N

N

"BQK "[m2m'b 2i AK ;2°'B2 6QM+iBQMM2HH?2
/Im*2° p2 m " H _(0iBM2
*HOK2MiBM2 JQ Bbb2i

hQ +Bi2 i?Bb p2 ' bBQM,

*HOK2MiIiBM2 JQ Bbb2iX "BQK "[m2m™b 2i AK ;2°'B2 6QM+iBQMM2HH2 Il
AK ;2°B2 KO0/B+ H2X IMBp2'bBid S 'Bb b+B2M+2b 2i H2ii'2b- kykRX
i2ZH@yjNeyj88

> G A/, i2H@yjNeyj88
2iiTbh,ffT bi2HX "+?Bp2b@Qmp2 i2bX7 fi2H@ yjN
am#KBii2/ QM kd C M kykj

> G Bb KmHiB@/Bb+BTHBM v GOT24WB p2 Dmbp2 "i2 THm B/BbBIBTHBN
"+?Bp2 7Q i?72 /2TQbBi M/ /Bbb2KIBEBMBR MNQ@T™+B2® " H /BzmbBQM /2 /
2MiB}+ "2b2 "+?2 /Q+mK2Mib- r?2i?@+B2MMiB}2mM2b#/@ MBp2 m "2+?22 +?22- T
HBb?2/ Q° MQiX h?2 /IQ+mK2Mib MK VW+RK2Z2EF IQKHBbb2K2Mib /62Mb2B;M
i2 +?BM; M/ "2b2 "+? BMbiBimiBQWER BM?8 7M#M2I @b Qm (i~ M;2 b- /2b H
#Q /-Q 7 QK Tm#HB+ Q T ' Bp i2T2HRAB+B @2MT2BIpXib X


https://pastel.archives-ouvertes.fr/tel-03960355
https://hal.archives-ouvertes.fr

PSL >

UNIVERSITE PARIS

THESE DE DOCTORAT

DE L'UNIVERSITE PSL

Préparée au Laboratoire de Physique pour la Médecine Paris

Ul273

+lnserm

Biomarqueurs et Imagerie Fonctionnelle Ultrasonore
du Cerveau a la Rétine

Soutenue par

Clémentine MORISSET
Le 15 octobre 2021

Ecole doctorale n°® 391

Sciences M écaniques,
Acoustique, Electronique et
Robotique de Paris (SMAER)

Spécialité
Acoustique

ESPCI \

Composition du jury :

Serge, PICAUD
Professeur des Universités, Sorbonne Université

Mickaél, TANTER
Professeur des Universités, Paris Sciences et Lettres

Thomas, DEFFIEUX
Maitre de Conférence, Paris Sciences et Lettres

David, MELODELIMA
Professeur des Universités, Université de Lyon

Annabelle, REAUX LE GOAZIGO
Maitresse de Conférence, Sorbonne Université

Laurence, BOURGEAIS
Maitresse de Conférence, Université Paris Descartes

) PARIS  PSL%

Président

Directeur de thése

Co-encadrant de thése

Rapporteur

Rapportrice

Examinatrice



Introduction Générale

Introduction Générale

Le domaine des neurosciences a connu des avancées considérables ces dernieres

années grace au développement de technologies d'imagerie de plus en plus
performantes. '"HS XLV DQV O:-LPDJHULH IRQFWLRQQHOOH XOW!I
activement a la progres VLRQ GH OD FRPSUpKHQVLRQ GH O-DFWLY
SHUPHW O:LPDJHULH GX FRXSODJH QHXURYDVFXODLUH
neuronale induit une augmentation du débit sanguin cérébral. Or, la dégradation

de ce couplage semble étre un point commun a de nombreuses pathologies. Ces
WUDYDX[ GH WKqVH SRUWHQW VXU O-DSSOLFDWLRQ GH O
biomarqueurs neurovasculaires précoces de maladies de notre temps. Le caractere

portable des ultrasons laisse présager le développement de sondes si mples

G- XWLOLVDWLRQ HW IDFLOHV G:-DFFqV HQ FOLQLTXH SHUP
SDUWLFXOLHU O-REMHFWLI ILQDO HVW GH GpYHORSSHU >
simple, rapide et précoce de maladies neurodégénératives ou cardiovasculaires.

Pourcela GDQV XQ SUHPLHU WHPSV QRXV DYRQV FDUDFWpULV
XQ PRGqOH G-REpVLWpPp LQGXLWH FKH] OD VRXULV 1RXV P
SHUPHW GH PHVXUHU O-DOWpUDWLRQ GX &19 VLPSOHPHQW
hémodynamique induite par un H VWLPXODWLRQ &HSHQGDQW FH W\
Q-HVW SDV HQFRUH SRVVLEOH FKH] O-KXPDLQ DGXOWH FI
SHUPpDEOH DX[ XOWUDVRQV &-HVW OH IUHLQ PDMHXU j O-
FOLQLTXH 1RXV QRXV VRPPHV @ R®QBnANB4) earduethUV O -+
UpWLQH &-HVW OH VHXO WLVVX GX V\VWqQPH QHUYHX[ FHQW
SURWpPIp j O-LQWpPpULHXU G-XQH FRTXH RVVHXVH 6XU XQ
développé une méthodologie permettant de mesurer la réponse fonct ionnelle
hémodynamique de la rétine a une stimulation lumineuse breve répétée. Cette
PPWKRGRORJLH G-LPDJHULH 186 RFXODLUH D pWp RSWLPLVpDP
a terme, étre applicable en routine clinique. Enfin, nous avons appliqué ce nouvel

outt O j O-pWXGH GH OD ODODGLH G-$0O]KHLPHU 0$ DXWUH I¢
un modele de rat de la MA, nous avons pu discriminer les animaux sains des

animaux malades grace a la mesure de la réponse fonctionnelle hémodynamique
UpWLQLHQQH SDWSOoduRitzJ Ndls ldvohs également pu mettre en
PYLGHQFH OD GLIIpUHQFH GH WHPSRUDOLWpP GDQV OH WUD
de la rétine au cortex visuel entre les animaux sains et les animaux malades.

Finalement, nous avons démontré la faisabilitée d -XQ RXWLO GLDOR&EVWLF QR
XWLOLVDQW O:-LPDJHULH 186 SRXU PHVXUHUa @itiReR XSODJH
3DU FHVY WUDYDX|[ QRXV HVSpURQV SDUWLFLSHU DX WUDQV
utilisation de routine en clinique.
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INTRODUCTION

Chapitre 1. INTRODUCTION

$ILQ GH FRQWH[WXDOLVHU OHV WUDYDX[ SUpVHQWpPV GDQ
GpEXWH SDU XQH EUgYH KLVWRLUH GHV QHXURVFLHQFHV

VHFRQGH SDUWLH HVW FRQVDFUpH j OD SUpVHQWDWLRQ GX
des études que nous présenterons. Dans une troisieme partie, nous nous attachons

i SUpVHQWHU OHV PpWKRGHV G-H[SORUDWLRQ GH OD IRQFW

1.1. Histoire des Neurosciences

Le grand philosophe et scientifique grec Aristote (384 -322 av J.C.) croyait que notre
FRQVFLHQFH QRWUH LPDJLQDWLRQ HW QRWUH PpPRLUH p\
humain. Il partageait cette croyance avec les Egyptiens de I'Antiquité, dont le Livre

des morts (1600 av J.- & SUpFRQLVH GH FRQVHUYHU VRLIJQHXVHP
momie, mais recommande de retirer et de jeter le cerveau. Mais, Platon (428 -348

av J.-C.) et Démocrite (460 -370 av J.C.), avant Aristote considéraient que le

FHUYHDX pWDLW OH VLgJH GH O-HVSULW $XMRXUG KXL OI
une pompe musculairel pJgUH SUHVTXH LQXVDEOH FDSDEOH G:-DGD!
du corps en une fraction de seconde, mais ne lui attribue plus aucun role dans la

genese de nos émotions. Pourtant dans le langage courant, ce muscle

extraordinaire est encore une puissante métaph ore de notre moi intuitif et

émotionnel.

