquée va entrainer un phénomene de résonance seulement si sa fréquence est
la méme que celle de précession des spins (fréquence Larmor). Elle va donc apporter de
I'énergie au systéme de spins : c'est la phase d'excitation. Lorsque I'émission de
radiofréquence est interrompue, le systéme va restituer I'énergie absorbée pour retourner a

I'état d'équilibre de départ : c'est la phase de relaxation.

Le phénomene de relaxation est défini par deux éléments : la relaxation longitudinale
(selon I’axe du champ By), caractérisée par le temps de relaxation T1 et la relaxation

transversale, caractérisée par le temps de relaxation T2,

1.2.2  Acquisition du signal

La relaxation correspond au retour a I'équilibre de l'aimantation tissulaire. Elle
s'accompagne d'une émission d'énergie restituée par les protons sous la forme d'ondes RF
qui constituent le signal qui va étre capté par I’antenne réceptrice de I’IRM et permettre
I’acquisition d’images exploitables. Dans une expérience simple de RMN, un échantillon est
placé dans un champ magnétique fort (Bo) a l'intérieur d'un solénoide’ dont l'axe est
perpendiculaire au champ principal. Le solénoide est ensuite excité par une courte impulsion
rectangulaire a la fréquence de Larmor des noyaux d'intérét, irradiant ainsi I'échantillon et
faisant basculer la magnétisation globale dans le plan transversal. Immédiatement aprés
I'excitation, le solénoide commence a recevoir I'énergie émise en retour de I'échantillon. En
IRM, c'est la composante de magnétisation transversale qui donne naissance au signal détecté.
Le solénoide est réglé sur la fréquence de résonance d'intérét. Le signal émis est appelé « free
induction decay » (FID).

Le schéma ci-dessous reprend, de fagon schématique et simplifiée, 1’ensemble des

principes que nous venons d’étudier.

! Un solénoide est une bobine allongée constituée par un fil conducteur enroulé qui crée sur son axe un champ
magnétique quand il est parcouru par un courant.
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Figure 5. Représentation schématique du principe de I'IRM.

(A) Lorsqu'ils sont placés dans un champ magnétique intense B, les protons salignent parallélement ou
antiparallélement avec la direction de B,. (B) L'application d'une impulsion RF B, perpendiculaire a By et a la
méme fréquence que B, permet a l'aimantation longitudinale de s'écarter de B, (résonance). (C) Une fois que le

signal RF s’arréte, M revient a I’équilibre (relaxation) de telle sorte qu’il soit aligné a nouveau sur Bg. (D) Au
cours de la relaxation, les protons perdent de I’énergie en émettant un signal RF (Free Induction Decay - FID)
qui peut étre ensuite mesuré par une antenne placée autour de 1’objet a étudier et reconstruit par la suite pour
obtenir des images IRM 3D en niveaux de gris [7].

1.3 Pondérations T1 et T2

Deux composantes sont donc distinguées lors de la phase de relaxation : la relaxation
longitudinale qui correspond a la repousse de la composante longitudinale, et la relaxation
transversale, qui correspond a la chute de l'aimantation transversale. La repousse
longitudinale correspond au retour au niveau de basse énergie (sens "paralléle™) des spins
excités. C'est ce que l’on appelle la relaxation « spin-réseau ». La croissance de
I'aimantation longitudinale lors de la relaxation suit une courbe exponentielle. Elle est

caractérisée par le temps T1 (Figure 6).
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Figure 6. Repousse du vecteur d’aimantation longitudinale (Mz). Le temps T1 représente le temps nécessaire a

I’aimantation longitudinale pour retrouver 63% de son état initial aprés une impulsion RF de 90° [3].

Le T1 est caractéristique de chaque tissu et dépend de la mobilité des molécules ou
sont engagés les noyaux d’hydrogene.

En paralléle de la repousse de 1’aimantation longitudinale, on observe une disparition
progressive de I’aimantation transversale. La relaxation transversale suit une courbe
exponentielle décroissante et elle est caractérisée par le temps T2. La relaxation transversale
est nommée relaxation « spin-spin » car elle résulte de 1’interaction des spins des protons

entre eux (Figure 7).
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Figure 7. Disparition de l'aimantation transversale Mxy. Le temps T2 correspond au temps nécessaire a

I'aimantation pour décroitre de 63% [3].

Les trois principaux compartiments du cerveau (substance blanche, substance grise et
liquide cérébro-spinal (LCS)) ont des temps de relaxation T1 et T2 différents.

1.4 Séquence écho de spin

La séquence d’écho de spin est historiquement la premiére séquence IRM développée.
Cette séquence est basée sur deux principes fondamentaux ; le temps de répétition (TR) qui
est l'intervalle de temps entre deux impulsions de 90° et le temps d'écho (TE) qui est
I'intervalle de temps entre l'excitation et la survenue du signal IRM. Le TE et le TR

s’expriment en millisecondes (ms).

Afin de réaliser cette séquence IRM, une impulsion RF de 90° est appliquée pour
entrainer une bascule du vecteur d’aimantation tissulaire global correspondant a une
disparition de I’aimantation longitudinale et a 1’apparition d’une aimantation transversale.
Ici on applique uniquement une RF de 90°, les protons vont rapidement se déphaser a cause
des inhomogénéités de champ. Afin de s’affranchir de ce probléme, on applique une
impulsion de 180° aprés une impulsion de 90° (Figure 9). Ainsi les protons qui précessaient
les derniers précessent les premiers et inversement ce qui rétablit la cohérence de phase

(rephasage). L application de cette RF de 180° se fait au temps TE/2.
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Figure 8. Intérét de I'impulsion RF de 180° dans I'affranchissement des inhomogénéités propres a B "0 [2].

La séquence écho de spin commence donc par basculer I’ensemble des spins par
I’application de I’impulsion radiofréquence de 90°. Les spins, sous ’effet des inhomogénéités
de champ vont alors se déphaser jusqu’au temps TE/2 ou I’on applique une nouvelle
impulsion de 180°. Cette impulsion va permettre d’inverser les phases de 1’ensemble des spins

dans le plan transverse. Au temps d’écho (TE), les protons sont donc rephasés (Figure 10).
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Figure 9. Chronologie des événements au cours du phénomeéne de I'écho de spin. a) impulsion de 90°, les spins
sont en phase, b) les spins se déphasent rapidement, ¢) impulsion de 180°, les spins se rephasent, d) les spins sont

rephasés et le signal apparait sous forme d’écho et peut étre mesuré [2].
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Ainsi, pour « pondeérer » une séquence IRM en T1, on va utiliser un TR et un TE
courts. Sur les images pondérées en T1, la substance blanche (qui possede un T1 court) est
plus claire que la substance grise et le LCS, lui, est hypointense.

Pour pondérer une séquence en T2, on utilise un TE et un TR longs. Sur les images
pondeérées en T2, le LCS présente un hypersignal et la substance grise est plus claire que la

substance blanche (Figure 10).

Figure 10. Coupes transversales d'encéphale ovin en pondération T2 a gauche et T1 a droite (Images obtenues a
I'institut des sciences du cerveau de Toulouse).

1.5 Imagerie de diffusion

L’imagerie de diffusion permet d’apporter des informations non disponibles sur les

séquences d’IRM conventionnelle [2], [3], [8].

1.5.1 Mouvement brownien et phénomene de diffusion

L’imagerie de diffusion est fondée sur la mise en évidence des mouvements
microscopiques de I’eau dans les tissus biologiques. Ce mouvement, appelé « mouvement
brownien », représente le mouvement permanent auquel sont soumises les molécules d’eau
dans un milieu biologique quel qu’il soit. Ces mouvements sont aléatoires mais leur intensité
est fortement liée a la structure du milieu considéré. lls caractérisent ainsi ce que nous
appelons la diffusion moléculaire. La diffusion est donc fonction des caractéristiques
physiques du milieu ou se trouve le matériel étudié, en I’occurrence ici, les molécules d’eau.
De cette facon, plus 1’ecau est sous forme libre dans un secteur, plus ses mouvements sont
facilités et plus I’agitation moléculaire est importante, on parlera donc ici de diffusion élevée.
Au contraire, si des obstacles, comme des fibres par exemple, s’opposent a ces mouvements,

I’agitation moléculaire sera restreinte, on parlera alors de diffusion réduite.
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S’intéresser a la diffusion intracérébrale des molécules d’eau peut donc permettre
d’apporter des informations essentielles sur la composition ou I’intégrité des différents tissus.
Le principe de I’IRM, fondé sur la mesure des protons de 1’eau, est ainsi 1’outil de référence

pour 1’analyse de cette diffusion.

1.5.2 Séquences pondérées en diffusion

L’objectif des séquences pondérées en diffusion est d’obtenir des images dont le
contraste est influencé par les différences de mobilité de molécule d’eau. Ceci est réalisé en
ajoutant des gradients de diffusion de part et d’autre de I’impulsion de 180° dans la phase
préparatoire d’une séquence d’imagerie, le plus souvent de type SE-EPI (préparation écho de

spin — imagerie ultra-rapide écho planar) pondérées T2.
1.5.3 Diffusion isotrope et anisotrope

Isotrope vient du grec «isos» qui signifie «égal » et «tropos» qui signifie

« direction ». Anisotrope est le contraire d’isotrope [4], [9].

En I'absence de restriction, en IRM de diffusion, on observe un processus de diffusion
isotrope, ce qui signifie que les molécules ont la méme probabilité de se diriger dans toute
direction de I'espace. Le libre parcours moyen des molécules d'eau est donc identique quelle
que soit la direction. La diffusion est ainsi libre et isotrope dans le Liquide Cérébro-Spinal
(LCS) et dans la Substance Grise (SG). A I’inverse, il est possible que quel que soit la
direction de I’espace, les molécules d’eau aient un déplacement limité, en raison de
nombreux obstacles (protéines, cellules). C’est la diffusion restreinte isotrope que 1’on peut
rencontrer dans un abcés par exemple. Enfin, au sein de la substance blanche, constituée
d'axones myélinisés organisés en faisceaux de fibres paralléles, la gaine de myéline entourant
I'axone crée une barriére quasi-infranchissable. D’une part, les molécules a l'intérieur des
axones ne peuvent que suivre la direction principale des axones et d’autre part, les molécules
situees a l'extérieur des axones doivent contourner ces axones. La substance blanche
représente donc un milieu restreint dans lequel on observe un mouvement anisotrope des
molécules d'eau, ce qui signifie que les molécules n'ont pas la méme probabilité de se diriger
dans toute direction de l'espace. Le libre parcours moyen des molécules d'eau est donc plus

élevé dans la direction des fibres que dans toute autre direction.
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Pour résumer, la diffusion est isotrope si elle peut s’effectuer librement dans toutes
les directions de I’espace et elle est anisotrope si elle se fait de facon préférentielle dans une
direction donnée comme, par exemple, dans les fibres nerveuses de la substance blanche.
L’IRM de diffusion proprement dite (DWI pour Diffusion Weighted Imaging) permet de
mettre en évidence uniquement les différences de mobilité des molécules d’eau mais sans
considération sur la direction de leurs déplacements. L accident ischémique cérebral a été la
premiere application de la DWI, depuis elle est devenue un outil essentiel dans le diagnostic
de certaines tumeurs cérébrales, d’abcés cérébraux mais également dans le diagnostic
précoce de la Maladie de Creutzfeld-Jakob (MCJ) [4] (Figure 11).

Figure 11. Coupe axiale pondérée en diffusion d’une patiente suspectée d’étre atteinte de la MCJ. L’IRM montre
un hypersignal bilatéral de la téte du noyau caudé et du putamen prédominant sur I’hémispheére droit ainsi qu’un

hypersignal du ruban cortical prédominant a droite (fleches oranges) [10].

Dans une sequence pondérée en diffusion, le LCS apparait en hyposignal, car la
mobilité des molécules d’eau y est élevée. A contrario, dans le cas d’un accident vasculaire
ischémique a la phase aigué par exemple, du fait d’une importante diminution de la mobilité

des molécules d’eau, la zone atteinte apparait en hypersignal.
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Un second type d’imagerie de diffusion existe et son objectif est d’obtenir plus
d’informations intrinséques a chaque voxel® que n’en fournit la DWI, comme la nature de la
diffusion et sa direction principale. C’est ici qu’entre en jeu la DTI (Diffusion Tensor

Imaging), I’imagerie du tenseur de diffusion.

1.5.4 Imagerie du tenseur? de diffusion (DTI)

L’imagerie du tenseur de diffusion (DTI pour Diffusion Tensor Imaging) est une
évolution du principe de diffusion. Elle met a profit le principe de diffusion anisotrope décrit
dans la partie précédente et permet donc de distinguer et de quantifier principalement des
anomalies de la substance blanche, non visibles en imagerie conventionnelle [2], [4], [11],
[12].

1.5.4.1 Fraction d’anisotropie et diffusivité moyenne

L’IRM du tenseur de diffusion étudie les directions des mouvements des molécules
d’eau, pour déterminer si elles diffusent dans toutes les directions ou pas (fraction
d’anisotropie), ou pour essayer de donner la direction de diffusion privilégiée. Avec le
tenseur de diffusion, il est possible d’extraire deux indices quantitatifs qui vont permettre de

connaitre 1’état microstructural de nos tissus par I’intermédiaire de calculs.

Le premier de ces indices est la fraction d’anisotropie (FA). La FA représente la fraction
du tenseur pouvant étre affectée a la diffusion anisotrope (directionnelle) [13], [14], [15]. En
effet la diffusion dans la substance blanche des molécules d’eau est extrémement anisotrope,
et une altération de ce réseau de fibres va entrainer une baisse de fraction d’anisotropie. Ainsi,
la FA est généralement plus élevée dans la SB, dans laquelle la diffusion est limitée par les
gaines de myéline des axones, en particulier dans les régions compactes a alignement
uniforme des fibres, comme le corps calleux, alors que la diffusion dans la GM est plus
isotrope. La FA varie entre 0, pour une diffusion isotrope, et 1 dans un milieu totalement

anisotrope.

Le second indice est la diffusivité moyenne (MD pour Mean Diffusivity). La MD est une
moyenne des trois axes de I'ellipsoide de diffusion et refléte le taux de diffusion de I'eau dans
un voxel, indépendamment de la direction. Cet indice permet donc d’avoir une estimation de

la diffusion des molécules d’eau au sein d’un voxel. Si le mouvement des molécules d’eau est

2 Un voxel est le volume de tissu qui est représenté sur le pixel qui lui correspond dans I'image, c’est un pixel en 3D.
® Les tenseurs sont des objets mathématiques issus de I'algebre multilinéaire permettant de généraliser les vecteurs.
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restreint, la diffusivité moyenne sera faible (notamment dans la substance blanche), a
I’inverse si le mouvement des molécules d’eau est relativement libre, donc sans obstacles, la
valeur de diffusivité moyenne sera plus élevée (par exemple dans les ventricules). L’intérét de
calculer la MD est d’obtenir une estimation de 1’état de 1’intégrité microstructurale des tissus.
En effet, plus le tissu va étre altéré, moins il y aura d’obstacles et plus la diffusion au sein de

ce tissu va étre importante, augmentant ainsi la MD.

Gréace a ces deux indices, il est possible de réaliser des images paramétriques appelées
« cartes paramétriques » de FA ou de MD. Une image paramétriqgue de MD se rapproche
d’une image pondérée en diffusion mais avec un hypersignal pour les zones a forte diffusion
(Figure 12).