Les Egyptiens aussi étaient partagés. Le papyrus Edwin Smith nous démontre que

certains connaissaient l'importance du cerveau. Datantde 1700 avantJ. -& F-HVW

le plus ancien texte médical connu de I'histoire. | | traite du cerveau, des méninges,

de la moelle épiniere et du liquide céphalo -rachidien. Il contient les détails de

traumatismes craniens, allant de simples plaies du cuir chevelu a des fractures des

0s du crane associées a des Iésions majeures du cerveau. Si dans certains cas les
DXWHXUV IRQW XQH UHODWLRQ HQWUH FHV OpVLRQV HW
PHPEUHYVY 2 FHV PrPHV DXWHXUV FRQWLQXHQW FHSHQGDQ
IRQFWLRQV QREOHV TXH VRQW OHV pPRWLRQW7/H&. O-LQWH
notre ére), le « premier médecin » influencé par les philosophes de son temps,

développa une réflexion théorique sur le fonctionnement du corps humain désirant

analyser rationnellement ses dysfonctionnements. Cette démarche peut étre

considéréee canme une revolution de pensée par laquelle les Dieux ne sont plus les

PDVWUHY GH OD VDQWp GHV +XPDLQV /D PpGHFLQH Q-HVW
JUKFH j OXL HOOH HVW OLEpUpH HW SHXW SURJUHVVHU 3R
aucune dissection ni aucune expérience pour appuyer ses idées. En élaborant la

théorie des quatre humeurs il limita méme la progression de sa connaissance du
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FRUSV ,0 IDXW SDU DLOOHXUYVY QRWHU TX-LO IXW O-XQ GH\
source de la pensée et des émotions. Galien (129-199), aristotélicien convaincu, et

PpPGHFLQ GH O-HPSHUHXU ODUF $XUgOH UHFKHUFKDLW OD
animaux, initiant en cela une démarche médicale logique. Il observa que les nerfs

relayaient le fonctionnement du cerveau au x muscles. Cependant il respecta et

UHSULW OD WKpRULH GHV KXPHXUV G:-+LSSRFUDWH FRQV
I'nomme est empli, dans ses ventricules, de substances excrémentielles subtiles

>«@ 2 $YLFHQQH $ERX HO $0D +RIYnela@QTuke3tah] éQrda

OHV &DQRQV GH OD OpGHFLQH GRQW OH GHX[LqPH YROXPH
la physiologie humaines. Vers I'an 1000 il aborde le cerveau par la description des

ventricules ou il localise les facultés mentales et sensorielles. Il éta  blit la doctrine

cellulaire qui détaillait le cerveau humain en trois cellules, le sens commun, la

raison et la mémoire. Cette subdivision de I'dme en fonctions élémentaires se

perpétuera jusqu'a la Renaissance. Léonard de Vinci désireux de représenter

artistiguement au mieux le corps humain dans ses dessins et ses tableaux, se fait

anatomiste et vers 1490 entreprend des dissections de cadavres humains, lui
SHUPHWWDQW GH GHVVLQHU GH VXSHUEHV SODQFKHV DQ
représente le cerveau et ses ventricules, lui aussi est influencé par les travaux de

ses prédécesseurs, notamment par la doctrine cellulaire. Il émet alors plusieurs
K\SRWKqVHV VXU OD ORFDOLVDWLRQ GHV © IDFXOWpV & L[
dessine. Gassendi, Descartes, Dider ot, Willis, Malpighi, désirant expliquer les

OLHQV XQLVVDQW O-RUJDQH FHUYHDX HW O-kPH SURSR?
originales. Certaines ont effleuré une partie de nos connaissances actuelles. Dans

FHOOH GH 'HVFDUWHYV O-kPH pW DdnigatisrnQH spseh@QeMellR Q GH O - |
FHQWUDO ,0 PH VHPEOH TX:-DXMRXUG:-KXL FHWWH SURSRYV
YDOHXU TX-HOOH QH SUpWHQG SDV FRQQDLWUH LQWLPHPHC
O-HVSULW $SUqV WRXW SRXU OH PR P wut f@netiennéld HW QRV
TX-LOV VRLHQW QH FDSWHQW TXH OH EUXLW GLIIXV GX FHU?
SOXV RX PRLQV FRPSOH[HV /H P\VWqUH GH O-HVSULW HW G

8Q SURJUqV UpHOOHPHQW VFLHQWLILTXHIE@HLY LUWRWLBQW>
Galvani (1737 - PRQWUH TX-XQ FRXUDQW pOHFWULTXH DSSOLT
OD FRQWUDFWLRQ GHV PXVFOHV G XQH JUHQRXLOOH PRUW
nerveux. Cent ans apres, en 1850 : I'Allemand H. von Helmholtz (1821 -1894)

mesure la vitesse de l'influx nerveux dans un nerf, quelgues meétres par seconde,

HW FRQVWDWH TXH O-DFWLYLWp pOHFWULTXH GHV FHOOXO
G-XQH FHOOXOH j O:-DXWUH $ OD ILQ GH FH VLgQFOH HQ O
(1824-1880) objective chez un de ses patients la premiere zone ultra -spécialisée du
FHUYHDX ,0 GpFRXYUH DORUV OD SUHPLqUH DLUH FpUPpE!
langage, et assoit ainsi durablement les théories matérialistes du fonctionnement
cérébralcoQWUH OHV WKpRULHV LPDJLQDQW TXH O-HVSULW SUF
du cerveau. Dix ans plus tard, un allemand, Carl Wernicke (1848 21905) découvre

6
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GDQV XQH JRQH SOXV SRVWpULHXUH GH O-KpPLVSKqUH JDXF
du langage. On a découvert depuis la complexité de fonctionnement des aires

cérébrales qui interagissent en permanence. Par exemple les aires de Broca et de

Wernicke sont connectées entre elles par un important faisceau de neurones (le

faisceau arqué) et que tant la compréhe nsion que la production du langage
LPSOLTXHQW OHXU LQWHUDFWLRQ PXWXHOOH PDLV DXV’
G-DXWUHV DLUHV FpUpEUDOHYV

Au 20e siéecle le rythme des découvertes neuro -scientifiques accélére. En 1906,

Camillo Golgi et Santiago Cajal, obt iennent le Prix Nobel de Physiologie et
OpGHFLQH SRXU OD SUHPLgQUH GHVFULSWLRQ GpWDLOOpPH
QHUYHXVHV (Q HVW PLV DX SRLQW O:-pOHFWURHQFpSKEL
O-KXPDLQ VH IDLW HQ (Q O D isfanhetieringlle ldu EdptékW R J U D S K
est décrite, ainsi que la premiére visualisation des synapses grace a la microscopie

électronique. En 1958 on découvre la Dopamine, premier neuromédiateur identifié

dans le cerveau. En 1963, les anglais Andrew Huxley (1917 -2012) et Alan Hodgkin

(1914-1998) recgurent le Prix Nobel pour leurs expériences sur les neurones de

calmars géants (figurel OHXU SHUPHWWDQW G-pOXFLGHU OHV PpFD
WUDQVPLVVLRQ GH O:-LQIOX[ QHUYHX[ ,0V GpFULYSHQW OHYV
SRWDVVLXP HW OD IRUPDWLRQ GX SRWHQWLHO G-DFWLRQ

[Figure 1) $QDWRPLH JpQpUDOH G-XQ FDOPDU JpDQW 8Q D[RQH GH FDO
0.8mm de diameétre. Un nerf de mammifere contient environ 200 axones. Si chacun de ces axones

pWDLW DXVVL JUD Q GecalmaHgéamt, ¢ rerf>a@ait un diameétre e 16cm, bien trop gros

SRXU QRWUH FRUSV /HV VA\VWgqPHV QHUYHX[ FRPSOH[HY D\DQW EHDXFR
les axones sont isolés dans des gaines de myéline pour assurer leur bonne conduction.

7
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Dansles DQQpHYV OH VFDQQHU SXLV O-,50 ,PDJHULH SDU 5p

délivrent des images anatomiques de plus en plus détaillées du cerveau humain.

A partir des années 80 émerge la notion de plasticité cérébrale, fondamentale pour

H[SOLTXHU OHV IF®SDHQWpVV®-JH HW G-DGDSWDWLRQ GX FH

YRLHQW OHV SURJUqV GH O:-,50 HW OH GpYHORSSHPHQ

IRQFWLRQQHOOH ,501 DERXWLVVDQW j O-REVHUYDWLRQ H

Cela permet en 1995 la premiére stimulation  cérébrale profonde pour soigner la

maladie de Parkinson par Alim -Louis Benabid & Grenoble ; il recevra le prix Lasker

en 2014 pour cette découverte, conjointement avec Mahlon R. De Long. En 1999

VXUYLHQW XQH SHWLWH UpYROXWLRQ ré& R&aps 16 Se¥ad OO H ORI

DGXOWH OD FDSDFLWp GH GLYLVLRQ GH FHUWDLQHV FH

SXEOLFDWLRQ GH OD VpTXHQFH GX JpQRPH KXPDLQ (Q

célébrée par le Prix Nobel de Physiologie et Médecine attribué a Peter Mansfield

et Paul Lauterbur pour leurs travaux débutés dans les années 1970. En 2010

DSSDUDLW XQH PpWKRGH GH YLVXDOLVDWLRQ IRQFWLRQQH

qui permet de stimuler par la lumiere, spécifiquement, des neurones sélectionnés

au préalabledans OH FHUYHDX (Q O-(XURSH GpFLGH GH ILQDQ
PLOOLDUGYV G-HXURV OH +XPDQ %UDLQ 3URMHFW TXL Yl

IRQFWLRQQHPHQW GX FHUYHDX /D PrPH DQriephtlafceDGPLQLYV

« Brain Initiative », dot € de 3 milliards de dollars sur 10 ans, afin de cartographier

le fonctionnement de chaque neurone du cerveau.