Figure 12. Cartes dérivées de la DTI d’un encéphale ovin. A gauche carte de MD et a droite carte de FA. La
ligne inférieure représente les mémes cartes mais colorées selon la valeur de la diffusion (en mm2 /s x 10-3)
pour la MD et selon la direction des fibres pour la FA (sens rostral-caudal en bleu, sens dorsal-ventral en vert et

sens médial-latéral en rouge [16].

1.5.4.2 Tractographie

Une évolution de la technique de la DT1 est la tractographie « (appelée Diffusion Tensor
Tractography » ou DTT), dont le principe est de reconstruire les fibres de substance blanche a

I’aide des informations obtenues sur la diffusion. La tractographie de fibres est la seule
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méthode donnant un apercu in vivo indirect de la trajectoire des fibres nerveuses. La
tractographie présente de nombreux intéréts comme par exemple dans le bilan préchirurgical

des Iésions cérébrales, les Iésions médullaires ou les Iésions du nerf optique [17].

Figure 13. Tractographie des fibres du corps calleux d’un cerveau humain [18].

L’IRM, comme nous venons de le voir, est un systéme d’imagerie complexe qui
représente un outil indispensable dans le diagnostic de nombreuses maladies cérébrales. Les
évolutions du principe de base de I'IRM permettent a présent la multiplication de ses

applications en médecine et en recherche, ouvrant ainsi la porte a d’importants progres.

Avant de realiser des études cliniques chez I’Homme, il est nécessaire de passer par des
modeles animaux se rapprochant le plus possible des systemes humains afin d’extrapoler plus
aisément les résultats obtenus. Ainsi, les « grands animaux domestiques », dont I’utilisation
est en plein essor ces dernieres années, semblent &tre des modeles de choix pour la réalisation

d’études précliniques.
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2 Le modele ovin en neuroimagerie translationnelle
2.1 Intéréts d'un modele « grand animal domestique »

Du ver nématode a la mouche drosophile en passant par les rongeurs et primates, les
modeles animaux se sont largement diversifiés et spécialisés au cours des derniéres décennies.
Bien que ne représentant pas la majorité en nombre (Figure 14), les modéles « grands
animaux domestiques » (porcs, ruminants domestiques, carnivores domestiques et cheval)
sont en plein essor car ils possedent un nombre d’atouts non négligeable, en particulier pour la

recherche en neuroscience.

Les especes utilisées en France F— TW avtigs - puaTes s
3 5541
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—

Sur prés d1,77 million d'animaux* utilisés dans des expériences terminées
en 2014 en France, la souris est I'espéce la plus sollicitée (48,2 %), suivie
des poissons (30,3 %), puis du rat (7,4 %) et du lapin (5 %).

Bien qu'ils soient systématiquement mis en avant par les « abolitionnistes »,
APINS chats et chiens représentent ensemble moins de 0,2 % des animaux testés,
88334 et les primates 0,06 %.
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(!85334;8545 oon d535 ?89 o (97,2 %). Parmi eux, ceux qui ne proviennent pas d'établissements éleveurs
ont 34,84 % ont0,43% 06 ou fournisseurs agréés sont des animaux élevés au sein méme de
I'établissement utilisateur.

On note également que 19 % (340 000) des animaux utilisés a des fins

scientifiques sont issus de lignées génétiquement altérées par différentes

procédures: mutagénese spontanée, aléatoire ou dirigée, transgénése, etc.
131722 Cela concerne un peu plus d'un tiers des souris (34,8 %), prés de la moitié
dont2,14 % des lapins (41,5 %), 2,7 % des chiens et un peu plus d'un rat sur 50 (2,1 %).
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* Les insectes ne font pas partie du champ de I'enquéte.

Source : Enquéte nationale 2014, ministére de I'Education nationale,
de I'Enseignement supérieur et de la Recherche.

Figure 14. Les espéces utilisées pour I'expérimentation en France (Source : lejournal.cnrs.fr)

La proximité génétique :

Tout d’abord, concernant la génétique au sens large, les rongeurs ont environ 48 a

66 % d’homologie avec I’Homme, alors que les porcs en ont prés de 80 % [19], [20].

Les similitudes anatomiques cérébrales :

Ensuite, les grands animaux domestiques représentent un intérét majeur dans le
développement de la recherche actuellement par les similitudes anatomiques qu’ils partagent
avec ’espece humaine. En effet, les cerveaux des grands animaux domestiques sont proches
des cerveaux humains ; par leur volume, par leur degré de gyrification corticale (Figure 15) et
par le ratio Substance Grise (SG)/Substance Blanche (SB) [19], [21], (Tableau 1). Le cerveau
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du rat, par exemple, est plutdt éloigné du cerveau humain. Il est environ 230 fois plus petit
[22], il est lissencéphalique et présente un ratio SG/SB élevé. Il est donc trés différent du
cerveau humain [23].

Dauphin

Figure 15. Encéphales humain et animaux, formes et tailles relatives [24]

Tableau 1. Ratio SG/SB chez plusieurs espéces en comparaison avec I’Homme [13], [14]

Espece Ratio SG/SB
Homme 40/60
Mouton 57143
Chimpanzé 61/39
Chien 65/35
Rat 86/14
Souris 90/10

Le tableau ci-dessus montre que les ratios SG/SB sont trés différents entre les rongeurs
et ’Homme, mais surtout, on remarque que parmi des especes étudiées, le ratio le plus proche
des humains est celui du Mouton.
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De plus, chez les ovins, anatomiquement, les noyaux de la base* sont proches de ceux
de ’'Homme avec les structures du noyau caudé et du putamen qui sont bien distinctes [25].
L’architecture du cervelet du Mouton est également morphologiquement similaire et bien que
le tronc cérébral soit allongg, puisque c’est un quadrupede, on retrouve les mémes noyaux que
chez ’'Homme. Par contre, la morphologie de I'hippocampe du Mouton différe de celle de

I’Homme puisqu’il a une composante a la fois dorsale et ventrale [26].

Le format:

Un autre atout majeur des grands animaux est également leur taille. Ce format
important permet de réaliser des chirurgies trés fines beaucoup plus facilement que sur des
modeles plus petits. Par exemple, sur les ovins, il a été possible de prélever de la GnRH
directement la ou elle est libérée, dans le systeme porte hypophysaire [27], ce qui est
impossible a réaliser sur des rongeurs. Le modele ovin est d’ailleurs le gold standard utilisé
en neuroendocrinologie. Leur taille permet de réaliser des séries de préléevements sanguins ou
de LCS a de faibles intervalles et sur une longue durée (toutes les 10 a 20 minutes pendant
plus de 24 heures), sans affecter leur métabolisme de base [7].

La taille des organes de ce type de modéle permet également 1’utilisation de matériel
chirurgical, de cathéters et de dispositifs médicaux issus de la médecine humaine [28]. Ainsi
la possibilit¢ de mettre en place des cathéters permet 1’administration de radiotraceurs,
d’agents de contrastes souvent utilisés en imagerie et facilite aussi largement la mise en place

de protocoles anesthésiques.

Le format des grands animaux domestiques permet également I’utilisation de scanners
IRM cliniques de 1.5 ou 3 Tesla, contrairement aux petits animaux de type rongeurs pour
lesquels il est nécessaire d’utiliser des scanners IRM haut-champs adaptés a leur format. Ce
type d’imagerie appliqué aux petits modeéles impose un gain en resolution considérable
puisque les volumes a étudier sont jusqu’a 10 000 fois moins importants que chez I’Homme.
Il est donc nécessaire d’appliquer des gradients de champs magnétiques adaptés et d’utiliser
des champs magnétiques intenses. Par ailleurs, afin de conserver une sensibilité de détection
raisonnable, il est nécessaire de faire un compromis entre la durée de 1’acquisition et la
résolution temporelle [29]. Ces contraintes liées a la petite taille de ces modeles rendent plus

complexe la transposition des protocoles a I’Homme. De plus, les machines (IRM,

* Les noyaux de la base sont un ensemble de structures sous-corticales constitué par des noyaux pairs.
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scanners...) consacrées a la médecine humaine font 1’objet de développement et de progres
permanents, ainsi les modéles « grands animaux » peuvent bénéficier des technologies les
plus avancées comme I’TIRM de diffusion par exemple.

L’utilisation des modéles « grands animaux » en imagerie permet donc que les
protocoles utilisés dans la recherche préclinique puissent étre modifiés et ensuite utilises
directement pour la recherche clinique chez I’Homme.

Cependant, quelques inconvénients a 1’utilisation de ces « grands formats » sont a ne
pas négliger. En effet, les manipulations de ces animaux impliquent de porter et déplacer des
charges bien plus importantes que lors de I’utilisation des rongeurs. De plus, méme si
I’utilisation d’appareils d’imagerie d’humaine est un atout incontestable, il faut garder a
I’esprit que cela va engendrer des procédures drastiques de nettoyage et de protection du
matériel (risques de zoonoses, odeurs) et une organisation particuliere (jours réservés aux

animaux ou passage en fin de journée).

Les similitudes physiologiques :

Les ovins donnent naissance a des petits déja complétement développés alors que la

progéniture des rongeurs nait immature. Cette caractéristique a d’ailleurs permis d’étudier
I’attachement mére-petit, fondé sur des processus de reconnaissance individuels [30].
L espérance de vie est également bien plus longue chez les grands animaux domestiques que
chez les rongeurs, ce qui permet de réaliser des études a beaucoup plus long terme. Par
exemple, I’espérance de vie d’un mouton, dans des conditions d’élevage adaptées, est en
moyenne de 10 ans [26]. Ainsi I'utilisation de ce type de modéle facilite la recherche en lien
avec des pathologies neurologiques évolutives comme par exemple la maladie d’Alzheimer
ou de Huntington.

Les grands modeles sont également des animaux diurnes, comme les humains, ce qui
permet la mise en place d’études en lien avec des pathologies ayant des répercussions sur le
sommeil ou sur les rythmes circadiens [25].

Enfin, les grands animaux domestiques peuvent développer spontanément ou de
manicre induite des maladies neurologiques similaires a leur équivalent humain et c’est en
particulier le cas pour les ovins [31]. Cet aspect facilite grandement la réalisation des études
portant sur ce type de maladie.

Bien que de nombreuses similitudes soient donc constatées chez les grands modéles et

non retrouvées chez les rongeurs, il est a noter cependant que les connaissances actuelles sur
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la biologie des rongeurs sont bien plus développées que celles sur les grands animaux
domestiques et en particulier les animaux de rente. En effet, I’utilisation de ce type de modéle
comme animaux de laboratoire, méme si elle est en plein essor ces vingt derniéres années, est

encore quelque peu restreinte contrairement aux rongeurs.

Les considérations éthiques :

Les porcs et autres animaux de rente font partie des modéles grands animaux
domestiques et, contrairement aux chiens ou aux chevaux, ils font I’objet, aux yeux du public

de moins de considérations éthiques.

La diversité génétigue :

Les animaux de rente sont également relativement moins consanguins que les rongeurs
qui eux sont issus d’une population fermée. Cette mixité confere un avantage au modele
« grands animaux » puisqu’ils se rapprochent ainsi de la diversité humaine. Cette variabilité
génétique est aussi un inconvénient puisqu’elle nécessite d’augmenter drastiquement la taille
des échantillons utilisés pour les études afin d’essayer de s’affranchir des biais potentiels liés
justement a cette variabilit¢ individuelle. L’augmentation de la taille des échantillons est

forcément liée a une augmentation non négligeable des colts [32].

La domestication :

Ces grands modeles sont des animaux domestiques et donc habitués a la présence
humaine, ce qui rend les manipulations plus simples et moins stressantes. Cet aspect est
primordial dans le contexte actuel des préoccupations éthiques grandissantes.

Concernant plus particulierement les moutons, il est & noter que leur instinct grégaire
permet la mise en place d’études nécessitant un échantillon important sans engendrer de
contraintes trop importantes d’installation. A contrario, cet instinct empéche de garder un ovin

a I’isolement sur une longue période.

Des atouts économiques :

Les ovins et autres animaux de rente sont facilement disponibles et leur élevage est en
général plutdt simple; ils peuvent étre élevés en extérieur, nécessitent peu d’infrastructures et

supportent une large gamme de températures. Ainsi le colt des installations nécessaires pour
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la réalisation d’une étude avec des ovins, par exemple, serait moindre en comparaison de

celles nécessaires pour les primates non humains.

Les fonctions cognitives :

L’utilisation d’animaux comme mode¢les pour 1’étude de maladies neurodégénératives
humaines ayant un impact sur les fonctions cognitives nécessite que ces mémes animaux
soient capables d’exprimer ces fonctions. Ceci a été testé chez le Mouton et a montré des
résultats positifs. Ainsi les ovins sont capables d’effectuer avec succés les principaux tests
cognitifs et représentent ainsi un modele permettant de quantifier les dysfonctionnements

cognitifs rencontrés dans certaines maladies neurodégénératives [21].

Les modeles grands animaux domestiques et plus particulierement les ovins,
représentent donc, a travers 1’ensemble des aspects que nous venons de voir, un outil majeur

pour I’étude et la compréhension des mécanismes de certaines maladies.

A ce titre, depuis une vingtaine d’années, les ovins sont utilisés comme modéle pour
étudier 1’épilepsie [33], I’accident vasculaire cérébral [34] et le traumatisme cranien [35].
Mais ils sont également un modele précieux dans 1’étude de certaines pathologies

neurodégénératives que nous allons détailler dans la partie suivante.
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2.2 Les modeles ovins de maladies neurodégénératives humaines

Les ovins sont utilisés comme modele dans 1’étude de nombreuses maladies

neurodégénératives présentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 2. Modéles ovins de maladies neurologiques humaines. Adapté a partir de [20]

Nom de la maladie

Geéne en cause

Modéle ovin

Forme juvénile de la
céroide-lipofuscinose
neuronale
Ceroide-lipofiscinose
neuronale congeénitale
Maladie de McArdle

Hypoplasie cérébelleuse et
lissencéphalie héréditaire
Dystrophie neuroaxonale
Maladie de gaucher
Maladie d’Alexander,
adulte

Maladie de Tay-Sachs

Maladie de Huntington

Encéphalopathie subaigué
spongiforme transmissible

CLNS5, CLNG6

CTSD (cathepsine D)
PYMG

RELN

?

GBA

GFAP

GM2A
HTT
Susceptibilité a la maladie

liée aux formes alléliques de
PRNP

Modele spontané de céroide-
lipofuscinose neuronale

Modeéle spontané de céroide-
lipofuscinose neuronale
Modeéle spontané de maladie
métabolique musculaire
Modeéle spontané de
lissencéphalie

Modeéle spontané de
dystrophie musculaire
Modeéle spontané de maladie
de surcharge lysosomale
Modeéle spontané avec
inclusions intra-astrocytaires
hyperéosinophiles (fibres de
Rosenthal)

Modeéle spontané de
gangliosidose

Modeéle ovin transgénique
(OVT73)

Modele infectieux
d’encéphalopathie
spongiforme bovine, de la
maladie de Creutzfeldt-Jakob
et d’autres maladies a prions

Dans cette étude bibliographigque, nous nous concentrerons plus particulierement sur

les ovins en tant que modeéle spontané de maladies de surcharge lysosomale, en tant que

modeéle transgénique de maladie de Huntington et enfin en tant que modele infectieux

d’Encéphalopathie Subaigie Spongiforme Transmissible (ESST).
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2.2.1 Modeéle ovin spontané de maladies neurologiques humaines: étude des
maladies de surcharge lysosomale

2.2.1.1 Définition

Les maladies de surcharge lysosomale sont un ensemble de maladies géenétiques rares
dues & un défaut de catabolisme de certaines molécules complexes au sein du lysosome®. Dans
le lysosome, il existe des protéines (enzymes) qui jouent un rble majeur dans la
transformation et la dégradation des meétabolites. La majorité des maladies lysosomales est
due a I’absence ou au déficit d’une enzyme. Certaines autres maladies lysosomales sont dues
a la présence de protéines de transport défectueuses qui empéchent la sortie des molécules du
lysosome. Ces deux mécanismes ménent tous deux & une accumulation de molécules qui
auraient dues étre normalement dégradées ou évacuées au sein du lysosome. Cette
accumulation de métabolites au sein de la cellule va donc, a terme, empécher le
fonctionnement normal de certains organes. A ce jour, une quarantaine de maladies
lysosomales ont été identifiées. Schématiquement, on distingue trois types principaux de
maladies lysosomales en fonction du composé qui s’accumule : les sphingolipidoses, les
oligosaccharidoses et les mucopolysaccharidoses [36]. Dans cette étude, nous n’aborderons
que les pathologies de surcharge lysosomale pour lesquelles les ovins sont des modeles qui
développent naturellement la maladie.