Nous voyons que le rythme du développement des neurosciences, facilité par les

techniques d'imagerie fonctionnelles, a été soutenu. Et pourtant d es questions
fondamentales sur le fonctionnement du cerveau n'ont pas encore trouvé de

réponse. En particulier comment l'activité chimique et électrique du cerveau
aboutt-HOOH j OD FRQVFLHQFH " $ TXHO PRPHQW O:-LQWpJUDYV
milliar ds de neurones produit -elle un esprit ? Cette question, et bien d'autres,
DOLPHQWHURQW OHV QHXURVFLHQFHV GHV VLgFOHV j YHQL

1.2. Développement et physiologie du Systeme Nerveux

Tous les animaux ont la capacité de sentir et de répondre aux changements de le  ur
environnement. Méme les organismes unicellulaires, comme la paramécie, sont

capables de présenter les éléments basiques de la vie : trouver de la nourriture,

trouver un partenaire, survivre. Cependant, ces organismes unicellulaires ne

possédent aucun ceUYHDX RX FHQWUH G-LQWpJUDWLRQ PDLV VHX!
repos membranaire présent chez tous les étres vivants. Les premiers animaux

pluricellulaires ayant développé des neurones sont ceux de la famille des méduses

HW GHV DQpPRQHV GH PHUFHOG OXUQ - DQDMEMH GH FRQWU{OH L
VRQW OHV PrPHV VLIQDX[ pOHFWULTXHV VRXV IRUPH GH SR
chimiques traversant des synapses qui les animent, ainsi que tous les autres
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DQLPDX[ 6HXOV OH QRPEUH HW Q@oneddifie@nt\VsBlovi UIE&EQ GHV C
especes.

1.2.1. Développement du Systéme Nerveux Central

Tres t6t dans le développement embryonnaire a lieu la phase de gastrulation, au
cours de laquelle OHV FHOOXOHYVY SULPLWLYHV V-RUJDQLVHQW HQ
OH PpVRGHUPH HW O-figQr& R)C BhhBUH deFdes feuillets donnera
QDLVVDQFH j XQH IDPLOOH G-RUJDQHV & -HVW O-HFWRGHU
nerveux central (SNC) et pé riphérique.

Origine embryonnaire du SNC et de la rétine.
/IRUV GH OD JDVWUXODWLRQ OHV FHOOXOHV SULPLWLYHYV V-RUJDQLVH
GRQQHUD QDLVVDQFH DX V\VWgPH QHUYHX[ /RUV GH OD QHXUXODWLR
V:-pSDLVVLW SRXU IRUPHU OD SODTXH QHXUDOH HW VH UHIHUPH HQ JR
O-RULJLQH GX V\VWgPH QHUYHX[ FHQWUDO ,0 VH GLYLVH HQ SOXVLHXU
bords duquel se forment les vésicules optiques. Depar VRQ RULJLQH HPEU\RQQDLUH O-xLO
du SNC.

Cette phase est suivie par la neurulation durant laquelle la région dorsale de

O -HFWRGHUPH V:pSDLVVLW SRXU IRUPHU OD SODTXH QHXU
HQWUH OD SODTXH QH X Udotadirnte \donBert naldsanidHau eell@es

GH OD FUrWH QHXUDOH j O-RULJLQH GX V\VWgPH QHUYH
FHOOXOHY GH OD SODTXH QHXUDOH HOOHV VH UpRUJDQLVF
IRUPHU OH WXEH QHXUDO | O:H]JrteBiiteRQreSpoRdari aSRSXODW
FHOOH GH ORILOH&GBIPOSODODFH YHUV O-H[WpULHXU GX WXEH (
YPVLFXOHY RSWLTXHV & -HVW OH GpEXW GH OD PRUSKRJpQQq
SNC, se divise alors en plusieurs vésicules, le Rhombencé phale, le Mésencéphale

et le Prosencéphale. Ce dernier se divise a son tour en deux parties, le Télencéphale

et le Diencéphale. De méme que les structures thalamiques, le nerf optique et la
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rétine se forment depuis le Diencéphale. lls font donc partie inté  grante du SNC.

De ce fait, la rétine présente des similitudes importantes, a la fois structurelles et

fonctionnelles, avec le cortex cérébral. Nous montrerons dans les chapitres 2 et 3

TXH VRQ DSSDUWHQDQFH DX 61& HW VD IDFLOWDigahpdé -DFFqV
SUpGLOHFWLRQ SRXU O:-LPDJHULH PpGLFDOH

1.2.2. Anatomie du Cerveau

/IH 61& FRQWLHQW OH FHUYHDX HW OD PRHOOH pSLQ
macroscopiquement un cerveau, on distingue une substance grise et une substance

blanche. La substance grise est con stituée par les corps cellulaires des neurones,

les parties non myélinisées des axones et les dendrites. Ces neurones sont

organisés en couches et en amas. Les amas constituent des unités fonctionnelles
G-LQWpJUDWLRQ HW RX GH UHO Dt eurtessSIOtialamUR QUKPLQH X[ C
fait partie des noyaux gris centraux. La substance blanche, quant a elle, contient

SHX GH FRUSV FHOOXODLUHY HW EHDXFRXS G-D[RQHV HQWI
donnant sa couleur.

Deux grands types cellulaires peuplent le cerveau : les neurones et les cellules

gliales. Les neurones sont des cellules dont le rble est de transmettre une
LQIRUPDWLRQ VRXV IRUPH G- XQ VLIJQDO pOHFWULTXH DS
WUDQVPHW FHW LQIOX[ QHUYHX[ GHSXL\QB®XURKRHWUXY G XL Q)
terminaison. Celle -FL HVW pODUJLH HW VH FRQQHFWH j O-H[WUpP
DXWUH QHXURQH &HWWH XQLWp GH FRQQH[LRQ V-DSSHOOH
VLIQDO pOHFWULTXH SURYHQDQW GH O:-D[R Q&lfiguke\ WUD G X|
illustre la communication neuronale. Les synapses ne sont pas fixes pour la vie,

GHV YDULDWLRQV GH O-DFWLYLWp pOHFWULTXH SHXYHQW
FRQQH[LRQV &-HVW FH TX-RQ DSSHOOH OD SO yu&estFLWp Fp
un concept clé de la plasticité cérébrale. Plus une synapse est utile, donc plus elle

est stimulée, plus elle sera renforcée par des modifications morphologiques
GXUDEOHYVY &-HVW OD SRWHQWLDOLVDWLRQ j ORQJ WHUPH
tHUPH HVW LQGXLWH SDU OD GLPLQXWLRQ GH O-HIILFDFLW
IRQGDPHQWDX[ SRXU O-DSSUHQWLVVDJH HW OD PpPRLUH
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Communication Neuronale via une synapse chimique. Les fléches jaunes indiquent
OH VHQV GH O-LQIOX][ QHU YsirhAptiquéllingrd deld reQrotraddinetteurs par exocytose
suite & son activation. Les neurotransmetteurs diffusent dans la fente synaptique puis sont captés
par le neurone post -synaptique.

Les cellules gliales, moins fameuses mais nettement plus nombreuses que les

neurones, leur sont pourtant indispensables. Intimement connectées aux

neurones, elles leur assurent un soutien structurel et métabolique. Par ces
IRQFWLRQV HOOHV SDUWLFLSHQW j OD FURLVVDQFH HW j
lors du développem HQW GH O-RUJDQLVPH 6L OHV FHOOXOHV
SHUPDQHQFH GHV PHVVDJHV DX[ QHXURQHV LO VHPEOFEG
réciprogue. Parmi les cellules gliales, les astrocytes ont un rdle particulier dans la
PRGXODWLRQ GH O-DFWLYLWp QHXURQDOH

1.2.3. Les potentiels G-DFWLRQ

6L GDQV VD JOREDOLWp O-RUJDQLVPH UHVWH WRXMRXUV
DXWUHPHQW j O:-pFKHOOH FHOOXODLUH 'H QRPEUHX[ LRQV
les membranes cellulaires sont de véritables isolants, permettantla  séparation des
FKDUJHV pOHFWULTXHV GDQV O-RUJDQLVPH J/H OLTXLGH
G-DQLRQV TXH GH FDWLRQV HW GRQF XQH FKDUJH QHWWH
extracellulaire posséde une charge nette positive. Les compartiments intra - et
extracellulaires ne sont donc pas dans un équilibre électrique. Ce gradient
électrochimique est appelé potentiel de membrane. Il est a la base de la
communication électrique des tissus nerveux et musculaires. En effet, les

membranes cellulaires possedent de s canaux ioniques réglables qui leur

permettent de modifier leur perméabilité a certains ions. Par des variations de

11
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SHUPpDELOLWp GHV FDQDX[ OHV FHOOXOHV-pBlatiZey &t QW VH G
créer ainsi des signaux électriques. La capacité des n eurones a émettre et propager

un signal électrique trés rapidement et sur de longues distances résulte de
GpSRODULVDWLRQV DPSOHV HW G-DPSOLWXGH FRQVWDQW
(figure 4).