2.2.1.2 Les Céroides-Lipofuscinoses Neuronales (CLN)

Les Céroides-Lipofuscinoses Neuronales (CLN) sont un ensemble de maladies
métaboliques héréditaires caractérisées par une accumulation de lipopigments fluorescents
(lipofuscine et céroide), notamment dans les neurones [37], [38]. L’incidence exacte des
CLN chez ’Homme n’est pas connue, mais elle serait d’environ 1 sur 12 500 naissances dans
les pays anglo-saxons [39]. Les principales caractéristiques de ces maladies sont présentées

ci-dessous chez ’Homme, avant d’aborder le modéle ovin.

a. Etiologie

Il existe actuellement treize formes génétiques distinctes de la maladie et chacune porte le
méme nom que le géne en cause [40]. On regroupe souvent les variants selon leur age
d’apparition (formes congénitale, infantile, infantile tardive, juvénile et adulte). Le mode de

transmission des CLN est toujours autosomique recessif sauf dans de trés rares cas ou il a eté

® Organite cellulaire contenant des enzymes qui ont pour fonction de dégrader des molécules complexes afin de
les éliminer ou de les recycler.
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montré que le mode de transmission avait été dominant mais uniquement dans des variants
adultes [40].

b. Symptomes

Le tableau clinique est tres hétérogéne selon la forme développée, mais le noyau commun
aux différentes formes est I'association de démence, de retard psychomoteur, d’une perte
visuelle progressive et d’une épilepsie myoclinique. L’age d’apparition de la maladie s’étend
de la période néonatale a I'dge adulte jeune selon le variant. Le déces précoce est également

un élément commun a toutes les formes [41].

¢. Lésions

L’atrophie cérébrale marquée et I’accumulation de lipopigments auto-fluorescents dans les
lysosomes des neurones et d’autres cellules sont les lésions communes a toutes les formes de
CLN [42], [43], [44].

d. Le modéle ovin

Les ovins sont actuellement des modéles spontanés pour les mutations CLN5 (variant
finlandais), CLN6 (variant indo-européen) et CTSD. Les mutations des génes CLN5 et CLN6
sont principalement a l'origine de variantes du CLN tardif infantile [45]. La mutation CTSD

est a ’origine de la forme congénitale.

En Nouvelle-Zélande, il y a deux troupeaux de moutons bien établis; South Hampshire
[46] et Borderdale [47], portants respectivement les mutations naturelles des génes CLNG6 et
CLNS5 [48], [49]. Depuis plus de vingt ans, des études en lien avec ces variants de CLN sont
meneées sur ces troupeaux. Le modeéle ovin spontané des CLN a ainsi contribué a des avancées
significatives de la recherche en permettant tout d’abord I’identification du matériel stocké
dans les lysosomes (lipofuscine) [50].

D’autres études menées sur des ovins atteints de la mutation CLN5 et CLN6 on montré
une atrophie corticale progressive marquée (en particulier du cortex moteur) associée a une

conservation des structures sous corticales et du cervelet [51], [52], ( Figure 16).
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Figure 16. Coupes dorsales d’encéphales d’ovins pondérées en T2. A gauche (C), le contrle et a droite (D)
encéphale d’ovin atteint de CLN de type 5. On remarque 1’atrophie corticale marquée et la conservation de

I’intégrité du cervelet [51].

L’ensemble des études menées sur le modéle ovin suggére que les mécanismes de la
maladie ainsi que les symptémes sont trés proches de ceux rencontrés chez les patients
humains. En effet, les ovins atteints de CLN présentent des troubles du comportement [53],
des troubles moteurs, une perte de la vision [54] et une mortalité précoce vers 1’age de deux
ans [55]. En effet, les agneaux malades montrent une augmentation de la marche, une
réduction du temps de paturage et donc une diminution de I’ingestion et enfin, une baisse de
la vigilance [56]. Le modéle ovin de CLN6 a permis d’établir des biomarqueurs non invasifs
de la progression de la maladie en vue de futurs essais précliniques. Suivre la progression de
ces biomarqueurs sur des ovins CLN6 pourrait permettre a I’avenir de controler 1’efficacité
d’essais thérapeutiques avec des méthodes non invasives.

Les ovins affectés par les CLN de type 5 et 6 constituent donc un modéle précieux
pour I’étude de la maladie au stade préclinique et clinique mais surtout actuellement pour le
développement et la validation de thérapies géniques visant a retarder ou stopper 1’évolution
de la maladie. Tres récemment, I’utilisation de thérapies géniques sur le modéle ovin spontané
de CLNS5, utilisant une combinaison de vecteurs lentivirus et virus adéno-associé ont montré
un certain succes dans le modéle ovin [57], [58]. L utilisation longitudinale de I’IRM dans le
modele ovin de CNL traité avec ces thérapies géniques a permis d’évaluer in vivo la réponse
au traitement [57] (Figure 17).
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Control CLN5*- Untreated CLN5" LV treated (1106) sSAAVI treated (1105)
19 mo

Figure 17. Préservation de la structure neuroanatomique aprés thérapie génique préclinique dans le cadre de la
CLN de type 5. Coupes dorsales et transversales pondérées en T1. En partant de la gauche : ovin agé de 19 mois
sain, ovin a4gé de 19 mois atteint de CLN de type 5 non traité, ovins de 27 mois atteints de CLN de type 5 traités

par thérapie génique [57].

Ces images IRM montrent une réelle efficacité des thérapies géniques sur I’atrophie
puisque la structure cérébrale reste bien préservée chez les individus ayant recu le traitement.
Les ovins traités de cette étude ont du étre euthanasiés a 27 mois pour des raisons légales,
mais un est resté en vie et était agé de 57 mois en 2018, ce qui représente pres de trois fois
I’espérance de vie maximale des ovins atteints de CLN de type 5. Ces résultats sont tres
encourageants et témoignent de I’importance et de la légitimité du modéle ovin dans la
recherche sur ce type de maladie. L’utilisation de I'IRM dans ce type d’étude pourrait
également permettre d’identifier, entre autres, d’autres biomarqueurs prédictifs de 1’évolution

de la réponse au traitement.

Tres récemment, des chercheurs ont créé trois moutons homozygotes PPT1 par
I’insertion d’une mutation humaine causant la maladie, PPT1. Le but de ce travail est
d’engager des recherches sur I’une des formes les plus graves de CLN, la CLN1 qui réduit

1I’espérance de vie des enfants touchés a environ 9 ans [59].
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2.2.1.3 Gaucher disease
a. Définition
La maladie de Gaucher (GD pour Gaucher Disease en anglais) est une maladie génétique
rare de surcharge lysosomale comportant trois formes principales (types 1, 2 et 3), une forme

feetale ainsi qu'un variant avec atteinte cardiaque (pseudo-Gaucher). Cette maladie est

susceptible de se manifester chez des individus de tous ages [60].

b. Etiologie

La GD est due a des mutations du gene GBA1 qui code une enzyme lysosomale, la
glucocérébrosidase, ou exceptionnellement du gene PSAP qui code son activateur (saposine
C). Le déficit en glucocérébrosidase entraine I'accumulation de dépdts de glucocérébroside
dans les lysosomes des cellules du systeme réticulo-endothélial (macrophages) du foie, de la
rate, de la moelle osseuse, mais également dans d’autres cellules telles que les neurones. On
appelle ces cellules «les cellules de Gaucher». La transmission de la maladie est

autosomique récessive.

Les principales caractéristiques de cette maladie sont présentées ci-dessous chez

I’Homme, avant d’aborder le modéle ovin.

c. Symptomes

Les manifestations cliniques de cette maladie sont extrémement variables. La GD de type
1 (90% des cas) est chronique et ne présente pas d’atteinte neurologique. Le type 1 peut
toucher des patients de 0 a 90 ans. Il associe une organomégalie (rate, foie), une atteinte
osseuse (douleurs, ostéonécrose, fracture pathologique) et une cytopénie. Le type 2, aigu et
neurologique est la forme la plus rare et la plus sévére de la maladie. Il est caractérisé par une
atteinte précoce du tronc cérébral, rapidement évolutive, associée a une organomégalie, et
entrainant le decés des patients avant I'dge de 2 ans. Le type 3, est subaigu et présente une
atteinte neurologique touchant Il'enfant ou I'adolescent. Il est caractérisé par une
encéphalopathie progressive (apraxie® oculomotrice, épilepsie, ataxie), s‘associant aux
manifestations systémiques du type 1. Les mécanismes a 1’origine des manifestations
neurologiques ne sont actuellement pas encore clairement élucidés [61]. La forme feetale se

manifeste par une diminution des mouvements feetaux, voire un immobilisme feetal ou une

® Incapacité d'exécuter des mouvements volontaires adaptés a un but, sans lésion motrice ou sensorielle.
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anasarque. Le pseudo-Gaucher présente comme caractéristique principale une calcification

progressive de I'aorte et des valves aortiques et/ou mitrales.

Bien que la classification actuelle de la GD décrive le type 1 comme sans atteinte
neurologique, des études ont montré que la mutation du géne GBA1 a I’origine de GD est un
facteur de risque du développement de la maladie de Parkinson [62], [63]. De plus, la
présence de troubles neurologiques a été constatée chez des patients atteints de GD de type 1
[64].

d. Lésions

Chez un patient atteint de GD, les cellules de Gaucher dans le foie, la rate, les
ganglions, la moelle osseuse ont une apparence de papier froissé a I’histologie (Figure 18).

Ces lésions sont pathognomoniques de la maladie.
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Figure 18. Cellules de Gaucher : les macrophages de Gaucher présentent un cytoplasme contenant un matériel

tubulaire disposé en lamelles épaisses paralleles ou en fines fibrilles, refoulant contre la membrane un petit

noyau (fleche noire) [65].

e. Diagnostic

Le diagnostic de certitude de la maladie est établi par le dosage de la glucocérébrosidase
dans les leucocytes circulants. Le génotypage permet de confirmer le diagnostic.
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f. Traitement

Actuellement, seuls deux traitements sont disponibles pour les GD de type 1 et 3; le
traitement enzymatique de substitution et le traitement par réduction de substrat. Le pronostic
est bon pour le type 1 mais pour le type 2, méme avec un traitement, le déces survient apres

quelques années. Ces traitements sont inefficaces dans la GD de type 2.

g- Lemodéle ovin

Depuis une quarantaine d’années, les scientifiques essaient de trouver le modéle animal le
plus adapté possible pour étudier la GD. Le modéle murin a été tres utilisé jusqu’a présent et a
permis de comprendre certains mécanismes de la maladie et d’étudier certains traitements,
mais ce modele a montré certaines limites. En effet, la mortalité périnatale et les différences
entre les phénotypes humains et murins des différentes mutations ont limité la pertinence des
études menées [66]. Ainsi, malgré des progrés permanents, le modéle murin idéal de GD fait
toujours défaut. Dans ce contexte, des recherches ont été engagées sur d’autres modeles
animaux ayant plus de similitudes avec I’Homme quant a la GD et a 1’espérance de vie

puisqu’elle est un facteur indispensable a I’étude de potentielles thérapies.

Un troupeau de Mouton de race Southdown atteint de GD a été découvert en 2010 a
Victoria, en Australie. Depuis plusieurs années, dans cet élevage, des agneaux naissaient avec
une peau anormale et épaissie et présentaient des troubles neurologiques graves caractérisés
principalement par des tremblements et une incapacité a rester debout et une mort a quelques

jours de vie [67].

Un génotypage a été réalisé sur ces agneaux et a permis I’identification de deux mutations
dont I’une a été également retrouvée chez ’Homme atteint de GD. Plus récemment, une étude
meneée sur ces agneaux nouveau-nés atteints de GD, a montré une réduction systématique de 1
a 5% de I’activité de la glucocérébrosidase dans certaines régions céerébrales. Une analyse
précise des profils en glycosphingolipides dans certaines régions du cerveau a également eté
réalisée et a montré des dérégulations significatives du métabolisme lipidique [68]. Ces
glycosphingolipides sont impliqués dans de nombreux événements cellulaires. Par
conséquent, un déséquilibre ou une perturbation de I'hnoméostasie lipidique de la membrane
cellulaire pourrait étre responsable d’une altération de la fonction neuronale et donc

contribuer au processus neurodégénératif.
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Actuellement, les ovins sont le modele de GD le plus proche de la maladie humaine sur un
plan physiologique et pathologique et sont ainsi un modéle pertinent pour I'étude de la
maladie et le controle de I’efficacité de potentielles nouvelles thérapies. De plus, la mutation
de GBAL1 étant considérée comme un facteur de risque élevé de la maladie de Parkinson chez
I’Homme, le modéle ovin représente un potentiel considérable pour 1’étude des mécanismes

encore non élucidés de cette maladie.

La neuroimagerie sur le modéle ovin en lien avec la GD n’a pas encore été utilisée, mais
I’atteinte neurologique parfois sévére menera certainement a I’utilisation de I’IRM pour la

recherche de lésions cérébrales.

2.2.2 Modeéle ovin transgénique de maladies neurologiques humaines : étude de la
maladie de Huntington

2.2.2.1 Définition

La Maladie de Huntington (MH) est une maladie héréditaire rare et incurable associée a
la dégénérescence de neurones et a I’atrophie de structures du cerveau impliqués dans des
fonctions motrices, cognitives et comportementales [69]. Les principales caractéristiques de

cette maladie sont présentées ci-dessous chez I’Homme, avant d’aborder le mode¢le ovin.

2.2.2.2 Etiologie

La MH est due a une mutation du géne HTT codant pour la protéine nommée
huntingtine. Cette mutation génétique correspond a une anomalie du nombre de répétitions
d’un triplet de nucléotides (CAG) a I’extrémité du géne HTT. Plus I’extension est importante
et plus le début de la maladie est précoce. Un individu non atteint compte 35 copies de ce
triplet. La MH se transmet sur le mode autosomique dominant. Ce qui signifie que les
hommes et les femmes peuvent étre atteints et que tout individu porteur de la mutation

développera systématiquement la maladie.

2.2.2.3 Symptomes

La maladie débute habituellement entre 30 et 50 ans, mais dans de rares cas, elle peut

apparaitre avant 20 ans et jusqu’a 1I’dge de 80 ans.

Les symptébmes de la maladie de Huntington associent généralement des troubles
moteurs, cognitifs et psychiatriques mais le type de manifestations et leur intensité peuvent
étre trés variables d’un individu a I’autre.
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Les troubles moteurs :

Le symptome le plus visible de cette maladie est la chorée. La chorée est un syndrome
qui se manifeste par des mouvements brusques et involontaires s'étendant progressivement a
tous les muscles. Environ 90% des patients présentent ces symptdmes. Ceux-ci peuvent étre
exacerbés par le stress, les émotions ou encore la concentration. En général, ce syndrome

disparait pendant le sommeil.

Les individus atteints peuvent également présenter des postures anormales (dystonie),
une rigidité musculaire ou encore des mouvements volontaires lents (bradykinésie). Ces
symptdmes engendrent, entre autres, des troubles de la mastication, de la déglutition, de
I’équilibre et des déformations articulaires. La maladie est évolutive, les fonctions motrices se
détériorent donc progressivement jusqu’a 1I’impossibilité d’effectuer certains mouvements, de

se déplacer seul, de se nourrir ou méme de communiquer.

Les troubles cognitifs :

Les fonctions cognitives vont décliner progressivement jusqu’au stade de démence.
Les premiers signes sont en général D’expression de I’atteinte des fonctions
exécutives permettant de réaliser des taches complexes au quotidien (mémoire de travail,
attention, planification...). D’autres troubles peuvent également apparaitre : troubles du
langage, de la perception ou de I’intégration visuelle, de la mémoire... Il existe aussi un
ralentissement du traitement cognitif de I’information qui se manifeste par un allongement du

temps de réaction.

Les troubles psychiatriques :

Souvent, les troubles psychiatriques et comportementaux précédent les troubles
moteurs. Le symptdme rencontré le plus fréquemment est la dépression, ce qui engendre un
risque suicidaire élevé chez individus atteints de MH. Parfois, on peut observer des états
psychotiques avec des délires, des hallucinations ou encore des obsessions. D'autres signes,
fréquents et invalidants existent également : une perte de poids sans réduction de 1’apport

calorique, des troubles du sommeil et une perte du rythme circadien.

Une modification (diminution) des profils plasmatiques en certains acides amines

(leucine, valine, isoleucine) a été démontrée egalement chez les patients atteints de MH [70].
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2.2.2.4 Lésions

Chez les patients atteints de MH, on retrouve une agrégation de la protéine HTT
anormale dans les cellules neuronales associée a une atrophie préférentielle de certaines zones

telles que le cortex et le striatum [69] (Figure 19).

Control Prodromal Huntington disease

ateral Caudate

ventricle

Figure 19. Mesure de l'atrophie cérébrale dans la maladie de Huntington par IRM. Patient sain a gauche et
patient atteint de MH & droite [71]

2.2.2.5 Diagnostic

Le diagnostic de suspicion de la maladie de Huntington repose sur la constatation
d’une symptomatologie typique associée a des antécédents familiaux. La confirmation se
fait grace a des tests génétiques qui permettent de mettre en évidence le nombre de
répétition CAG. La neuroimagerie peut également étre utilisée, comme nous 1’avons vu
précédemment, car elle permet d'identifier I'atrophie caudée souvent associée a une atrophie

prédominante du cortex frontal.

2.2.2.6 Traitement

Il n’existe actuellement aucun traitement préventif ou curatif permettant de lutter contre
cette maladie. Seuls des traitements de soutien peuvent étre mis en place associés a une

information aux familles touchées puisque la maladie est héréditaire.

A ce jour, si I’origine génétique de la MH est parfaitement élucidée, son évolution, son
développement au niveau cellulaire ainsi que son impact sur le métabolisme menant a une
dégénérescence neuronale ne sont pas encore totalement établis. La mise au point de thérapies

efficaces modifiant la maladie nécessite donc une meilleure compréhension du processus
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pathogénique moléculaire primaire. L’identification de biomarqueurs permettant de suivre la
progression de la maladie est également un élément essentiel pour la réalisation de tests
thérapeutiques. C’est dans ce contexte que le recours au modéle ovin devient une solution
pertinente pour essayer d’¢lucider ces mécanismes encore mal compris et ainsi tendre vers la

mise en place de thérapies géniques efficaces.

2.2.2.7 Le modeéle ovin

Des ovins transgéniques atteints de la maladie de Huntington ont été créés pour la
premiere fois en 2006 par une équipe de I’Université d’Auckland, en Nouvelle-Zélande, en
collaboration avec une équipe australienne (cette souche est d’ailleurs la seule existant encore
a ce jour). Ces chercheurs ont réussi a élever une souche de mouton mérinos (OVT73) portant
la mutation génétique humaine a l'origine de la maladie de Huntington. Ce modéle mouton
transgénique de la MH ainsi créé porte le géne de la huntingtine humaine (HTT) avec une
répétition de 73 CAG, ce qui représente le nombre de répétitions de CAG qui causerait
typiquement la MH juvénile [26].

Auparavant, les modéles animaux utilisés pour la MH étaient principalement des rats ou

des souris. Mais le modéle ovin est particulierement intéressant puisque les symptémes de la
MH apparaissent rarement avant 1’age adulte et que les ovins ont une espérance de vie de 10 a
12 ans ce qui offre 1’opportunité de réaliser des études a beaucoup plus long terme [72].
A I’heure actuelle, les ovins représentent principalement un modele pré-symptomatique de la
maladie, puisqu’aucun des moutons transgéniques n’a présenté jusqu’a lors de symptémes
évidents caractéristiques de la maladie jusqu’a 1’age de huit ans (dge du plus vieux mouton
OVTT73).

Malgré tout, des études utilisant le modele ovin OVT73 ont permis de montrer une
modification pré-symptomatique significative des profils métaboliques (acides aminés et
dérivés, acides gras et acides organiques) du tissu cerébral (cervelet) et hépatiques, montrant
ainsi ’importance de considérer la MH comme une maladie ayant un impact systémique et
non uniquement neurologique [73]. La preuve d’un dysfonctionnement systémique ouvre
également la porte a des traitements ciblant des tissus périphériques et non uniquement le
cerveau.

D’autres études trés récentes sont encore en cours de réalisation mais des premiers
résultats ont déja été publiés et renforcent certaines théories. En effet, les ovins atteints de MH

expriment une modification du rythme circadien (seul symptome clinique identifié jusqu’a
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présent sur les moutons), caractérisée par une persistance anormale de I’activité a la tombée
de la nuit et une augmentation de I’activité nocturne. En effet, les troupeaux OVT73
présentent une période d'activité significativement plus longue, I'acrophase’ était nettement
plus tard dans la journée et leur taux d'activité jour-nuit est significativement plus bas [26].
Ces résultats étayent la théorie selon laquelle la perturbation du rythme circadien est un
symptome précoce de la MH, mais laisse également penser qu'une telle perturbation pourrait
jouer un role important dans la pathologie de la maladie [21], [26].

Le Mouton en tant que modele transgénique apporte donc également de nombreuses
découvertes intéressantes a la recherche en lien avec les maladies neurodégénératives. Bien
que des études soient encore en cours, les premiers résultats sont encourageants et permettent
de confirmer que les ovins ont toute leur place comme modele de la maladie de Huntington
pour la recherche de biomarqueurs pertinents en vue du développement de traitements
thérapeutiques.

Nous avons vu jusqu’a présent que le modele ovin de maladies humaines pouvait étre
naturel ou transgénique, mais depuis longtemps, les Moutons sont aussi un modeéle précieux
pour une maladie humaine d’origine infectieuse: les Encéphalopathies Spongiformes

Subaigues Transmissibles (ESST).

2.2.3 Modeéle ovin de maladies neurologiques humaines d’origine infectieuse :

étude des Encéphalopathies Spongiformes Subaigiies Transmissibles (ESST)

2.2.3.1 Les ESST: généralités

a. Définition

Les ESST, quelles soient humaines ou animales, ont un certain nombre de caractéristiques
communes. En effet, ce sont toutes des maladies rares, caractérisées par une dégénérescence
du systeme nerveux central et par la formation d’agrégats d’une protéine spécifique. Elles
sont dues, selon une hypothése aujourd’hui unanimement reconnue par la communauté
scientifique pour expliquer la pathogénie de ces maladies, a 1’accumulation dans le cerveau
d’une protéine mal conformée, la protéine prion®.Sur le plan histologique, les ESST induisent

toutes le méme type de lésions caractéristiques constituées d’une spongiose (développement

de vacuoles dans le tissu cérébral ce qui lui donne un aspect d’éponge), d’une perte neuronale

"En physiologie, position sur I'axe du temps du maximum de variation dans un rythme biologique temporel.
& Le mot prion est issu de 1’acronyme anglais Proteinaceous infectious particle.
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(perte des corps cellulaires en association avec la spongiose) et d’une gliose souvent associée
a une hyperastrocytose. Des plaques amyloides sont également observées mais de maniére
inconstante [74]. Ces maladies sont caractérisées par une évolution plus ou moins rapide,
inéluctablement fatale et par I’absence de traitement. Aucune ESST ne provoque de réaction
immunitaire chez 1’individu atteint.

Les ESST humaines comprennent la maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ), qui
représente 85% des diagnostics de maladies humaines a prions [75], le syndrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), I’insomnie fatale familiale et le Kuru. Il existe
plusieurs formes de la MCJ : la MCJ sporadique (sMCJ, sans cause connue); la MCJ familiale
(FMCJ, héréditaire); la MCJ iatrogéne (iMCJ, associée a un traitement, une transfusion ou une
greffe) et la variante de la MCJ (vMC]J, associée a I’exposition a I’agent de 1’Encéphalopathie
Spongiforme Bovine (ESB)). Bien qu’il existe donc trois formes bien distinctes de la maladie,
la forme sporadique est de loin la plus fréquente [76]. Chez les animaux, plusieurs espéces
peuvent étre atteintes d’ESST. Il s’agit des bovins (ESB), des ovins et des caprins (tremblante
des petits ruminants), des félins (encéphalopathie spongiforme féline), des visons
(encéphalopathie spongiforme du vison) et enfin des cervidés (maladie du dépérissement
chronique). Qu’elles soient spontanées, génétiques ou acquises, les ESST ont toutes le
potentiel d’étre transmissibles.

La tremblante des petits ruminants a été décrite pour la premiere fois au XVIlleme
siécle et c’est d’ailleurs historiquement la premi¢re ESST pour laquelle le caractére
transmissible chez les animaux a pu étre établi en 1936 [77]. Cette maladie a donc fait I’objet
d’un grand nombre de recherches et constitue a ce titre un modele d’étude pour les autres
ESST notamment la MCJ.

Dans cette partie, nous n’étudierons donc que la tremblante ovine en réalisant une mise en
parallele avec la MCJ afin de montrer les avancées actuelles et futures permises par le modele

ovin.
b. Etiologie : le prion

Le prion est ce que I’on appelle un Agent Transmissible Non Conventionnel (ANTC). Il
est nommé ainsi car il possede des propriétés inhabituelles de résistance aux procedés

classiques de désinfection et de stérilisation [78].

La protéine prion (PrPc) est une protéine cellulaire physiologique qu’on retrouve de

fagon tres conservée chez de nombreuses espéces. Son réle est encore mal connu mais la
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protéine est présente dans la plupart des compartiments de I’organisme et pourrait assurer de
multiples fonctions cellulaires. Dans les neurones du cerveau, la protéine prion peut devenir
pathogéne en changeant sa conformation tridimensionnelle : elle se replie sur elle-méme de
facon tres serrée, ce qui la rend hydrophobe, peu soluble et résistante a la dégradation [76].
On Dappelle alors protéine prion “scrapie®™ (PrPsc). La seule différence actuellement
identifiée entre la PrPc et la PrPsc réside dans sa conformation et sa structure qui présentent

de nombreux feuillets B plutot que des hélices a (Figure 2).

Hélices o

Feuillets B

Figure 20. Modéles de conformation de la PrPc et de la PrPsc [79].

Tableau 3. Pourcentage d’hélice a et de feuillet 3 de la PrPc et de la PrPsc [80].

Protéine % d’hélices a % de feuillets B
Prp° 42 3-5
Prp* 30 43

La tremblante, comme la forme sporadique de la MCJ, peut étre causée par différentes
souches de prion [81], [82], [83]. Ces souches se distinguent par la durée du temps
d’incubation, la localisation intra-cérébrale de PrPsc et des lésions associees, et la signature
biochimique de PrPsc obtenue aprés digestion protéolytique et analyse Western-blot de la

fraction résistante.

2.2.3.2 Latremblante des petits ruminants
a. Formes de tremblante
Il existe deux formes de tremblante : une forme qualifiée de « classique » et une forme «

atypique », les premiers cas de cette derniere ont commencé a étre détectés il y a vingt ans

[84]. Ces deux formes de tremblante se distinguent par leur présentation clinique, les

® Vient de I’anglais « to scrape » gratter.
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caractéristiques moléculaires et la distribution de la PrPSc au sein des Moutons infectés, par la

sensibilité génotypique ainsi que par leurs caractéristiques epidémiologiques.

La tremblante, qualifiée de «classique» depuis la découverte de la tremblante atypique,
regroupe de multiples souches distinctes. Celles-ci peuvent étre différenciées par les
techniques biochimiques (recherche de la PrPsc et analyses de ses propriétés) ou par
inoculation a I'animal de laboratoire (temps d'incubation différent, variations de la répartition

des lésions au sein méme du systeme nerveux central).

- Latremblante atypique

Identifiée en 1998 en Norvege chez les ovins et caprins, elle est maintenant décrite dans
de nombreux pays depuis la mise en place des programmes de surveillance active.
Les propriétés biochimiques de la protéine anormale associée a cette maladie semblent
identiques chez tous les animaux détectés sur le terrain et bien distinctes de celles mises en

évidence avec les souches de tremblante classique.

b. Epidémiologie

La tremblante est une maladie présente dans quasiment toutes les régions du monde. Il
existe, dans 1’espéce ovine, une prédisposition génétique qui conditionne largement le
développement de la maladie. Les moutons possedent cing variants alléliques du gene PrnP,
codant PrP°, désignés selon les lettres correspondant aux acides aminés dont la synthése est
déterminée par les codons 136, 154 et 171 : I’alanine (A), la valine (V), I’arginine (R),
I’histidine (H) et la glutamine (Q). Ces cinq variants allé¢liques sont ARQ, VRQ, AHQ, ARR
et ARH. En ce qui concerne la forme classique, ’allele ARR confére une résistance a la
maladie, les homozygotes ARR/ARR sont donc résistants a la tremblante et sont censés ne pas
pouvoir disséminer la maladie (absence de portage). Les hétérozygotes ARR (notamment les
ARR/AHQ) sont, quant a eux, trés rarement atteints mais la résistance n’est pas absolue.
L alléle AHQ confére une résistance partielle. Enfin, I’allele ARQ est un allele de sensibilité
et ’allele VRQ est un allele de grande sensibilité. Ainsi, les homozygotes VRQ/VRQ sont
extrémement sensibles et développent la maladie trés précocement en milieu infecte [85]. Par
contre, ce sont les animaux possédant un allele AHQ qui semblent préférentiellement affectés

lors de forme atypique de tremblante (Figure 21).
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Treés sensible :
VRQ/VRQ-VRQ/ARQ-VRQ/ARH - VRQ/ AHQ -
VRQ/ ARR

Figure 21. Sensibilité vis-a-vis de la forme classique de tremblante selon le génotype [86].