SRWHQWLHO G-DFWLRQ

/IHV SRWHQWLHOV G:-DFWLR@ QMH GHNR GPOLYDDQAWLRQLTXHV \
modifiant la perméabilité de la membrane pour Na + et K+, en réponse a un

stimulus. Trois phases se distinguent alors. Une phase ascendante, due a la
SHUPpDELOLWp VRXGDLQH HW WHPSRUDLUH | BDla TXL V-
dépolarisation dépasse un certain seuil. De la méme maniére que deux spectateurs

isolés dans un stade faisant un mouvement de ola ne déclencheront pas une vague

de ola, deux potentiels locaux (potentiels gradués) ne déclencheront pas le potentiel

G cion du neurone. Mais si plusieurs personnes proches les unes des autres

exécutent le mouvement de ola successivement, et que ces personnes sont assez

nombreuses pour étre vues par les autre spectateurs, alors la vague de ola va

QDVWUH F-HVWGOBFSWRWRQGAWLBYB XURQH /H SRWHQWLHO G-D
30mV puis la perméabilité a K+ augmente et initie la phase descendante de re -

polarisation de la cellule. Lorsque celle -ci atteint son potentiel de repos ( -70mV),

les canaux K+ voltage dépendants ne sont pas encore fermés, ce qui engendre la

SKDVH G-pgolisatibn, aussi appelée wundershoot. Puis les canaux se ferment

HW OD PHPEUDQH UHWURXYH VRQ SRWHQWLHO GH UHSRV &
celle de la fonction de réponse hémodynamique dont nous parlerons dans le dernier

chapitre de ce manuscrit. Un neurone donné génére un seul type de potentiel
G-DFWLRQ GRQW O-DPSOLWXGH HVW LQYDULDQWH &-HVW
GH FHV SRWHQWLHOV GIDFWLRQV LOMIRQL GHHY TRIWHQ@VL®
OD GXUpH GX VWLPXOXV ,0 HVW LPSRUWDQW GH QRWHU TX
WUDYHUVH XQH FHOOXOH /H ORQJ GH O-D[RQH VH GpSODFF
a la maniére de cette méme « ola » qui se propage danslestDGH /-DUULYpH GH

12
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vague de dépolarisation a la terminaison axonale déclenche une cascade
G-pYqQQHPHQWYV LPSOLTXD@W quD h&fmel RO \ibérétion de
neurotransmetteurs dans la synapse et leur réception par la cellule post -

synaptique et ainsi de suite. Les neurones et les cellules gliales consomment en
SHUPDQHQFH FRPPH WRXWH FHOOXOH XQH FHUWDLQH TXI
DFWLYDWLRQ OHV QHXURQHV QpFHVVLWHQW XQ VXUSOXV
WKkFKH GH WUDQVPLVVLR Qe @&bit @ngud Idérédpad (WBFRADIt donc

étre ajusté en permanence pour permettre un fonctionnement sain du cerveau.

Pour cela, le cerveau des mammiféres a développé un mécanisme unique de

contrble du CBF local, appelé couplage neurovasculaire (CNV) ou hyperémie
fonctionnelle.

1.2.4. Le Couplage Neurovasculaire

Le cerveau est un organe d'une sophistication inégalée et son bon fonctionnement
implique une perfusion sanguine optimale: pour mener a bien les taches cognitives
complexes auxquelles il est dédié, il requiert 20% des besoins énergétiques totaux
du corps, alors qu'il ne représente que 2% de son poids. Malgré ses besoins
énergétiques éleveés, le cerveau ne dispose pas d'un réservoir propre pour stocker
les substrats énergétiques qui sont distribués "ala demande" par le flux sanguin.
En effet, I'activation d'un groupe de neurones déclenche une augmentation locale
du flux sanguin. C'est ce qu'on appelle le couplage neurovasculaire. Pour
fonctionner, les neurones consomment du glucose par un métabolisme aéro bie,
F-HY@®LUH TXL QpFHVVLWH XQ DSSRUW G-R[\JgQH 2EVHUYp
1890 par Roy et Sherington 1, ce mécanisme assure un approvisionnement en
glucose et en oxygene précis et rapide des neurones activés par une augmentation
locale du volume sanguin. Les étapes du CNV sont schématisées surla figure 5.

Diagramme des étapes du Couplage Neurovasculaire

Ce couplage est permis par une unité fonctionnelle appelée unité neurovasculaire
(NVU). L e concept de NVU est apparu lors de la premiére réunion du Stroke
Progress Review Group (SPRG) du National Institue of Health  (juillet 2001) pour
souligner la relation unique entre les cellules du cerveau et le systéme vasculaire
cérébral.

La mesure des varia tions locales du flux sanguin permet alors de suivre
LQGLUHFWHPHQW O-DFWLYLWp QHXURQDOH & HVW OH SUI
(fUS), que nous allons développer en 1.4.5.
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Nombre de citations de la NVU dans la littérature entre 1997 et 2016 . Le terme de
recherche "unité neurovasculaire" a été utilisé dans la base de données Web of Science (Thompson
Reuters). Depuis la réunion du Stroke Progress Review Group (SPRG) en 2001, on observe une
augmentation spectaculaire du nombre de citations. Avant2 001, le terme était souvent utilisé pour
les unités de soins intensifs combinant neurologie et neurochirurgie. ~ Adapté de ladecola et al.2

Bien que l'importance vitale des vaisseaux sanguins cérébraux pour la santé du
cerveau soit connue depuis longtemps, certains neuroscientifiques considéraient
les cellules cérébrales et les vaisseaux sanguins cérébraux comme des entités
distinctes.

Cette dichotomie avait conduit a I'hypothése tacite selon laquelle, a moins que la
circulation sanguine dans le cerveau ne soit gravement compromise, les neurones
n'‘avaient pas grand -chose a voir avec la vascularisation et vice versa. De méme,
une distinct ion rigide était établie entre les maladies neurodégénératives (par
exemple, la maladie d'Alzheimer) et les maladies cérébrovasculaires (par exemple,
les accidents vasculaires cérébraux), de sorte que ces affections étaient considérées
comme mutuellement e xclusives et mécaniquement non liées. Le concept de NVU
a remis en question ces hypotheses et a souligné la relation symbiotique entre les
cellules du cerveau et les vaisseaux sanguins cérébraux, en attirant I'attention sur
leur interdépendance développeme ntale, structurelle et fonctionnelle dans la santé
et la maladie. La communauté des neurosciences a adopté le concept avec
enthousiasme et la NVU a suscité un intérét croissant, comme en témoigne
'augmentation spectaculaire du nombre de citations annuelle s au cours de la
derniére décennie (voir figure 6).
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La NVU est composée de plusieurs cellules : les astrocytes, les cellules murales
telles que les cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC) et les péricytes, et les
cellules endothéliales. La composition cellulaire de la NVU évolue le long de I'arbre
vasculaire ( Figure 7). Cependant, au sein de la NVU, ce sont les cellules murales
de la paroi du vaisseau qui ont pour mission de contrbler directement le diametre
du vaisseau et le flux sanguin, ¢ ar elles seules possédent les propriétés contractiles
le permettant 3.

5HSUpPpVHQWDWLRQ VFK pRDHXWUIRMD 8 AX®-XIQUMVEPH ORQJ GH O-DU
Adapté de Kisler etal.3

&HSHQGDQW LO Q-\ D D XxwmseixsusTorck¥rhad [ iatGrel de la NVU

et plus particulierement la nature des cellules responsables de la variation du

volume des vaisseaux sanguins. Au sein de la controverse, deux visions se font face,

celle des péricytes et celle des cellules muscula ires lisses ( Smooth Muscle Célls ,

SMCs). Selon la premiére, le CNV a principalement lieu au niveau des capillaires

via les péricytes 4, selon la deuxieme, le CNV se produit principalement au niveau

artériolaire via les SMCs>. La figure 8 montre deux clichés de NVU pris au
PLFURVFRSH pOHFWURQLTXH O-XQH DX QLYHDX FDSLOODLL
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Unité Neuro -Vasculaire Capilla ire (A) et Artériolaire (B) vue au microscope
électronique. Adapté de Chow ef a/ s

&HV TXHVWLRQV Q-RQW SDV j FH MRXU GH Up&RQ@MH GplLQ]
proposé un compromis entre ces deux hypotheses. Il existe, selon eux, un

continuum entre ces deux types cellulaires. Mais il semblerait que cela soit encore

plus compliqué. En 2021, Rungta etal’” RQW pWXGLp O-K\SHUpPLH IRQFWL
OH FRUWH[ VRPDWRVHQVRULHO SULPDLUH LQGXLWH SDU O
OD VRXULV '-DSUqV O HXesitd &tbnnelD eHi¢ LlavdghBimique du

CNV entre différentes régions du cerveau et DX VHLQ G-XQH PrPH UpJLRQ H
GLIIpUHQWHY FRXFKHVY GH O-DUERULVDWLRQ PLFURYDVFXO

Une hypothese largement répandue concernant la régulation du flux sanguin
cérébral veut que les n eurones actifs stimulent l'augmentation du Ca 2+ dans les
cellules gliales, ce qui déclenche la libération par ces cellules dagents
vasodilatateurs 8. Plusieurs études ont montré u ne contraction Ca 2* dépendante
des péricytes en réponse a des neurotransmetteurs (par exemple, la
noradrénaline), une stimulation électrique, ou une activité neuronale.

1.3. ( WXGLHU O-DFWLYLWp IRQFWLRQQHOOH Fpl

Il'y a plus de 200 ans, Galvani découvrait que la fonction du systeme nerveux est
intrinsequement liée a l'activité électrique 9. Depuis lors, des générations de
chercheurs ont investi d'immenses efforts dans la construction d'instrume  nts
capables de mesurer et de contrbler cette activité électrique  directement ou
LQGLUHFWHPHQW FRPPH QRXV DOORQV OH YRLU GDQV OH |

131. /- (OHFWURSK\VLRORJLH
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L'électrophysiologie est la technique de référence pour I'étude de la si gnalisation
neuronale. En utilisant des électrodes en métal, en verre ou en silicium pour
enregistrer les signaux électriques associés aux flux dions a travers les
membranes neuronales, ['électrophysiologie permet d'écouter directement le
"langage" des neurones avec un rapport signal/bruit extrémement élevé. C'est la
principale force de la méthode, car l'activité électrique est enregistrée directement,
sans avoir recours a un "traducteur", c'est -a-dire une sonde qui transforme
I'activité électrigue en un a utre signal. Sa sensibilité et s a résolution temporelle
sans précédent permettent d'étudier les propriétés de canaux ioniques uniques et
des phénomenes plus complexes s'étendant a l'activité de centaines de cellules au
sein de réseaux de neurones. Mais c'est aussi la principale faiblesse de cette
technique, car l'accés électrique au systeme nerveux nécessite un contact physique
avec le tissu a étudier et la rend invasive.

1.32. /- (OHFWURHQFpPSKDORJUDSKLH ((* HW OD O(*

/| pOHFWURHQFpSKDORJUDXWIMW. SEHPAHV XHBOH -DFWLYLWp
neurones, mais de maniere non -LQYDVLYH SDU OH ELDLV G-pOHFWURGHE
standardisée sur le cuir chevelu ( figure 9). Les électrodes enregistrent les champs
POHFWULTXHV JpQpUpV SDU GHODPWQ T LRQW GRHXQMMXPDURGHYV  /
PDMHXU GH O-((* HVvW VRQ H[FHOOHQWH UpVROXWLRQ W
PLOOLVHFRQGH TXL SHUPHW OD PHVXUH GH O-DFWLYLWpDP
réel. Elle est couramment utilisée clinique pour le diagnostic e t le suivi de
O-pSLOHSVLH (OOH HVW pJDOHPHQW XWLOLVpH SRXU pWX
J)DFLOH j PHWWUH HQ XY UHnvaki@GdRe &stJpartielliére@ént

utilisée en recherche cognitive, pour comprendre le développement du langage chez

OHV MHXQHV HQIDQWYV SDU H[HPSOH /D OLPLWH SULQFLSI
VSDWLDOH [-DFWLYLWp HQUHILVWUpH pWDQW OD UpVXC
POHFWULTXHY LO Q-HVW SDV SRVVLEOH GH ORFDOLVHU Sl
O-((* HVW alem@m Wffiché sous forme de décours temporels plutdt que

G-LPDJH
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Nouveau-né portant un casque EEG (site du Laboratoire de Neuroimagerie
Cognitive, Neu roSpin, Université Paris -Saclay)

/ID PDJQpPWRHQFpPpSKDORJUDSKLH HVW VLPLODLdtbnj O-((* C
temporelle, mais au lieu de mesurer des champs électriques, elle mesure les

FKDPSV PDIJQpWLTXHV UpVXOWDQW GH O-DFWLYLWp QHXUR:
HVW TX-HOOH GRLW rWUH UpDOLVpH GDQV GHV FRQGLW
magnétique afin TXH OHV IDLEOHV VLJQDX[ FpUpEUDX[ GH O:-RL
puissent étre détectés. La piéce doit posséder des parois métalliques bloquant tout

champ magnétique (y compris terrestre ~10 -4 Tesla).

1.3.3. Tomographie par émissions de Positons

La Tomographie par (PLVVLRQ GH 3RVLWRQV 7(3 SHUPHW G:-LPDJ
métaboliques. Elle repose sur la radioactivité beta + qui se produit lorsque le noyau

G-XQ DWRPH SRVVgGH XQ H[FqQV GH SURWRQV &HV LVRWRSFH
un accélérateur de particules appelé cyclotron, qui est une installation

conséquente. Du fait de la désintégration radioactive plus ou moins rapide de
O-LVRWRSH XWLOLVp OH F\FORWURQ GRLW r'WUH SURFKH Y
SUDWLTXp 3UHQRQV O )HY{HP SO/N@EQue Xdu glucose auquel on

«accroche » un isotope du Fluor, le Fluor -18 radioactif. Une fois injecté, le traceur

YD GLIIXVHU GDQV O-RUJDQLVPH HW rWUH DWWUDSp SDU (
JOXFRVH 1DWXUHOOHPHQW LO YDz&&sQk|levm&dbblXeX OHU GD
GX JOXFRVH HVW OH SOXV LPSRUWDQW FRPPH OHV WXPH
SURWRQ GDQV VRQ QR\DX SURYRTXH XQH LQVWDELOLWp
désintégrer en éjectant un neutrino et un positon. Un positon est une particule
GcbQwLPDWLgQH FHHVXVHOOH SRVVQGH OD PrPH PDVVH HW (
électron mais avec une charge opposée. Aprés avoir parcouru une courte distance

a PP LO YD UHQFRQWUHU DYHF XQ pOHFWURQ LOV YRQW (
appelé coincidencH G-DQQLKLODWLRQ V-DFFRPSDJQH GH O:-pPLVV
deux directions diamétralement opposées. Un anneau de capteurs disposés autour

GX SDWLHQW SHUPHW O-DWWULEXWLRQ GH O:-pYgQHPHQW
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réponse reliant les deux capteurs impl iqués. Les deux photons se déplacant a la

PrPH YLWHVVH RQ SHXW ORFDOLVHU O-DQQLKLODWLRQ DX
de toutes les lignes de réponse permet de reconstruire les images de concentration

en traceur. Selon la nature du radio -traceur utilisé, il est possible de visualiser
GLIlpUHQWY W\SHV G-DFWLYLWp GH O-RUJDQLVPH 5pFHP
traceurs TEP avances, tels que le composé B de Pittsburgh (PiB), a rendu possible

l'imagerie /n vivo des plaques amyloides. Des différences frappantes ont été

observées entre les témoins sains et les sujets atteints de la maladie d'Alzheimer

(MA), tant au niveau des dépdts amyloides que du métabolisme cérébral du

glucoselo.

Par exemple il est possible de capturer I'activité métabolique associée aux plagues

amyloides qui sont caractéristiques de la MA. Les inconvénients de la TEP sont sa

faible résolution temporelle, qui varie entre la dizaine de secondes et la minute le

temps que le traceur diffuse et soit absorbé. La TEP est irradiante, il est donc

recommandé de ne pas dépasser un examen par an et elle ne peut étre réalisée que

SURFKH G-XQ F\FORWURQ (QILQ VD IDLEOH UpVROXWLRQ \
j O-LQFHUWUWYXOGHBLWWDQFH SDUFRXUXH SDU OH SRVLWRQ I
un électron. Pour pallier a cela, elle est généralement couplée avec une autre

PpPWKRGH G-LPDJHULH FRPPH OD WRPRGHQV LMrRPa#e ULH RX
présenterons ultérieurement. La figure 10 UpVXPH OHV pWDSHV G-XQ H[DPH
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BULQFLSH GH O-LPDJHULH 7(3 $ 8Q F\FORWURQ HVW XQ DFF
permet GH SURGXLUH OHV LVRWRSHV UDGLRDFWLIV % /-LVRWRSH UDGL
«traceur » par radiochimie. (C) Le traceur est injecté au patient par intraveineuse. Il est alors capté
SDU FHUWDLQHY FHOOXOHV GH O:RUlL&@aners digfgdEsQirauRiregnbrity X U H '
DXWRXU GX SDWLHQW SHUPHWWHQW GH GpWHFWHU OHV SKRWRQV pPLV
proton, ce dernier résultant de la désintégration du radio  -isotope. (E) Les images de concentration
du radio -traceurson W UHFRQVWUXLWHYV LQIRUPDWLTXHPHQW ) ([HPSOH G-XQ
image TEP et un scanner (CT -scan) anatomique. (G) De Cohen eta/’® &RPSDUDLVRQ G:-LPDJHV 7(
obtenues sur un patient sain et un patient Alzheimer avec 2 marqueurs différents. Le FDG permet
OD YLVXDOLVDWLRQ GX PpWDEROLVPH /HV IOgFKHV LQGLTXHQW OHV ]R
Alzheimer. Le PiB marque les dépb6ts amyloides. Les fleches indiquent les zones de forte
concentration de ces dépéts.

1.3.4. Spectroscopie fonctionnelle dans le Proche Infrarouge

La fNIRS ( functional Near Infrared Spectroscopy ) HVW XQH PRGDOLWp G:-LP
optique en développement qui a été de plus en plus utilisée dans le domaine de la
neuro-imagerie au cours des 20 derniéres an nées. Elle utilise des lumieres proche

infrarouge a deux longueurs d'onde distinctes (entre 600 et 1000 nm) pour mesurer

les changements de concentration de I'hémoglobine oxygénée (HbO) et de
I'hnémoglobine désoxygénée (HbR) associés a l'activité métaboliqu e des neurones

dans les couches externes du cortex. La figure 11 illustre la technique. Des
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émetteurs infrarouges et des capteurs sont placés a la surface du crane. La lumiéere
infrarouge émise pénétre les tissus puis certains photons ressortent aprés avoir
suivi une trajectoire complexe et sont détectés quelques centimetres plus loin.

[ -KpPPRJORELQH TXH UHQFRQWUH OH SKRWRQ VXU VRQ SDV\
/|- DEVRUSWLRQ VXELH SDU OH SKRWRQ ORUV GH VRQ WUDM

H Q W U Hission pe® la réception, qui est proportionnelle aux concentrations

VDQJXLQHVY GH +E2 HW +E5 UHSUpVHQWDWLYHaMNGRS O-DFWL"®

a de nombreux avantages, non invasive, Qune grande portabilité , et peu codteuse,

sa résolution temporelle HVW G-HQYLURQ PV 6HV OLPLWDWLRQV V!

pénétration de la lumiere dans les tissus (1 & 2 cm) qui permet seulement de faire
de la NIRS fonctionnelle sur le cortex superficiel, et a sa faible résolution spatiale.