Le mode de transmission de la tremblante classique n’est pas encore totalement
élucidé et des études sont encore en cours a ce sujet. Malgré tout, de nombreuses études
montrent que le mode principal de transmission est indirect et horizontal. Ainsi la
contamination se fait par voie orale dans un milieu extérieur contaminé [87], [88], [89], [90],
[91]. Il est également établi qu’il existe une transmission directe horizontale en particulier lors
des mises-bas, le placenta étant une source majeure, et verticale (in utero ou pendant la mise
bas). La possibilité d’une contamination des agneaux nourris avec du lait ou du colostrum de
brebis infectées a été démontrée [92]. L’existence d’une contamination par le sperme ou par le
transfert d’embryons issus de méres infectées est a ce jour largement suspectée [93]. Enfin, le
modéle ovin s’est avéré essentiel dans I’évaluation de la transmission iatrogeéne sanguine de la
maladie en utilisant des études de transfusion qui auraient été physiquement impossibles a
réaliser sur modele rongeur [94]. Par I’utilisation de ce modé¢le, les responsables de la santé
publique ont pu étre alertés sur 1’existence d’un risque de transmission iatrogéne des ESST
lors de transfusion de sang ou de plasma provenant d’un donneur apparemment en bonne
santé.

La tremblante atypique quant & elle semble se développer de fagon spontanée et n’étre

que tres peu voire pas contagieuse dans des conditions naturelles [95].
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c. Symptémes

L’incubation de la tremblante est longue et peut varier de 7 mois a plus de 5 ans selon la

souche.

Deux formes cliniques de la tremblante classique sont distinguées, 1’une prurigineuse et

I’autre paralytique. Néanmoins, les deux formes peuvent coexister sur un méme animal.

- Forme prurigineuse : Elle débute par un prurit dorso-lombaire qui s’étend ensuite au
reste du corps. La laine devient par la suite réche, ébouriffée et s’arrache par plaques.

Ces plaques dépilées sont souvent ensuite le siege de surinfections (Figure 22).

Figure 22. Prurit dorso-lombaire chez une brebis atteinte de tremblante classique.

- Forme paralytique : Elle débute par une parésic de I’arriere-train associée a des

difficultés de locomotion ainsi que des pertes de coordination.

Quelle que soit la forme observée, elle est associée, des le début d’évolution de la
maladie, a des troubles du comportement (attitude craintive, fuite...) ainsi qu’a une
hyperesthésie qui se manifeste par des tremblements a la moindre stimulation. Ces
tremblements sont dans un premier temps localisés aux oreilles, puis s’étendent a la téte,
I’encolure et enfin aux membres.

L’ appétit est conservé, mais 1’état général de 1’animal se dégrade progressivement et on
observe un amaigrissement important. La maladie est évolutive et les troubles neurologiques
s’intensifient inexorablement; les tremblements deviennent permanents et I’animal reste en

décubitus permanent et présente un état comateux entrecoupé de convulsions.
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Aprés une évolution de 1 a 2 mois en moyenne (15 jours & 6 mois selon la souche), la
tremblante aboutit systématiquement & la mort sans aucune phase de rémission. Il est
important de noter que durant toute 1’évolution de la maladie, I’animal ne présentera jamais

d’hyperthermie.

Pour la forme atypique, 1’ataxie progressive semble étre le symptéme prédominant [96].
En réalité, la majorité des cas sont détectés lors du dépistage diagnostic de routine des
animaux de réforme (surveillance active) sur des animaux n’ayant pas présenté de troubles

neurologiques [97].

d. Localisation des lésions microscopiques cérébrales

La localisation des lésions microscopiques cérébrales differe entre les deux formes de
tremblante. Dans le cas de la tremblante classique, les lésions siegent préférentiellement dans
le tronc cérébral, notamment la moelle allongée au niveau de 1’obex dans laquelle sont situés
le noyau moteur dorsal du nerf vague, le noyau cunéiforme latéral, le noyau du tractus spinal
du nerf trijumeau, le noyau olive et les noyaux de la formation réticulaire. Dans la forme
atypique, la spongiose est de faible intensité et touche plus particulierement le cervelet et le

cortex cérébral [84].

e. Diagnostic

Le diagnostic de la tremblante est tout d’abord épidémio-clinique. La confirmation du
diagnostic ne peut se faire que post-mortem par examen histopathologique et
immunohistochimique du tissu cérébral et Western-blot; en cas de suspicion, les prélévements
sont reglementés. Des tissus nerveux sont prélevés (encéphale, obex et cervelet) afin de

réaliser des épreuves immuno-enzymatiques et des analyses histopathologiques.

2.2.3.3 La maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ)

Les différentes plusieurs formes de la MCJ ont été évoquées précédemment, il s’agit de
la MCJ sporadique (sSMCJ, sans cause connue); la MCJ familiale (fMCJ, héréditaire); la MCJ
iatrogene (iMCJ, associée a un traitement, une transfusion ou une greffe) et la variante de la
MCJ (vMCJ, associée a I’exposition a I’agent de 1’Encéphalopathie Spongiforme Bovine

(ESB)).
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Chez les patients atteints de sMCJ, une certaine susceptibilité génétique, similaire a
celle des moutons pour la forme classique de la tremblante, a été identifiée: le
polymorphisme du codon 129 du géne codant la protéine PrP. Il peut coder soit une
méthionine (met) soit une valine (val). Dans la population générale, il existe 41% de met/met,
10 % de val/val, et 49% de met/val. Dans la MCJ sporadique, il existe 72% de met/met, 17%
de val/val, 11% de met/val. Donc, un individu homozygote et surtout met/met au codon 129
est un individu présentant un facteur de risque de SMCJ [98].

Tout comme chez les ovins, la durée d’incubation de la MCJ ainsi que la durée
y . o . n , .
d’évolution différent selon le variant en cause. Les symptomes également, mais se

rapprochent le plus souvent de ceux rencontrés dans la forme sporadique de la MCJ :

Dégradation intellectuelle rapide :

o Trouble de la mémoire, du langage (aphasie), des gestes (apraxie),

o Désintérét, manque d’initiative, isolement social.

- Secousses musculaires soudaines (appelées « myoclonies »),
- Troubles de I’équilibre, coordination des mouvements difficile, troubles moteurs,
- Troubles de la vision (vue brouillée, hallucinations, cécité),

- Raideur des membres

La localisation des lésions microscopiques cérébrales differe de celle associée aux cas de
tremblante classique. Les structures atteintes sont le néocortex, le striatum, le thalamus et le
cortex limbique. Le pattern d’atteinte de ces structures varie selon la forme de MCJ. Par
exemple, lors de sMCJ, le néocortex et le striatum sont plus fréqguemment atteints que le
thalamus alors que c’est I’inverse pour les patients atteints de vMCJ [99], [100].

Chez I’Homme comme chez le Mouton, le diagnostic ante-mortem ne peut étre
actuellement que de suspicion. Il se fonde sur 1’association de symptémes évocateurs, d’un
électroencephalogramme ((EEG), sauf pour la vMCJ), d’imagerie cérebrale (IRM pour les
formes sSMCJ et vMCJ, notamment IRM de diffusion, cf. infra), de recherche de marqueurs

dans le LCS ou le sang selon le variant.
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2.2.3.4 Intérétde I'IRM de diffusion dans I'étude des ESST

a. Chez'Homme

L’IRM de diffusion est une modalité¢ essentielle dans le diagnostic différentiel des
syndromes démentiels a progression rapide chez I’Homme; elle permet d’identifier les
patients  probablement atteints d’ESST avec wune meilleure sensibilit¢ que
I’électroencéphalogramme (sensibilité de 83% et spécificité de 87% pour la SMCJ [101]). Elle
présente également I’intérét de rester la plupart du temps interprétable, contrairement aux
séquences morphologiques classiques souvent impactées par des artefacts causés par les
mouvements des patients [102]. Une restriction de diffusion au sein de structures de substance
grise spécifiques, révélée par I’analyse des images pondérées en diffusion et des cartes
paramétriques issues de la DTI (cartes de MD et FA), est caractéristique des maladies a prions
[100], [103]. Les modifications de la substance grise objectivées en IRM de diffusion seraient
dues & la présence de vacuoles intracellulaires qui entrainent une hypertrophie du péricaryon™®
et des neurites' et conduisent ainsi & une restriction du mouvement des molécules d’eau dans
le compartiment extracellulaire, mais également a la gliose et au dép6t de protéine prion
[104].

Les parameétres issus de la DTI seraient également capables de déceler des modifications
fonctionnelles au sein de la substance blanche (altérations du transport axonal) chez des
individus atteints d’ESST [103].

b. Pour le modeéle ovin

Les mécanismes pathogéniques qui déterminent la propagation des différentes souches de
prions au sein de ’encéphale ne sont pas encore clairement élucidés. Dans ce contexte,
I’utilisation de I’'IRM dans le modéle ovin infecté expérimentalement avec différentes souches
de prions et étudié¢ a différents temps d’évolution de la phase clinique apparait comme une
stratégie intéressante. Non seulement I’IRM permettrait 1’examen non invasif d’un méme
animal au cours du temps, mais il est aussi probable que les séquences pondérées en diffusion
soient capables de mettre en évidence chez I’animal les zones cérébrales spécifiquement
atteintes. Les différents parametres issus de I’imagerie du tenseur de diffusion apparaissent

donc comme de potentiels outils d’intérét pour étudier la propagation de la protéine prion

10 .
Corps cellulaire d’un neurone.

1 .
Prolongement du corps cellulaire d’un neurone.
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anormale dans le modéle ovin expérimentalement infecté par différentes souches de prions

responsables de la tremblante.

L’IRM représente donc un outil d’intérét majeur pour la recherche préclinique dans
I’ensemble des maladies neurodégénératives que nous venons d’étudier. Mais [’utilisation
d’une telle technologie sur des modeéles ovins in ou ex-vivo nécessite la prise en compte de
certaines caractéristiques pour le bon déroulement des acquisitions et la pertinence des
résultats obtenus.

2.3 Examen IRM de I'’encéphale d’ovins

Le modeéle ovin en neurosciences étant actuellement en plein essor, un template™ T1 et
T2 associé & un atlas stéréotaxique™ in vivo ont été réalisés récemment [105], [106]. A notre
connaissance, une seule étude de faisabilité de la DTI sur le modéle ovin a été réalisée. Cette
étude, basée sur un échantillon de six brebis, a établi des valeurs de FA pour des ROIs (genou
et splenium du corps calleux, capsule interne et corona radiata) ainsi que la tractographie du
tractus corticospinal et des radiations optiques [107].

La DTI a ensuite été tres recemment utilisée sur des modéles ovins (agneaux) dans une
étude dont le but été de montrer que ce type d’imagerie était un outil pertinent dans la
détection les lésions neurologiques induites par la ventilation mécanique sur des prématurés
[108]. Dans cette étude, la FA et la MD ont été calculées pour le thalamus, la substance
blanche périventriculaire, la capsule interne, la substance blanche frontale et le vermis du
cervelet. Les résultats ont mis en évidence, grace au modele ovin, 1’intérét de la DTI pour la

recherche de lésions cérébrales subtiles chez les enfants prématurés.

2.3.1 Examen IRM in vivo

Dans la grande majorité des cas, les scanners IRM utilisés pour les modéles animaux le
sont aussi pour la recherche cliniqgue humaine. Ainsi certaines regles de base sont a respecter

pour des raisons sanitaires évidentes.

2.3.1.1 Recommandations d’utilisation d’'un scanner IRM clinique

Les animaux sont susceptibles d’étres vecteurs de maladies potenticllement transmissibles

a ’Homme (zoonoses), mais ils vehiculent aussi des odeurs pouvant étre désagréables pour

2 un template désigne un modele fournissant un systeme de coordonnées spatiales commun sur lequel se baser; en imagerie
médicale, il peut étre considéré comme une image synthétique qui présente la moyenne d’une population d’intérét.
3 | a stéréotaxie est une technique utilisée en neurochirurgie pour atteindre des zones du cerveau de maniére précise. Elle

permet de définir la position d'une structure grace a un systeme de coordonnées dans I'espace.
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les patients. Afin de s’affranchir des contraintes liées a I’utilisation d’un scanner clinique,

certaines recommandations sont & suivre :

Reéaliser les acquisitions sur les animaux pendant des jours qui leurs sont réservés ou

attendre la fin de journée lorsque tous les patients sont passes.

- Nettoyer (dans la mesure du possible) les animaux avant leur passage.

- Envelopper les animaux (une fois anesthésiés) dans une couverture et des protections

plastifiées.

- Un cathéter vésical peut étre mis en place pour les acquisitions longues afin de
prévenir toute contamination urinaire. Si la mise en place du cathéter n’est pas

possible, il est possible d’utiliser des couches [109].

- Des procédures de nettoyage et désinfections doivent étre élaborées et validées par le
service compétent de 1’hopital et un vétérinaire. Ces procédures doivent étre affichées

et scrupuleusement appliquées.

2.3.1.2 Protocoles d’anesthésie

L’anesthésie est un acte délicat et potentiellement risqué et il 1’est d’autant plus chez les
ruminants. Ainsi, quel que soit le protocole d’anesthésie utilisé, les ovins doivent étre mis a

jeun au moins 12 heures avant I’anesthésie afin de prévenir tout risque de météorisation [110].

De nombreux protocoles anesthésiques existent et peuvent étre utilisés sur des ovins.
Les protocoles proposés ici sont applicables sur des ovins adultes d’environ 70 kg et pour des

anesthésies relativement longues.

Exemple de protocole classique :

Une prémédication peut étre réalisée avec du Diazepam ou avec une association de
Midazolam et de Kétamine. Ensuite, I’anesthésie peut étre induite au Propofol puis maintenue

soit par voie veineuse avec du Propofol soit par voie respiratoire avec de 1’Isofluorane [111].
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Exemple de protocole pour la réalisation d’IRM fonctionnelle ou de diffusion :

L’anesthésie peut étre induite avec du Telazol® (association de Tilétamine et de
Zolazépam) a une dose initiale de 2 & 4 mg/kg par voie intraveineuse, puis ajout de doses
supplémentaires si nécessaire. Ici, I’utilisation d’anesthésiques par inhalation pour le maintien
de I’anesthésie, comme I’isoflurane, n’est pas recommandée en raison de ses effets sur la
modification de ’hémodynamie (vasodilatation entre autre) et peut donc biaiser les résultats
obtenus.

Quel que soit le protocole anesthésique utilisé, les Moutons doivent étre placés si
possible sur le c6té gauche et 1égérement inclinés vers le bas, ce qui permet I’évacuation des
gaz produits dans le rumen [112]. L’atropine doit étre évitée ou seulement donnée en petites
doses, car elle rend les sécrétions salivaires et bronchiques plus visqueuses et plus difficiles a
éliminer [110].

2.3.2  Réalisation d’IRM ex vivo : influence de la mort et de la conservation au

formol sur les acquisitions

Dans notre etude, les acquisitions IRM ont été réalisées ex vivo sur des tétes de
moutons conservees dans une solution de formol. L’IRM ex vivo des tissus offre plusieurs
avantages par rapport a la ’IRM in vivo. En effet, il n’y a pas de risque d’artefact di aux
mouvements de 1’animal (probléme d’anesthésie) ou physiologiques (cardiaque, respiratoire,
pulsatile, etc.) et aucune restriction temporelle pour I’acquisition des données. Ainsi il est
possible d’acquérir des images avec une haute résolution spatiale et un meilleur rapport signal
sur bruit [113], [114], [115] et d’utiliser les techniques d’IRM les plus avancées comme la
DTI par exemple. L’IRM ex vivo permet également la réalisation de coupes histologiques
juste apres I’examen ou d’autres tests non réalisables sur des mod¢les vivants.