Imagerie cérébrale par spectroscopie dans le proche infrarouge. Un émetteur envoie
un faisceau de lumiére infrarouge dans le cortex. Les photons suivent différentes trajectoires au
cours desquels ils sont plus ou moins absorbés selon les concentrations en oxy - et déoxy-
hémoglobine. Les récepteurs captent les photons qui ressortent un peu plus loin aprés avoir été
plus ou moins absorbés.

1.3.5. Imagerie par Résonance Magnétique

bY BN

L'IRM consiste a observer les tissus biologiques a travers les propriétés
magnétiques de I'un de leurs constituants majoritaires, le noyau d'hydrogéne. En
effet, le proton qui constitue le noyau de I'atome d'hydrogene possede, du fait de sa
charge et de son mouvement de rotation sur lui  -méme, un moment magnétique dit
GH VSLQ F:-HVW j GLUH TX:-LO VH FRPSRUWH FRPPH
I'on place un sujet dans un champ magnétique intense et stable, noté BO, les spins
des noyaux d'’hydrogéne s'orie ntent dans la direction de ce champ. Tout se passe
comme si on "aimantait” le sujet. Puis on applique transitoirement un champ
magneétique tournant B1. Lorsque ce champ est interrompu, les protons recouvrent
progressivement leur spin initiaux, ce phénomene est appelé relaxation. Ce retour
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j O-pTXLOLEUH SRVVQGH GHV FDIesDRWpT2LAMWIEPRXddN! W HP SR
fortement de la nature des tissus et qui permettent de produire des images
DQDWRPLTXHV HW IRQFWLRQQHOOHV VHORQ OD FRPSRVDC
pondérées en T2 favorisent la détection du sang et permettent donc de réali  ser des

images fonctionnelles. Comme la fNIRS, | 'IRM fonctionnelle est fondée sur

l'observation en temps réel des vari ations de l'oxygénation du sang. Dans les
FDSLOODLUHV FpUpEUDX][ O -:KpP RbEénBdgobiQeHHBD) dgpdrieH R X R\
GH O-R[\Jge&3tcomsdmmée par les neurones. Elle devient alors de la déoxy -
KpPRJORELQH +ES /-+ESDWHVPDIQBRWLTXH HOOH Q-LQGHX
SHUWXUEDWLRQ GX FKDPS PDJQpWLTXH /-+E5 TXDQW j HOC
se comporte comme une hétérogénéité magnéti que en atténuant localement le

FKDPS PDJQpWLTXH &RPPH QRXV O:-DYRQV YX SUpFpGHPPI
G-XQ JURXSH GH QHXURQH OH GpELW VDQJXLQ DXJPHQWH
O-R[\JgQH &HWWH K\SHUpPLH ORFDOH VH WUDdGaldd/ GRQF ¢
+E2 SDU UDSSRUW j +E5 ,0 HQ UpVXOWH XQH DXJPHQWDWLF
O-HIIHW 9%Rad Oxygen Level Dependant) mesuré en IRM fonctionnelle.
1-pWDQW SDV OLPLWpH HQ SURIRQGHXU O-,501 SHUPHW OD
des aires FpUpEUDOHYV DFWLYpHVY ORUV GH OD UpDOLVDWLRQ
G-LPDJHULH D SHUPLV HW SHUPHW HQFRUH DXMRXUG: -KXL
compréhension des fonctions cérébrales. Sa principale limitation est liee a sa

sensibilité peu élevée due ala faiblesse du signal BOLD, et sa résolution temporelle

GH O-RUGUH G- LPDJH SDU VHFRQGH HW figusedl\ mbndeH GH O-R
XQ H[HPSOH G:-LPDJH ,50 ORUV G- XQH WKFKH YLVXHOOH

,50 SHQGDQW XQH VWLPXODWLRQ YLVXHOi@dtdondangRQH URXJH
cortex visuel révélée par le signal BOLD.

1.36. /- (FKRJUDSKLH
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L'échographie est une méthode d'imagerie des tissus biologiques basée sur

O pPLVVLRQ HW OD UpFHSWLRQ G RQGHV XOWUDVRQRUHYV
OHV SUHPLQqUHYV iR&k)&D @ilisées ¥n @utine clinique. Non  -invasive et

SHX FREWHXVH HOOH HVW WUqV XWLOLVpH SRXU OD Up
$XMRXUG-KXL HOOH HVW SULQFLSDOHPHQW FRQQXH SRXU
de grossesse figure 1 3), la visualisati on des organes de la cavité abdominale, ainsi

TXH OD YLVXDOLVDWLRQ GH FHUWDLQHV DIIHFWLRQV G
GpYHORSSHPHQW SRXU O:-LPDJHULH IRQFWLRQQHOOH FpUpl
VD FDSDFLWp j LPDJHU O : DAoL @QHIXUWRYDOHREXODLUH IDL
de ces travaux de these.

Echographie de Grossesse

1.4. Imagerie Ultrasonore

141 3ULQFLSH GH O-pFKRJUDSKLH

&RPPH VRQ QRP O:-LQGLTXH O:LPDJHULH XOWUDVRQRUH
«sonder » les tissus. Pour cela, on utilis e une sonde ultrasonore qui fait office a la

IRLYV G- pPHWWHXU HW GH UpFHSWHXU (OOH HVW FRPSRVpH
YLEUHQW ORUVTX-LOV VRQW WUDYHUVpPpV SDU XQ FRXUDQW
une onde acoustique qui est transmise au tis su sur lequel la sonde est appliquée.

Un gel couplant assure le passage optimal des ondes ultrasonores dans le tissu.

Une fois que les ondes ultrasonores ont été émises, la sonde « écoute » les échos.

En effet, les ondes émises rencontrent différentes stru ctures dans le tissu, qui

renvoient differemment les échos vers la sonde selon leurs propriétés F-HVW

O -pFKRJpQLf&ldWe ga Eapadit®/du milieu a rétrodiffuser les ondes recues.

Cette propriété dépend de la nature des structures rencontrées et pe rmet donc
G-REWHQLU XQH LQIRUPDWLRQ VWUXFWXUHOOH /H WHPSV
G-XQ pFKR DLQVL TXH OD FRQQDLVVDQFH GH OD YLWHVVH C
PRXV a PV SHUPHW GH ORFDOLVHU O-KpWpURJpQpLWp -
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UpSpWLWLRQ UDSLGH G:-pPLVVLRQV UpFHSWLRQV SHUPHW I
PRUSKRORJLTXH GX WLVVX VRQGp $ O-H[FHSWLRQ GHV RV
peu les ultrasons, ce qui permet une bonne profondeur de pénétration. De plus,

leur faibl H ORQJXHXU G-RQGH a I[P SHUPHW G-LPDJHU GH SH
la fréquence est basse, meilleure est la pénétration dans les tissus et moins la

résolution spatiale est fine. Inversement, nous aurons une meilleure résolution

spatiale avec une fréque nce élevée mais une faible profondeur de pénétration.

1.42. | (FKRJUDSKLH &RQYHQWLRQQHOOH

/| LPDJHULH XOWUDVRQRUH FRQYHQWLRQQHOOH HVW U
séquentielle des tissus a l'aide de faisceaux ultrasonores focalisés. Le champ de

vue est sondé ligne par ligne de sorte que chaque faisceau focalisé permet la

reconstruction d'une ligne d'image. Le faisceau est ensuite déplacé le long de la

VRQGH SRXU EDOD\HU OH FKDPS GH YXH HW UHFRQVWUXL
O-pFKRIJpQLFLWpP G Xemaht, WuxeXsondeSibdaXe est composée de 128

éléments piezoélectriques, et il faut 128 faisceaux focalisés pour reconstruire la
PHLOOHXUH LPDJH SRVVLEOH 6L O-RQ LPDJH MXVTX:j XQH
doit parcourir 20cm aller -retour. Sa vitesse ét ant de 1540m.s-1, son «temps de

vol 2 HVW GRQF GDQV FH FDV G-HQYLURQ PV 2Q PXOWLSO
DYRLU O:-LPDJH HQWLQUH FH TXL GRQQH HQYLURQ V S|
G:-LPDJHULH GH O-RUGUH GH +] &H W\SWbdeé facRiBeJéi ULH HV\
constitue le mode conventionnel des échographes cliniques.