La réalisation d’examens post-mortem implique cependant 1’utilisation de produits de
fixation (formaldéhyde principalement). L’immersion des tissus dans une solution de
conservation a pour objectif de les maintenir dans un état similaire a celui retrouvé in vivo.
Mais le formol ne pénétre pas immédiatement I’intégralité des tissus, il se diffuse
progressivement vers les tissus les plus profonds. Ainsi jusqu’a la fixation compléte, les tissus
restent tout de méme vulnérables a la dégradation bactérienne et a 1’autolyse [116]. De plus, la
fixation au formaldéhyde est connue pour avoir une influence sur les paramétres de I’IRM

[115].
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Ainsi, la mort, le temps et le type de conservation, sont susceptibles d’avoir une
influence sur les images obtenues par IRM. La température du milieu lors des acquisitions a
¢galement été rapportée comme un élément susceptible d’influencer les parametres IRM
[117], [118]. Il est donc nécessaire d’étudier les données disponibles sur I’influence de la mort
et de la conservation afin d’adapter les réglages de I’appareil lors des acquisitions afin
d’obtenir des images exploitables et de ne pas risquer d’erreurs dans I’interprétation des

résultats.

2.3.2.1 Modification du T1 et du T2

La fixation du formaldéhyde dans les tissus favorise la réticulation protéique®* [119],
[120] mais aussi I’immobilisation des molécules d’eau et la déshydratation tissulaire [121],
[122] et peut donc entrainer une réduction des temps de relaxation T1 et T2 [123]. De
nombreuses études déja menées montrent que le T1 diminue avec le temps de fixation au
formol et cela quelles que soient les structures du cerveau concernées [124], [125], [126],
[127], [128], [129], [130].

Tableau 4. Estimation du temps nécessaire pour obtenir une stabilisation de la fixation*[121].

Direct
Tissue forrmalin

Region type EXpOSUre Days (Cl)
Frontal cortex GM Yes 165 (143-183)
Thalamus GM MNo 170 (150-192)
Anteromedial GM Yes 206 (186-223)

temporal lobe
Subcortical W W MNo 165 (154-174)
splenium of corpus Wi Yes 143 (119-163)

callosum
Cerebellar WM W MNo 184 (124-189)

*Ce tableau indique en jours le temps estimé qu'il faudrait pour que chaque région d’intérét sélectionnée ne
montre plus que trés peu de changement du temps de relaxation T1 (pente de 3 ms / semaine), indiquant que la

fixation est compléte.

Ce tableau montre I’importance de réaliser les acquisitions IRM au méme intervalle de
fixation pour chaque individu mais également que la stabilisation du T1 peut prendre plus de

6 mois pour certaines régions du cerveau.

4 En chimie, la réticulation est une transformation d'un polymere linéaire en polymere tridimensionnel par création de
liaisons transversales.
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Concernant spécifiqguement le T2, une étude menée en 2009, sur des hémispheres
cérebraux humains, a analysé les modifications du T2 en fonction du temps de fixation
(jusqu’a quatre mois post-mortem) et de la profondeur des tissus, puisque comme nous
I’avons vu précédemment, la diffusion de la solution de conservation est progressive (Figure

23).
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Figure 23. Valeurs T2 dans les voxels proches de la surface (courbe noire) et dans les tissus profonds (courbe

grise), en fonction du temps de fixation en jours [115].

Les résultats de cette étude montrent que les valeurs de T2 diminuent plus rapidement
dans les tissus superficiels que dans les tissus profonds. En surface, les valeurs de T2
diminuent fortement et rapidement pour se stabiliser aprés seulement quelques jours. Dans les
tissus profonds, les valeurs de T2 diminuent pour ensuite augmenter et enfin atteindre un
plateau a environ deux mois et demi post-mortem. Il est donc essentiel d’attendre un certain
temps de fixation avant de réaliser I’examen IRM, d’avoir le méme temps de fixation pour
tous les individus ou d’attendre au moins deux mois et demi de fixation s’il n’est pas possible

de réaliser les IRM au méme moment.

2.3.2.2 Modification de la FA et de la MD

Une étude realisée sur des cerveaux entiers de souris a montré que le temps écoulé entre
la mort et la fixation chimique des tissus influence largement les propriétés de diffusion dans
le cerveau [131]. Ainsi, afin de ne pas risquer de biaiser les résultats IRM d’une étude post-
mortem, la fixation des tissus doit étre effectuée rapidement et au méme moment pour

I’ensemble des individus de 1’échantillon.
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Concernant I’influence de la mort et de la fixation au formol dans le cadre de
I’utilisation de la DTI, des études plus ou moins récentes suggeérent que celles-ci
n’affecteraient pas systématiquement les parametres de diffusion (valeurs FA et MD) de
maniere aussi significative que d’autres mesures tel que le T1 ou le T2 [130], [132], [133]. Il a
d’ailleurs été montré par plusieurs études que la fixation n’affectait pas la FA [134], [135].
Pour autant, d’autres etudes réalisées jusqu’a présent sur des cerveaux animaux [136], [137] et
humains [138], [139] montrent tout de méme une diminution significative de la FA et de la
MD, mais dépendante de la région considérée. Les résultats sont tres discordants quant aux
durées idéales de fixation [140], [141], la fixation étant plus ou moins accéléree en fonction
du produit utilisé, de sa concentration, de la température a laquelle le spécimen est conservé
mais eégalement de sa taille. 1l est donc communément admis que les modifications restent
stables dans les 3 a 6 premiers mois de fixation post-mortem [142].

Des éléments étudiés précédemment, nous pouvons extraire des préconisations a prendre

en compte lors d’acquisitions IRM ex vivo :

- Il est nécessaire de modifier les paramétres des séquences in vivo afin d’obtenir un bon
rapport signal/bruit (exemple : augmenter la valeur du gradient de diffusion lors
d’acquisition DTI),

- Il est impossible de comparer des données in vivo et des données post-mortem, il est
donc nécessaire d’avoir un groupe controle post-mortem dans le cas d’étude
comparative,

- Il est impératif de réaliser le méme temps de fixation pour tous les échantillons de
I’étude et ce temps doit étre au minimum de 12 semaines,

- Les températures de stockage des échantillons et d’acquisition des images doivent étre
les mémes pour I’ensemble des individus,

- Le temps de réhydratation des piéces anatomiques avant les acquisitions doit étre le

méme pour chaque échantillon.
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La revue bibliographique réalisée au cours de la premiere partie de cette thése a montré
I’intérét de ’utilisation des ovins comme modéle d’étude translationnel dans le cadre de
maladies neurodégéneératives. Associé a I’'IRM, technique d’imagerie non invasive et
multimodale, le modéle ovin a déja permis de nombreuses avancées scientifiques pour les

maladies que nous avons étudiées (CLN, GD, MH, ESST) et pour bien d’autres encore.

L’utilisation des techniques IRM récentes comme la diffusion et la tractographie
permettrait d’apporter de nouveaux eléments & travers, par exemple, 1’évaluation de
biomarqueurs diagnostiques ou pronostiques. Pour pouvoir réaliser ce genre de séquences, il
est nécessaire d’utiliser des scanners IRM de haut champ (1.5 et 3 Tesla) encore peu
disponibles en médecine vétérinaire. L’accés des animaux de rente a ce genre de scanners
IRM reste en effet actuellement limité a des IRM de recherche, généralement dédiés a I’étude
de patients humains et de modéles animaux « classiques », pour lesquels il est difficile
d’obtenir une autorisation d’utilisation pour les petits ruminants du fait des contraintes de
désinfection et de mise en place de circuits séparés. La réalisation de séquences IRM post-
mortem chez le modéle ovin de maladies neurodégénératives apparait donc comme une
alternative pertinente, puisque, comme nous venons de 1’étudier, il est possible d’analyser des
données DTI post-mortem a conditions de respecter certaines recommandations (temps de

fixation, obtention de données de base pour un groupe sain).

Dans ce contexte, le but de ce travail était de réaliser une étude de faisabilité de I’'IRM
multimodale ex vivo de I’encéphale d’ovins avec I'IRM 3 Tesla du plateau technique de
I’Institut des Sciences du Cerveau de Toulouse (ISCT). Cette étude de faisabilite, réalisée sur
un groupe de cing moutons sains, constitue 1’étape préliminaire indispensable a la mise en
place de futures études IRM ex vivo sur encéphales d’ovins atteints de maladies
neurodégénératives.

Pour cette étude de faisabilité, des séquences anatomiques (T1 et T2) et une séquence DTI
ont eté realisees. Afin de s’assurer de la qualité des données post-mortem obtenues, deux

objectifs particuliers ont éte definis :

(i) réaliser un atlas IRM 2D de I’encéphale du Mouton sain a partir des images T1 et
T2 obtenues, et établir ainsi une liste des structures cérébrales reconnaissables sur les

séquences anatomiques post-mortem mises au point au plateau technique de I’'ISCT,
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(i) calculer, a partir des données DTI obtenues, la FA et la MD au sein de quatre
régions d’intérét (noyau caudé, putamen, globus pallidus, hippocampe) choisies de
maniére aléatoire et dont I’identification a été permise grace aux images pondérées en

TletT2.

La partie qui suit est consacrée a la méthodologie mise en place pour répondre a ces

deux objectifs et aux résultats obtenus pour chacun d’entre eux.

74



CONTRIBUTION
EXPERIMENTALE




76



1 Matériel et méthodes

1.1  Préparation des spécimens ex vivo

Cing ovins males castrés importés de Nouvelle-Zélande, agés de 5 ans, de race cheviot
et de génotype AHQ-AHQ™, ont été utilisés pour ce travail. Les moutons ont été euthanasiés
par une injection intraveineuse létale d’environ 15 ml d’euthanasique T61®, composé
d’embutramide (anesthésique général, narcotique et dépresseur respiratoire), de mébézonium
(curarisant) et de tétracaine (anesthésique local). La procédure de mise a mort a été effectuée
conformément aux lignes directrices francaises. Les moutons ont ensuite été saignés par la
veine jugulaire externe et les tétes ont été extraites par section entre l'occiput et I'atlas ou
entre l'atlas et I'axis suivant les animaux. Aprés extraction, les tétes de moutons ont été
perfusées avec une solution de ringage (NaCl, débit : 15 ml/min, temps de perfusion : 5 min)
puis avec une solution fixative (formol 10%, débit : 15 ml/min, temps de perfusion : 5 min) a
I’aide de cathéters reliés a une pompe et introduits dans chacune des artéres carotides
communes. Elles ont ensuite été stockées dans des containers remplis de formol 10% jusqu’a
la réalisation des examens IRM. Il s’est toujours écoulé moins d’une heure entre la mise a

mort de I’animal et la fixation chimique des tétes de moutons.
1.2  Acquisitions IRM

Les examens IRM ont eu lieu au plateau technique IRM de I’ISCT. Les acquisitions
ont donc été réalisées en post-mortem sur téte entiére avec une IRM haut champ 3 Tesla
(Achieva, Philips) a aimant court, dédiée a la recherche en neurosciences. Vingt-quatre heures
avant les acquisitions IRM, les tétes ont été rincées plusieurs fois dans 1’eau, séchees puis
enveloppées dans trois couches d’aleses hermétiques. Les tétes ainsi enveloppées ont été
placées dans I’IRM, rostre vers I’aimant, sur la plateforme de la machine et deux antennes de
surface « dStream flex coil » ont été utilisées et disposées de part et d’autre du crane. Pour
aider au placement des antennes; les yeux, le rostre et le plan de symétrie bilatérale étaient
indiqués au feutre sur I’alése la plus superficielle enveloppant la téte. Pour chaque mouton,
trois séquences ont été réalisées, une pondérée en T1, une pondérée en T2 et enfin une
pondérée en diffusion (DTI). La mise au point de la séquence DTI post-mortem ayant
nécessité plus de travail que celle des séquences anatomiques, les examens IRM ont été

réalisés en deux sessions : une premiére session ayant €té consacrée aux séquences pondérées

B Génotype dit « sensible » a la tremblante.
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en T1 et T2 (temps de fixation moyen : 132 +/- 0,5 jours), et une seconde session ayant été
consacrée a la séquence DTI (temps de fixation moyen : 550 +/- 11 jours). Les parametres
utilisés sont présentes dans le tableau ci-dessous.

Tableau 5. Paramétres d’acquisition utilisés pour les séquences d'IRM anatomique (T1 et T2) et de diffusion de
I’encéphale de mouton

Acquisition Type TE TR Résolution Temps d’acquisition
(ms) (ms)  spatiale (mm?®)
T1 Echo de 3,993 8,531 0,6 1882 (~30min)
Gradient
T2 Echo de 244.585 2500 0,6 1207(~20min)
Spin
Diffusion EPI-SE 76 5306 2 2298 (~38min)

Pour I’imagerie de diffusion, la reconstruction du tenseur de diffusion a été réalisée

suivant les parametres présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6. Paramétres de reconstruction du tenseur de diffusion pour I’étude multiparamétrique de 1’encéphale

de mouton.
Reconstruction Nombre de Répartition des Valeur de b™®
directions directions (s/mm?)
DTI 32 Optimisée (Phillips) 3000

1.3 Légendes de I'atlas

Les structures anatomiques ont été identifiées a 1’aide d’un atlas histologique de
I’encéphale du Mouton réalisé par 1’université du Michigan et disponible en ligne [143]. Les

images pondérées en T1 et T2 ont été légendées grace au logiciel Publisher et inscrites en
francais.

18 est un facteur qui exprime le degré de pondération en diffusion.
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1.4 Analyse des données IRM

1.4.1 Segmentation manuelle des régions d’intérét

Dans un premier temps, des régions d’intérét (ROI pou Region Of Interest en anglais)
ont été choisies de maniere aléatoire : I’hippocampe, le noyau caudé, le pallidum et le
putamen, ces trois derniers faisant partie des noyaux de la base. Ces ROIs ont ensuite été
contourées manuellement sur des images pondérées en T2 a 1’aide du logiciel MRIcron sur

I’ensemble des individus (Figure 24 et 25).

File Edit Overday Draw View Window Help

B e e () o (2 2 2 (e B (A1 DO 6@

Figure 24. Exemple de fenétre de contourage manuel de la ROl noyau caudé droit dans le logiciel MRIcron.
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Figure 25. Présentation des ROI réalisées manuellement chez un mouton sain sur une coupe dorsale (A) et une
coupe transversale (B) pondérée en T2. Turquoise : Noyau caudé droit, Rose : Noyau caudé gauche, Rouge :
Putamen droit, Vert : Putamen gauche, Orange : Pallidum droit, Jaune : Pallidum gauche, Beige : Hippocampe

droit, Bleu : Hippocampe gauche.

1.4.2  Traitement des données issues de la diffusion

Les images pondérées en diffusion de I'un des moutons de notre étude ont présenté des
distorsions trop importantes pour permettre une reconstruction correcte du tenseur de

diffusion, nous I’avons donc écarté de nos résultats.

Les acquisitions pondérées en diffusion ont été traitées avec le logiciel DSI Studio et la
méthode décrite par P. Basser et al [144] a été utilisée pour la reconstruction du tenseur de
diffusion. Pour modéliser le phénoméne de diffusion, le modéle de tenseur de diffusion
également décrit par P. Basser [144] a été utilisé. Les données brutes issues de I’acquisition
DTI ont été débruitées en utilisant un filtre LPCA avec un modele de bruit Ricien [145] sur
MATLAB (The Math-work, Inc., MA, USA). Les données ont ensuite subi des corrections
pour les distorsions causées par les courants de Foucault. Les cartes paramétriques de FA et
MD ont ensuite été calculées puis recalées a leur T2 respectif, afin de permettre par la suite de
transposer les differentes transformations spatiales et segmentations du T2 a ces cartes
paramétriques. Les valeurs FA et MD de chaque ROI ont ensuite été calculées (moyenne de la

valeur des voxels au sein de chaque ROI).
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2 Résultats

2.1 Atlas de I'encéphale de moutons
L’ensemble de 1’atlas a été réalisé a partir de sections issues d’images IRM pondérées
enTletenT2.