143. 3ULQFLSH GH O-(FKRJUDSKLH 8OWUDUDSLGH

/|- pFKRJUDSKLH XOWUDUDSLGH HVW XQH UpYROXWLRQ S
Pourtant, le principe est simple, plutét que de «  perdre du temps » aimager le tissu

OLJQH SDU OLJQH DYHF XQ IDLVFHDX XOWUDVRQRUH IRFDOL
uneonde SODQH $LQVL RQ REWLHQW XQH LPDJH GH O:-pFKRJp!
WLU XOWUDVRQRUH 2Q PXOWLSOLH GRQF OD FDGHQFH G-LI
O-LPDJHULH FRQYHQWLRQQHOOH IRFDOLVpPH FH TXL QRXYV
GH O-RUGUH]GHpDQPRLQV VRXV O-DSSDUHQWH VLPSOLFLW
cache unnouveau défi O-LPDJH REWHQXH GH FHWWH PDQLqUH HVW
TXDOLWp TXH O-LPDJH REWHQXH DYHF OD IRFDOLVDWLRQ j C
uniguementenrécep WLRQ /D VROXWLRQ HVW G-HQYR\HU GHV RQG
GLIlpUHQWYV DQJOHV FH TXL SHUPHW G:pYLWHU TXH OH
superposent au moment de la réception sur la sonde. Evidemment plus est

important le nombre d'angles, meilleure estla TXDOLWp ILQDOH GH O LPDJF
alors de trouver le bon compromis entre résolution spatiale et résolution

temporelle. &HWWH WHFKQLTXH G:-LQVRQLILFDWLRQ SDU RQG
introduite initialement en imagerie ultrasonore pour suivre a cadenc e ultrarapide
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les mouvements vectoriels des tissus 12. On appelle cette méthode la combinaison
FRKpUHQWH G:RQ GétbNer&Odopdividinig XEn 2009, Montaldo et al.13
montrérent que le coherent compouding SHUPHW G-REWHQLU OD PrPH TXDC
TXH FHOOH GH O-LPDJHULH IRFDOLVpH DYHF XQH FDGHQFF
IDFWHXU DOODQW GH j VHORQ OH QRPEUH G-DQJOH
G-LPDJHULH XOWUDUDSLGH

Initialement, FHWWH WHFKQLTXH HVW XWLOLVpH SRXU OD PHVX
F-HVW O-pODVWRJUDSKLH (Q HIIHW VD FDGHQFH G:-LPDJHL
GHV SKpQRPgQHY WUDQVLWRLUHY WUqV UDSLGHY GDQV O-R
la contraction card LDTXH VRLW H[RJgQHV FRPPH O:-DSSOLFDWLR
UDGLDWLRQ TXL SHUP H pdlp&tiod pHildteridd) »Xd@sHis&us et ainsi de
cartographier leur dureté. Son intérét clinique a été démontré pour le dépistage du

cancer du seinl* RX O-DQDO\VH GH bisMesP®HMdisVhoespdlipns voir
TX-DXMRXUG:-KXL O-pFKRJUDSKLH XOWUDUDSLGH SHUPHW
cérébraO SDU O-LQWHUPpPGLDLUH GX &19

1.4.4. Effet Doppler

1441 SULQFLSH GH O-HIIHW "RSSOHU

/[-HITHW 'RSSOHU HVW WKpRULVp HQ SDU &KULVWLD
mathématicien et physicien autrichien, dans son article 16 « Sur la lumiere colorée

des étoiles doubles et de quelques autres astres du ciel », dans lequel il traite
principalement de cet ef fet en optique mais le mentionne également pour les ondes

acoustiques. Puis, en 1845, le météorologue Christoph Buys Ballot confirme
expérimentalement cette théorie en faisant jouer a des musiciens une note calibrée

j ERUG G- XQ WUDLQ G HAOGBe@dm Qlalgré & tarndtE Hed/concerts sur

WUDLQ QRXV VRPPHV WpPRLQV GH O-HIIHW '"RSSOHU TXRW
FRQQX GH OD VLUgQH G-DPEXODQFH TXL V-DSSURFKH OH VI
SXLV V.-pORLJQH GH QRXV OH W&garfateimehtHeQigv ehtstedDay H LO O XV
I UpTXHQFH G- XQH RQGH HW OD YLWHVVH GH VD VRXUFH

1.4.4.2. Doppler Continu

/-LPDJHULH SDU 'RSSOHU FRQWLQX UHSRVH H[DFW-HPHQW °
avant. Une onde ultrasonore est émise en continu par une moitié (par exemple ) des
pOpPHQWYV SLp]RpOHFWULTXHY GH OD VRQGH SHQGDQW TX|
pFKRV HQ FRQWLQX &H PRGH G:-LPDJHULH HVW SULQFLSDO
pPFRXOHPHQWY UDSLGHYVY GDQV O-RUJDQLVPH WHO TXH O:-pF
(~1m/s). /IRUV GH VD UHQFRQWUH DYHF OH IOX[ VDQJXLQ O-F
fréquence directement proportionnel a la vitesse du flux. Ce mode permet donc de
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PHVXUHU HQ FRQWLQX OD YLWHVVH G-XQ IOX[ UDSLGH /-LQ
localiserlasourced H O-pFKR

1.4.4.3. Doppler Pulsé

/IH '"RSSOHU SXOVp QH UHSRVH SDV |j SURSUHPHQW SDUO
UpDOLVDWLRQ G-XQH LPDJH QpFHVVLWH O-XWLOLVDWLRQ

G-HQYR\HU SOXVLHXUV WLUV XOWUDVRQRUHVpOREBRWVRKV
V-DSSURFKH GH OD VRQGH /H GpODL HQWUH O:-pPLVVLRQ F
selon la position du diffuseur par rapport a la sonde et est proportionnel a sa

YLWHVVH $ O-LQYHUVH GX GRSSOHU FRQWLQX OH GRSSO
SRVLWLRQV VXFFHVVLYHV GHV VRXUFHV VHORQ OHV WHPSYV
/-LPDJHULH IRQFWLRQQHOOH XOWUDVRQRUH UHSRVH GRQI
signal est communément appelé signal Doppler.

1.4.4.4. Le Doppler de Puissance

La mesure de la vi tesse du sang dans les petits vaisseaux est délicate du fait du

bruit électronique aléatoire. Le mode Doppler de Puissance (Power Doppler) a été
GpYHORSSp SRXU SDOLHU j FH SUREOqPH HW LO D pWp GpPF
adapté a l'imagerie des pet its vaisseaux 7. Le parameétre calculé est alors la

puissance totale | du spectre Doppler.

En pratiqu e, une fois le signal filtré (cf. 1.4.5.1), on calcule l'intensité moyenne du

signal Doppler en chaque pixel, pour obtenir une image Doppler de puissance.

Méme si il ne donne aucune information sur la vitesse du sang, il est associé a un

autre parametre hé modynamique important : le volume de sang dans le pixel. Le

sang étant composé de plasma, de globules rouges a environ 42%, de globules

blancs et de plaquettes qui ensemble représentent moins de 1% des cellules

sanguines, les propriétés rétro -diffusantes d u sang viennent principalement des
JOREXOHV URXJHV [-KpPDWRFULWH HVW OH SRXUFHQWDJH
les globules rouges tassés par centrifugation. Le signal Doppler de Puissance en

FKDTXH SL[HO GH O:-LPDJH HVW SURSRUMsLBUWQ&EIBasDX QRP
O-K\SRWKgVH GH O:KpP Di%VIR§E etudasHrédséh@asldnQlavddite du

manuscrit se basent sur la mesure du Doppler de puissance, pour laquelle nous

conserverons donc cette hypothése. Toutes les études présentées dans ce manuscrit

utilisent une sonde ultra sonore dont la fréquence est de 15MHz, qui est un bon
FRPSURPLV HQWUH SpQpWUDWLRQ HW UpVROXWLRQ VSDWL
XQ SL[HO G Hcontiémira environ 6000 globules rouges.

1.4.5. Imagerie fonctionnelle Ultrasonore Ultrarapide
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&RPPH QRXV O:-DYRQV YX OHV XOWUDVRQV SHUPHWWHC(
PRXYHPHQWY DX VHLQ GH O-RUJDQLVPH &RPPH SRXU O-,50
IRQFWLRQQHOOH XOWUDVRQRUH HVW GH VXLYUH O-DFWLYL
du flux sanguin, grac e au couplage neurovasculaire. Pour ce faire, il est donc

QpFHVVDLUH GH ILOWUHU OH VLJQDO DILQ G-HQ H[WUDLUH

1.4.5.1. Extraction du Signal Sanguin

En premiére approximation, on peut dire que les mouvements tissulaires sont lents

comparés aux vitesses du sang. On peut donc appliquer un filtre passe -haut pour

QH JDUGHU TXH OH VLJQDO OLp DX VDQJ &HSHQGDQW FHW
le temps Vvérifiee, notamment dans le cas des flux sanguins lents dans les petits

vaisseaux. Or, F-HVW GDQV OHV YDLVVHDX[ GH SHWLWHV WDLOO
peut donc pas se permettre de perdre ce signal avec une fréquence de coupure non

adaptée. Un filtre basé sur la cohérence spatio -temporelle des signaux a été mis au

point au laboratoire en 2015 par Demene ef a/.1°. Les mouvements tissulaires sont

spatialement cohérents : tous les pixels de tissus se déplacent de maniére
XQLIRUPH $ O-LQYHUVH OD FRKpUHQFH VSDWLDOH GX VDQ
des mouvements plus aléatoires. Le principe de ce filtre est donc de discrimine rle

flux sanguin et le tissu en fonction de leur cohérence spatio -temporelle. Ce filtre

utilise la décomposition du signal en valeurs singulieres ou Singular Value
Decomposition (SVD).

/IH SULQFLSH HVW GH GpFRPSRVHU OH VLIQP@NnWMHORQ GFt
O-H[HPSOH G-XQH DFTXLVLWLRQ 'RSSOHU VRXV IRUPH G:Xi
(x,y,t). On la réarrange en une matrice a 2 dimensions (x*y,t) appelée matrice de
Casorati C. On effectue une SVD sur C
%L 788
Avec U la base de vecteurs spatiaux d e C, V la base de vecteurs temporels de C et
S la matrice diagonale ayant pour valeurs les poids associés a chaque mode spatio -
temporel. En classant les valeurs de la matrice diagonale S par ordre décroissant,
on peut classer les modes spatio -temporels de plus haute énergie (plus grande
cohérence) a ceux de plus basse énergie (plus petite cohérence). Finalement, on
sépare le signal selon sa cohérence et on peut ainsi trouver la valeur de coupure
qui permettra de discriminer le sang du tissu. Typiquement, ch ez le rat, la valeur
de coupure utilisée est 60 : en supprimant du signal les 60 premiers modes donnés
par la SVD, on obtient le signal du sang sans perdre les flux lents.