2.1.1 Image pilote

Les images pilotes permettent de définir le plan de coupe et les différents niveaux de
sections étudiés. Pour les coupes transversales, les niveaux ont été tracés sur une coupe
sagittale d’encéphale de 1’'un des moutons de 1’étude pondérée en T1. Pour les coupes

dorsales, les niveaux ont été tracés sur une coupe sagittale pondérée en T2.
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Figure 26. Coupes pilotes transversales

S .

Figure 27. Coupes pilotes dorsales
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2.1.2 Coupe médiane

La coupe médiane a été réalisée en pondération T2.

Bourrelet du corps calleux
Hippocampe

Lobe frontal

Tronc du corps calleux
Commissure caudale
Genou du corps calleux

Lobe pariétal

Lobe occipital

Epiphyse

Collicule rostral

Corps médullaire du
cervelet

Aqueduc mésencéphalique

Quatriéme ventricule

Moelle spinale

Commissure rostrale
Troisiéme ventricule Faisceau longitudinal
Chiasma optique médial
Neurohypophyse Moelle allongée
Pyramides
Adénohypophyse Pont

Figure 28. Coupe médiane pondérée en T2. 1: Corps mamillaire 2: Adhésion interthalamique 3: Décussation des pédoncules

cérébelleux rostraux 4: Récessus épiphysaire du troisieme ventricule 5: Ventricule latéral 6: Gyrus cingulaire

2.1.3 Coupes transversales

Les coupes transversales sont réalisées sur des images en pondération T1 et T2. Vingt-

deux niveaux ont été sélectionnés, de la position rostrale a la position caudale, débutant en

regard du bulbe olfactif et terminant au niveau de la moelle allongée. Ces coupes

correspondent aux lignes de référence A-V tracées sur I’image pilote.
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Sillon rhinal

Sillon rhinal

Fissure longitudinale

Figure 29. Niveau A — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Figure 30. Niveau A — Coupe transversale pondérée en T1

Bulbe olfactif

Bulbe olfactif
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Fissure longitudinale

Substance grise

Substance blanche

Sillon rhinal Bulbe olfactif

Figure 31. Niveau B — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Substance grise

Substance blanche

Bulbe olfactif

Figure 32. Niveau B — Coupe transversale pondérée en T1
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Bulbe olfactif

Ventricule latéral

Ventricule olfactif

Fissure longitudinale

Figure 33. Niveau C — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Figure 34. Niveau C — Coupe transversale pondérée en T1

Ventricule latéral

Ventricule olfactif

Bulbe olfactif
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Ventricule latéral

Capsule interne

Ventricule latéral

Capsule interne

Fissure longitudinale

Figure 35. Niveau D — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Figure 36. Niveau D — Coupe transversale pondérée en T1

Corps calleux
Claustrum

Téte du noyau caudé

Sillon rhinal

Corps calleux
Claustrum
Téte du noyau caudé
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Fissure longitudinale

Corps calleux Ventricule latéral

Téte du noyau caudé Claustrum
Capsule interne
Sillon rhinal
Nerf optique

Figure 37. Niveau E — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Ventricule latéral

Corps calleux _
Téte du noyau caudé Septum pellucidum

Capsule interne

Figure 38. Niveau E — Coupe transversale pondérée en T1
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Fissure longitudinale

Septum pellucidum

Capsule interne

Corps calleux

Téte du noyau caudé Ventricule latéral

Claustrum
Commissure rostrale,
partie rostrale

Nerf optique

Capsule externe

Figure 39. Niveau F — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Capsule interne

Ventricule latéral

Téte du noyau caudé
Septum pellucidum

Nerf optique

Figure 40. Niveau F — Coupe transversale pondérée en T1



Gyrus cingulaire
Capsule interne
Noyau caudé

Capsule externe

Gyrus cingulaire

Noyau caudé

Capsule interne

Fissure longitudinale

Figure 41. Niveau G — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Figure 42. Niveau G — Coupe transversale pondérée en T1

Corps calleux
Ventricule latéral
Claustrum

Sillon rhinal
Putamen

Pallidum

Chiasma optique

Corps calleux

Ventricule latéral

Claustrum

Putamen
Pallidum

Chiasma optique



Corps calleux

Capsule interne
Claustrum

Capsule externe
Fornix

Commissure rostrale

Corps calleux

Capsule interne

Claustrum

Capsule externe

Fornix

Commissure rostrale

Figure 44.

Fissure longitudinale

Figure 43. Niveau H — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

-

Niveau H — Coupe transversale pondérée en T1

Gyrus cingulaire
Ventricule latéral

Noyau caudé

Putamen )
Troisiéme ventricule

Pallidum
Chiasma optique

Gyrus cingulaire
Ventricule latéral

Noyau caudé

Putamen )
Troisiéme ventricule

Pallidum
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Ventricule latéral

Capsule interne
Capsule externe

Troisiéme ventricule

Fornix

Ventricule latéral
Capsule interne

Capsule externe
Troisiéme ventricule

Fornix

Fissure longitudinale

Figure 45. Niveau | — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Figure 46. Niveau | — Coupe transversale pondérée en T1

Gyrus cingulaire
Corps calleux

Noyau caudé
Putamen

Sillon rhinal

Fornix

Cortex piriforme

Gyrus cingulaire

Corps calleux
Noyau caudé

Putamen
Sillon rhinal

Fornix
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Ventricule latéral
Noyau caudé

Capsule interne
Capsule externe

Claustrum
Thalamus

Tractus optique

Fornix

Ventricule latéral
Noyau caudé

Capsule interne

Capsule externe

Thalamus

Adhésion
interthalamique

Fornix
Hypophyse

Fissure longitudinale

Figure 47. Niveau J — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

.

Figure 48. Niveau J — Coupe transversale pondérée en T1

Gyrus cingulaire
Corps calleux
Fornix

Putamen

Sillon rhinal

Cortex piriforme
Amygdale

Crus cerebri

Troisiéme ventricule

Gyrus cingulaire
Corps calleux

Putamen

Sillon rhinal

Cortex piriforme

Amygdale

Crus cerebri

Troisiéme ventricule
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Ventricule latéral

Noyau caudé

Capsule extréme

Claustrum
Thalamus

Adhésion
interthalamique

Tractus
mamillothalamique

Crus cerebri

Fornix

Ventricule latéral

Noyau caudé

Thalamus

Adhésion
interthalamique

Crus cerebri

Figure 49. Niveau K — Coupe transversale pondérée en T2

Figure 50. Niveau K — Coupe transversale pondérée en T1

Fissure longitudinale

Fissure longitudinale

Gyrus cingulaire
Corps calleux
Fornix

Capsule externe

Lame médullaire externe

Putamen
Sillon rhinal

Troisiéme ventricule
Amygdale

Cortex piriforme
Tractus optique

Hypophyse

Gyrus cingulaire

Corps calleux
Fornix

Capsule extréme
Claustrum
Putamen

Sillon rhinal
Troisiéme ventricule

Amygdale
Cortex piriforme

Hypophyse
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Ventricule latéral

Capsule interne

Thalamus
Lame médullaire externe

Tractus optique

Crus cerebris

Ventricule latéral

Capsule interne

Thalamus
Lame médullaire externe
Capsule externe

Crus cerebris

Fissure longitudinale

Figure 51. Niveau L — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Figure 52. Niveau L — Coupe transversale pondérée en T1

Gyrus cingulaire
Corps calleux

Commissure
hippocampique

Adhésion interthalamique

Troisiéme ventricule

Hypophyse

Gyrus cingulaire

Corps calleux
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Ventricule latéral
Hippocampe

Sillon rhinal

Commissure caudale

Faisceau tegmental
central

Crus cerebri

Ventricule latéral
Hippocampe

Sillon rhinal

Commissure caudale

Crus cerebri

Fissure longitudinale

Figure 53. Niveau M — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Figure 54. Niveau M — Coupe transversale pondérée en T1

Gyrus cingulaire
Corps calleux
Glande pinéale

Noyau prétectal
Noyau géniculé latéral

Aqueduc du mésencéphale

Cortex entorhinal

Hypophyse

Gyrus cingulaire

Corps calleux

Glande pinéale

Aqueduc du mésencéphale

Cortex entorhinal

Hypophyse
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Fissure longitudinale

Gyrus cingulaire

Hippocampe
Sillon rhinal Collicule rostral

Substance grise
périaqueducale

Aqueduc du mésencéphale

Cortex entorhinal Faisceau tegmental central

Faisceau longitudinal
médial
Crus cerebri

5 Hypophyse

Figure 55. Niveau N — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Gyrus cingulaire
Hippocampe
Collicule rostral

Substance grise Aqueduc du mésencéphale

périaqueducale

Pédoncule cérébral

Hypophyse

Figure 56. Niveau N — Coupe transversale pondérée en T1
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Ventricule latéral

Collicule rostral

Substance grise
périaqueducale

Bras du collicule caudal

Faisceau longitudinal
médial

Noyau interpédonculaire

Collicule rostral

Substance grise
périaqueducale

Fissure longitudinale

Figure 57. Niveau O — Coupe transversale pondérée en T2

Fissure longitudinale

Figure 58. Niveau O — Coupe transversale pondérée en T1

Sillon rhinal

Cortex entorhinal

Aqueduc du mésencéphale

Faisceau tegmental central

Décussation des pédoncules
cérébelleux rostraux

Crus cerebri

Sillon rhinal
Cortex entorhinal

Aqueduc du mésencéphale
Faisceau tegmental central
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Fissure longitudinale

Cervelet

Collicule rostral

Collicule caudal Aqueduc du mésencéphale

Substance grise Faisceau longitudinal

périaqueducale médial
Formation réticulée
Figure 59. Niveau P — Coupe transversale pondérée en T2
Fissure longitudinale
Cervelet
Collicule rostral

Collicule caudal Aqueduc du mésencéphale

Substance grise
périaqueducale

Faisceau longitudinal
médial

Nerf V

Formation réticulée

Figure 60. Niveau P — Coupe transversale pondérée en T1
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Hémisphére cérébral
(cortex occipital)

Cervelet

Quatriéme ventricule

Formation réticulée

Hémispheére cérébral
(cortex occipital)

Cervelet

Quatriéme ventricule

Formation réticulée

Figure 61. Niveau Q — Coupe transversale pondérée en T2

Figure 62. Niveau Q — Coupe transversale pondérée en T1
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Cervelet

Pédoncule cérébelleux
rostral

Nerf VIII

Faisceau longitudinal
médial

Formation réticulée

Cervelet

Faisceau longitudinal
médial

Formation réticulée

Figure 63. Niveau R — Coupe transversale pondérée en T2

Figure 64. Niveau R — Coupe transversale pondérée en T1
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Noyau cérébelleux

Cervelet Pédoncule cérébelleux
caudal
Quatritme ventricule Faisceau longitudinal
médial
Figure 65. Niveau S — Coupe transversale pondérée en T2
Noyau cérébelleux
Cervelet
Pédoncule cérébelleux
caudal
Quatriéme ventricule

Faisceau longitudinal
médial

Figure 66. Niveau S — Coupe transversale pondérée en T1
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Pédoncule cérebelleux

Cervelet caudal
Quatriéme ventricule Novyau du tractus solitaire
Tractus spinal du nerf V
Pyramides Olive inférieure
Figure 67. Niveau T — Coupe transversale pondérée en T2
Cervelet
Quatriéme ventricule Noyau du tractus solitaire

Figure 68. Niveau T — Coupe transversale pondérée en T1
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Obex

Cervelet
Noyau du nerf vague Noyau cunéiforme
Quatriéme ventricule
Pyramides Olive inférieure
Figure 69. Niveau U — Coupe transversale pondérée en T2
Obex
Cervelet
Noyau du nerf vague Noyau cunéiforme

Quatriéme ventricule

Figure 70. Niveau U — Coupe transversale pondérée en T1
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Cervelet

Faisceau cunéiforme Noyau cunéiforme

Décussation des
pyramides

Quatriéme ventricule

Figure 71. Niveau V — Coupe transversale pondérée en T2

Cervelet

Faisceau cunéiforme

=< ) Noyau cunéiforme
Quatriéme ventricule

Figure 72. Niveau V — Coupe transversale pondérée en T1
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2.1.4 Coupes dorsales

Les coupes dorsales ont été reéalisées sur des images en pondération T2. Quatre coupes ont été

sélectionnées de la position dorsale a la position ventrale.
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Noyau caudé

Novyau réticulaire du
thalamus
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Fissure longitudinale

Figure 73. Niveau W - Coupe dorsale pondérée en T2
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. Niveau X - Coupe dorsale pondérée en T2
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Ventricule latéral
Novau caudé
Capsule externe

Capsule interne

Fornix

Tractus habénulo-
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2.2 FAetMD

La FA et la MD ont été calculées dans les 4 ROIs de chaque hémisphére cérébral.

Tableau 7. Valeurs moyennes par ROI de la FA et de la MD.

Moutons (n=4)

Région FA MD (mm2 /s x 107)
Moyenne + Ecart type  Moyenne + Ecart type
Hippocampe Droit 0,16 + 0,05 0,24 £ 0,06
Gauche 0,15 + 0,02 0,22 £0,03
Noyau caudé Droit 0,20 +£0,04 0,20+ 0,03
Gauche 0,19+0,01 0,21 +0,02
Pallidum Droit 0,51+0,10 0,11+0,03
Gauche 0,51 £ 0,05 0,12 £0,02
Putamen Droit 0,26 £ 0,08 0,16 £ 0,02
Gauche 0,27 £ 0,10 0,17 + 0,04

2.3 Tractographie

Nous souhaitions, en plus de 1’analyse paramétrique, réaliser la tractographie du corps

calleux, puisqu’a notre connaissance, cela n’a pas encore été réalisé ex vivo. La tractographie

n'a pas pu étre réalisée sur les individus de notre échantillon. La reconstruction du tenseur de

diffusion a permis une exploitation correcte des cartes paramétriques de MD et FA, mais la

présence de bruits et de distorsions a rendu la tractographie, dont les algorithmes sont plus

sensibles que pour le calcul de FA ou MD, plus complexe a réaliser. L’obtention de la

tractographie demande des étapes de prétraitements supplémentaires que nous n’avons pu

réaliser.
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DISCUSSION

Tout d’abord modéle dans les sciences vétérinaires ou les productions animales, le
Mouton est progressivement devenu un modele pour des études fondamentales. En effet, le
modele ovin est une référence pour 1’étude des régulations physiologiques et endocriniennes
liées a la physiologie de la reproduction [146], [147], [148], [149] mais aussi un modéle
précieux pour étudier les effets du développement précoce du cerveau et la différenciation
sexuelle dans la vie adulte [30], [150]. Les Moutons sont également considérés comme un
modele pour certaines fonctions cérébrales et certains comportements qui se trouvent
specifiquement chez les primates supérieurs, tels que l'attachement social entre meére et sa
progéniture a la naissance [151], [152], [153], [154]. Enfin, plus récemment, les ovins sont
devenus un modele essentiel dans la recherche préclinique ou translationnelle en lien avec
certaines maladies neurodégénératives telles que les maladies de surcharge lysosomale
comme les CLN [48] ou la maladie de Gaucher [67], [66], [155], la maladie de Huntington
[26], [73] d’Alzheimer [156] ou encore les maladies a prion [94].

Compte tenu des caractéristiques spécifiques des ovins telles que leur taille et
I’anatomie générale de leur cerveau, ce modele est en passe de devenir une alternative aux
modeles de primates, beaucoup plus complexes a utiliser, dans certains domaines spécifiques
tels que les neurosciences.

Parallélement, les études IRM de I’encéphale de Mouton, apparues il y a une dizaine
d’années sont en plein essor et commencent a utiliser les techniques les plus poussées comme
laDTI.

Dans ce contexte, le but de notre étude était d’évaluer la faisabilité de la DTI
quantitative ex vivo dans cette espéce avec un scanner IRM 3 Tesla. A cette fin, nous
souhaitions réaliser un atlas IRM 2D d’encéphale de Mouton afin d’identifier précisément les
ROIs utilisées par la suite pour calculer la FA et la MD dans ces régions.

Notre étude a permis i) la réalisation d’un atlas ex vivo précis et de qualité de
I’encéphale de Mouton en pondération T1 et T2, ii) d’identifier et de contourer manuellement
8 ROIs (Noyau caudé, Putamen, Hippocampe et Pallidum séparés suivant leur hémisphére),

iii) d’établir des valeurs de FA et MD de référence sur un modele ovin sain ex vivo.
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Acquisitions T1 et T2 ex vivo

Les images IRM obtenues avec les séquences pondérées en T1 et en T2 sont adaptées
a I’é¢tude anatomique du cerveau et offrent des contrastes d’images différents et
complémentaires. L’accés a des scanners IRM 3 Tesla est assez restreint pour ce type de
modele animal et les acquisitions souvent longues. Ainsi, réaliser nos acquisitions en post-
mortem a permis de s’affranchir des contraintes liées a la disponibilit¢ de I'IRM et a

I’anesthésie.

Bien que 1’acquisition ex Vivo facilite grandement 1’organisation des études, la mort et
la fixation impactent significativement les propriétés magnétiques des tissus. En effet, les
acquisitions de notre étude ont montré une dégradation a la fois du T1 et du T2 sur les 5
moutons, avec une dégradation plus marquée du T1. Ces résultats sont en corrélation avec les
nombreuses études publiées précédemment [123], [124], [125], [126], [127], [128], [129],
[130], [157], [158], montrant un raccourcissement de ces temps, mais parfois plus marqué sur
le T2 [159].

Malgré la diminution du T1 et du T2, nous avons réussi a conserver, par la
modification des parametres d’acquisition (TE et TR), une bonne résolution spatiale et
particuliérement sur les pondérations en T2. Ainsi, 1’atlas réalisé sur 1’encéphale d’un des
moutons de 1’étude a permis d’identifier plus de 80 structures dont certaines, trés petites
comme la commissure caudale ou encore le faisceau longitudinal médial ne sont pas toujours
identifiables méme sur des acquisitions in vivo.

Les parametres des séquences mises au point dans cette étude peuvent donc étre
utilisés dans de futures études ex vivo, a condition de conserver les mémes conditions que
celles de notre étude concernant le temps écoulé entre la mort et la fixation, le type de fixation

et le temps de fixation.

DTI: FAet MD

La FA et la MD sont des parametres trés utiles pour étudier la diffusion dans les tissus
et donc évaluer I’intégrité des structures au sein de I’encéphale. Une augmentation de la MD
indique que les tissus ne retiennent pas les molécules d'eau, probablement en raison d'un
élargissement de l'espace extracellulaire, suggerant une dégénérescence des tissus [160]. La
FA caractérise la distribution de 1I’orientation du mouvement aléatoire des molécules d'eau.
L'anisotropie fait référence a une diffusion non uniforme des molécules d'eau dans les tissus.

Plus la valeur FA est proche de 1, plus cette diffusion est anisotrope. A l'inverse, pour une
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valeur de FA proche de 0, le mouvement des molécules d'eau est plutot isotrope, suggérant un
tissu endommagé au sein de la substance blanche [161]. Typiquement, les processus
pathologiques qui modifient I’intégrité tissulaire, comme les maladies neurodégénératives,
entrainent une augmentation de la diffusivité et une diminution de la FA [162]. Ces
parametres sont donc couramment utilisés en tant que biomarqueurs dans 1’étude de certaines
maladies neurologiques telles que 1’épilepsie pharmaco-résistante [163], la maladie de
Parkinson [164], la sclérose en plaque [140] ou encore la maladie d’Alzheimer [165]. Le
calcul de la FA et de la MD est également trés souvent utilisé pour mesurer la démyélinisation
et la perte axonale en tant que signe d'altération de la substance blanche (tres anisotrope)
[166]. Mais ces indices peuvent également étre utilisés pour rechercher spécifiquement une
atteinte microstructurelle ou une atrophie neuronale dans la substance grise. A ce titre, la FA
et la MD ont d’ailleurs été calculées au sein de plusieurs ROIs dans le cadre d’études de la
MCJ [103], [167].

Pour le modele ovin, il n’existe a notre connaissance aucune étude ayant établi des
valeurs de référence de FA et de MD sur nos régions d’intérét ni ex ni in vivo, nous n’avons
donc pas de base de comparaison. Il est de toute facon difficile de comparer les valeurs de
MD et FA avec celles de la littérature établies chez ’Homme car celles-ci varient, pour les
mémes ROIs, d’une étude a 1’autre selon le type de scanners utilisé [167], [168], [169], [170],
[171]. Concernant les valeurs de FA, il semble toutefois possible de dégager une tendance en
étudiant les données de la littérature: dans les quelques études ayant publié les valeurs de FA
des noyaux de la base chez des patients humains sains, celles du pallidum sont supérieures de
33 a 71% a celles du putamen, elles-mémes supérieures de 0 a 30 % a celles du noyau caudé;
les valeurs variant de 0,12 a 0,48. [169], [170], [171]. Dans notre étude, nous retrouvons
effectivement une valeur de FA dans le pallidum supérieure de 96% a celle du putamen, elle-
méme supérieure de 36% a celle du noyau caudé; les valeurs de FA variant de 0,19 a 0,51.
Les valeurs de MD pour ces trois ROIs sont par contre tres variables d’une étude a 1’autre,
s’échelonnant de 0,69 a 2,29 x10™° mm?sec. Dans notre étude, les valeurs de MD pour ces
trois ROIs sont beaucoup plus basses (maximum de 0,21x10° mm?/sec pour le noyau cauds).
Ce résultat peut peut-étre, entre autres, s’expliquer par notre procédé de fixation des tissus. En
effet, comme nous I’avons étudié précédemment, la répercussion exacte de la mort et de la
fixation sur les valeurs de FA et MD est mal connue et surtout est largement influencée par de
nombreux facteurs tels que le temps entre la mort et la fixation, la méthode, le produit et le

temps de fixation, le rincage et la température de la piéce pendant les acquisitions [172]. Il est
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donc particuliérement complexe d’établir des comparaisons et des regles lorsque les
conditions d’étude ne sont pas exactement les mémes.

Les valeurs de FA et MD que nous avons obtenues sur nos ROIls sont des références
qui pourront étre utilisées a I’avenir comme éléments de comparaison mais uniquement pour
des études post-mortem ayant conservé les mémes conditions que dans notre étude concernant
le temps entre la mort et la fixation, la méthode de fixation, la durée de fixation, la méthode
de ringage et la température d’acquisition.

La qualité des images obtenues ex vivo dépend de plusieurs éléments tels que la qualité
et la préparation de I'échantillon (le temps écoulé entre la mort et la fixation ainsi que le mode
de fixation), la réalisation de séquences IRM adaptées a l'imagerie ex vivo, le temps
d’acquisition (souvent long) et le scanner IRM utilisé. Tous ces éléments sont a prendre en

compte lors de la réalisation d’étude post-mortem.

Tractographie

La DTT est un outil précieux pour 1’é¢tude des fibres de la substance blanche et des
interconnections au sein de I’encéphale. A notre connaissance, les seuls travaux sur la
faisabilité de la DTI sur des ovins sains ont été réalisés in vivo par Lee et al. en 2015 [107]. lls
ont exploité I'IRM fonctionnelle (IRMf) pour visualiser le cortex sensorimoteur et visuel
activé par des stimuli sensoriels externes, puis ont réalisé une tractographie par DTI pour
reconstruire les radiations du tractus cortico-spinal et du tractus optique a partir des zones
corticales activées en effectuant une analyse avec un seul sujet.

Tres récemment, une étude effectuant une reconstruction compléte des cing principaux
faisceaux de fibres de la substance blanche du cerveau ovin a permis de créer le premier atlas

tractographique des ovins sains in vivo[16].
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Figure 77. Tractographie in vivo du corps calleux d’un encéphale ovin recalée aux images anatomiques
pondérées en T1[16].

A ce jour, la tractographie ex vivo des fibres de la SB n’a pas été réalisée sur des ovins

mais elle a été obtenue sur plusieurs structures sur des encéphales humains [173].

Limites

L’acces a des scanners IRM pour des modeles animaux est restreint et demande une
certaine organisation. De plus, notre étude portait sur des piéces ex vivo, nos acquisitions
étaient donc longues. Ainsi, nous avons du limiter la taille de notre échantillon a 5 moutons.
Les images de 1’un des individus n’étant pas exploitables, nos résultats n’ont été obtenus que

sur un échantillon restreint de quatre moutons.

Perspectives

L'évaluation des caractéristiques structurelles de 1’encéphale avec la DTI dans des
modeles ovins ex vivo offre la possibilité de valider les informations issues de I'imagerie en
les comparant immédiatement a des sections histologiques avec une corrélation spatiale
précise. Ainsi, il est possible de valider les orientations des fibres de la SB directement apres

les acquisitions. L’étude post-mortem permet également, sur des individus malades, de valider
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les anomalies observées a I’IRM par des techniques histologiques de plus en plus évoluées
[174].

Comme nous ’avons vu dans notre étude, les ovins atteints de tremblante constitue un
modeéle d’étude des ESST. La propagation des différentes souches de prions au sein de
I’encéphale n’est a ce jour pas encore clairement élucidée. L’utilisation des parametres issus
de la DTI dans ce modele d’ESST pourrait par conséquent S’avérer pertinente pour en
améliorer la comprehension. Les données de DTI obtenues a partir du groupe de moutons
sains que nous avons étudiés vont a ce titre étre intégrées a une etude qui prévoit d’évaluer
plusieurs groupes d’ovins auxquels différentes souches de tremblante auront été inoculées par

voie orale ou intracérébrale.
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CONCLUSION

Le modele ovin peut offrir une occasion unique de tester de nouvelles modalités
thérapeutiques des maladies neurodégénératives pouvant potentiellement étre traduites en
applications cliniques chez I'Homme.

Notre travail a permis d’établir des parameétres d’acquisition IRM pour I’obtention
d’images de qualité sur des échantillons ex vivo. De plus, nous avons obtenu des valeurs de
FA et de MD au sein de huit structures de la substance grise (I’hippocampe, le noyau caudé, le
pallidum et le putamen pour chaque hémisphere). Ainsi, ces données pourront étre comparées
a celles d’ovins malades pour des conditions d'examens identiques a celles que nous avons
utilisées.

La faisabilité de I’utilisation de I’I[RM et de la DTI sur ’encéphale d’ovins ex vivo,
comme le montre cette étude, pourrait élargir encore les domaines d’utilisation de ce modele
et ouvrir la voie a de futures études de neuroimagerie translationnelle.

L’utilisation des techniques récentes issues de I’'IRM comme la diffusion et la
tractographie sur le modele ovin en est encore a ses prémices mais laisse présager des

avancées prometteuses.
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TITRE : Le modéle ovin en neuroimagerie translationnelle : réalisation d’un atlas IRM 2D et étude de
faisabilité de I’'Imagerie du Tenseur de Diffusion quantitative de I’encéphale du Mouton.

RESUME : Le modéle ovin est de plus en plus utilisé en neurosciences comme modele d’étude de différentes
maladies neurologiques humaines. Du fait de la grande taille de son encéphale, il est possible de réaliser les
examens d’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) de ces modéles ovins avec les mémes scanners que ceux
utilisés en médecine humaine, facilitant ainsi la transposition des biomarqueurs d’imagerie du modéle animal au
patient humain. L’imagerie du tenseur de diffusion (DTI pour Diffusion Tensor Imaging en anglais) est une
technique de neuroimagerie issue de I’IRM qui permet une évaluation non-invasive de I’intégrité structurale d’un
tissu en mesurant la diffusion des molécules d’eau. Deux paramétres extraits de la DTI, la fraction d’anisotropie
(FA) et la diffusivité moyenne (MD pour Mean Diffusivity en anglais) sont sensibles aux Iésions de la substance
grise et de la substance blanche. Dans ce contexte, les objectifs de cette these étaient : (i) de réaliser un atlas IRM
2D de I’encéphale du Mouton et (ii) d’évaluer la faisabilité de la DTI dans cette espéce avec un scanner IRM 3.0
Tesla. Une séquence pondérée en T1, une séquence pondérée en T2 et une séquence DTI ont ainsi été réalisées
ex vivo sur ’encéphale de cinq moutons sains. Les images T1 et T2 ont été utilisées pour la réalisation de I’atlas.
La séquence DTI a été congue pour garantir la meilleure qualité d'image possible tout en maintenant un temps
d’examen raisonnable pour une utilisation ultérieure in vivo. La FA et la MD ont été calculées au sein de quatre
régions d’intérét (noyau caudé, putamen, globus pallidus, hippocampe) dont I’identification a été permise grace
aux images pondérées en T1 et T2. Cette étude montre que I'utilisation ex vivo de la DTI sur encéphale de
Moutons est possible, et ouvre ainsi la voie a de futures études de neuroimagerie translationnelle utilisant le
modéle ovin.
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TITLE : The ovine model in translational neuroimaging : performing a 2D MRI atlas and feasibility study
of quantitative Diffusion Tensor Imaging of the sheep brain.

ABSTRACT : The ovine model is becoming more and more popular in neuroscience in order to study different
human neurological diseases. Due to the ovine’s large brain, it is possible to conduct MRI studies on these
models using the same scanners as those for humans. This facilitates the ability to transpose imaging biomarkers
from the animal model to the human patient. Diffusion Tensor Imaging (DTI), a MRI-derived neuroimaging
technique, allows for a noninvasive evaluation of the structural integrity of a tissue by measuring the diffusion of
water molecules. Fractional Anisotropy (FA) and Mean Diffusivity (MD) are DTI-derived tensor metrics that are
sensitive to lesions of the white and grey matter. In this context, the objectives of this thesis were (i) to create a
2D MRI atlas of the sheep brain and (ii) to evaluate the feasibility of performing DTI of the ovine brain using a
3.0 Tesla MRI scanner. T1- and T2- weighted sequences as well as DTI were conducted ex vivo on brains from
five healthy sheeps. Both T1- and T2-weighted images were used in order to build the atlas. The DTI sequence
was conceived to guarantee the best possible image quality whilst maintaining a reasonable study time in order
to be further used in vivo. Both FA and MD were calculated in four different regions of interest (caudate nucleus,
putamen, globus pallidus, hippocampus) which had been identified on T1- and T2-weighted images. This study
demonstrates the feasibility of performing ex vivo DTI of the sheep brain and therefore opens the door to future
translational neuroimaging studies using the ovine model.
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