1451 ERQVWUXFWLRQ G-XQH 6pTXHQFH 186 71SH
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/| DUFKLWHFWXUH GH OD VpOXHD¥GHXGH OL R il VARKIUHW OH | ¢
décrite sur la figure 14 . Seuls quelques parametres changent pour les autres
séquences, ces changements seront mentionnés en temps voulu.

Architecture de la séquence fonctionnelle ultrasonore.

Chaque image D oppler est formée a partir de 200 images filtrées par SVD (cadence

d'imagerie appelée FrameRate de 500Hz), elles-mémes constituées de 11 sous-

images d'ondes planes angulées (de -10° a 10° par pas de 2°, Pulse Repetition

Frequency PRF 5.5kHz). L'acquisition d'une image Doppler dure donc 400ms.

&KDTXH SL[HO GH O-LPDJH ILQDOH GH 'RSSOimtda@sHe 3XLVVDC
SODQ G-LPDJHULH /-pSDLVVHXR. I@XInSODpp@r tohtidht Gdrdc

une image toutes les 0.4s, ce qui est adapté a la mesure du couplage
QHXURYDVFXODLUH GRQW OHYVY YDULDWLRQVY WHPSRUHOOHYV

1452 OHVXUHU O -$FWLYDWLRQ )RQFWLRQQHOOH

&RPPH QRXV O-DYRQV YX HQ XQH PDQLqQUH LQGLUH]
neuronale est de mesurer les variations locales du f lux sanguin induites par le

couplage neurovasculaire. C'est le principe des ultrasons fonctionnels (fUS). Nous

avons également vu que ce couplage se produit au niveau artériolaire et/ou
FDSLOODLUH /D WDLOOH GH FHV YDLVVHDX[ VDRBH.QV YD
GLDPgWUH HW OD JDPPH GH YLWHVVH GX VDQJ TXL V:\ pFR:
a 25mm/s. La sonde centrée a 15MHz utilisée est adaptée a ces parameétres.

/ID VWLPXODWLRQ GHV YLEULVVHV HVW O-XQH GHV WkKFKHYV
pour induire une activation fonctionnelle chez le rongeur car elles sont
extrémement sensibles et leur permettent de sonder leur environnement.
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/- LQWpJUDWLRQ GH FHWWH LQIRUPDWLRQ D OLBX/GDQV OF
Cortex).

,OOXVWUDWLRQ GH OD PHVXUH SDU 186 G barfe/-diepaf DWLRQ IR
VWLPXODWLRQ GHV YLEULVVHYV $ /-DQLPDO HVW DQHVWKpVLp HW SO
VRQGH HVW SODFpH VXU OH SODQ FpddtpiteurDéiviGe laQtithplatiodv (BBI@Q PLFUR
FDUWH G-DFWLYDWLRQ PRQWUH TXH OHV SL|[ba@el cdEMN (CY pevsightd VLW XHQW
Doppler (noir) montre une augmentation du CBV lors de chacune des 5 stimulations (pointillés
rouges).

1.4.5.3. Mesurer la Connectivité F onctionnelle

La communication fonctionnelle entre les régions du cerveau s'opere par le biais

de réseaux fonctionnels a grande échelle et joue un réle clé dans les processus
cognitifs complexes. Des faisceaux neuronaux supportent cette connectivité
fonctionnelle. Un des réseaux fonctionnels les plus connus est celui du Mode par
Défaut ( Default Mode Network , DMN). Il traduit une connectivité intrinséque
existante pendant le repos, le sommeil et méme pendant une anesthésie générale.
Des études IRMf ont permis de montrer que ce réseau fonctionnel était modifié ou
disparaissait chez des patients souffrant de dépression 20 ou de psychoses comme
la schizophrénie 21, Par conséquent, I'analyse de la CF cérébrale est trés importante
puisqu'elle peut procurer une nouvelle facon pertinante d'explorer I'orga  nisation
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du cerveau humain et sa transformation au cours d'une maladie, de I'apprentissage

ou du viellissement. La CF du cerveau humain a été largement étudiée au travers

du signal BOLD ( Brain Oxygen Level Dependent ) en IRMf. En effet, I'activité

neuronale locale entraine des modifications du flux sanguin cérébral (  Cerebral

Blood Flow, CBF). L'activation neurale est accompagnée par un métabolisme

complexe qui requiert un apport constant en glucose et en oxygene qui sont

apportés aux tissus neuraux par le sy stéme vasculaire du cerveau. Donc l'activité

neuronale déclenche une augmentation du CBF dans les régions actives du

cerveau. Ce phénomene est appelé le couplage neuro-YDVFXODLUH &-HVW VXU
reposent les techniques d'imagerie fonctionnelle cérébrale , basées sur les
IOXFWXDWLRQV KpPRG\QDPLTXHV FRPPH O-,501 (Q HIIHW ¢
grande échelle sont issus de groupes de neurones structurellement connectés et/ou
fonctionnellement liés. La CF peut donc étre définie comme une cohérence

temp RUHOOH TXL DSSDUDVW HQWUH FHVY DLUHV FpUpEUDOHYV
de l'état de repos (resting -state MR/, rsfMRI) est la seule modalité capable

dimager les réseaux cérébraux intrinséques a grande échelle. Cependant,

I'imagerie fonctionnelle par ultrasons ultrarapides (fUS) est apparue récemment

comme une modalité alternative intéressante possédant plusieurs avantages sur

O-,501 /D SULQFLSDOH SUpRFFXSDWLRQ DYHF O-gbi0l HVW \
peine a discriminer les bruits physiologiq ues au dessus de 1 Hz, et qui contaminent

les données, par exemple les mouvements respiratoires ou cardiaques. Le fUS

surmonte cette difficulté grace a sa capacité a suréchantillonner a la fois le bruit

physiologique et les variations du CBF résultantdes  changements de connectivite,

FH TXL SHUPHW XQ ILOWUDJH DGpTXDW GX SUHPLHU 'H S
requiert un matériel encombrant. En 2011, Macé et al. ont montré que le fUS

pouvait imager les variations hémodynamiques consécutives a une stimulati  on
sensorielle”. En 2014, Osmanski et al/.?2 ont montré que le fUS était bien une

nouvelle méthode de neuroimag erie non-invasive, capable de cartographier la CF

dans le cerveau de rats avec une haute résolution spatiale et temporelle. Dans cette

PWXGH LOV GpPRQWUHQW TXH OH 186 SHUPHWp&itep®/ XGH GH
de corrélations naissant des fluctuati ons spontanées du CBF dans des régions
controlatérales homologues interconnectées. La mise en évidence de ces patterns,

semblables a ceux décrits par la rsfMRI, a permis de valider la capacité du fUS a

imager la CF. Premierement, ils ont identifi€ des aire s corticales homologues
controlatérales, anatomiquement interconnectées et supposément
fonctionnellement corrélées comme montré sur la  figure 16 . Comme expliqué dans

OD VHFWLRQ SUpFpGHQWH | SUB&RN\CoBct &u Ddyevild¥ BWLRQ G
stimulation des vibrisses, ils ont stimulé électriquement les nerfs sciatiques droit

puis gauche et ont constaté une augmentation robuste et reproductible de la

réponse hémodynamique du cortex primaire controlatéral sensoriel et moteur,

identifié par l'atlas Paxinos & Watson 23 du cerveau du rat.
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,GHQWLILFDWLRQ G PRQWVYHFRDWHRLEFDOHYVY KRPRORJXHV &DUWH
réponse hémodynamique évoquée dans le cortex somatosensoriel des membres postérieurs (S1HL)
gauche (A) et droit (B) par la stimulation électrique des nerfs sciatiques droit (A) et gauche (B). (C)
DécouUV WHPSRUHO GX VLJQDO 186 GH 6 +/ VXU OHTXHO RQ YRLW O-L
hémodynamique évoquée suite a la stimulation, figurée par des rectangles noirs.

Deuxiemement, ils ont mesuré le signal Doppler en  resting -state pendant 10

minutes parfuSde FHVY UpJLRQV KRPRORJXHV FRQWURODWpPUDOHYV
contrble. Les signaux mesurés sont composeés de fluctuations temporelles basses

fréquences, hautement corrélées et en phase, au contraire de la région contrble

GRQW OH VLJQDO Q artduwdes DauxRrRtgs)(figure 17 & HVW FH TX -RCQ
appelle la connectivité fonctionnelle (CF). Ces résultats sont cohérents avec les

études BOLD.
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Mise en évidence de la connectivité fonctionnelle entre deux aires corticales
controlatérales homologues. ( $ ,GHQWLILFDWLRQQ GHVY DLUHV FpUpEUDOHY GX SO
j O-$WODV GX FHUYHDX GH UDW GH 3D[LQRYV :DWVRQ % /HV GHXJ[ DL
rouge, droit en bleu) supposées étre corrélées fonctionnellement et une aire contréle du ¢  ortex
cingulaire secondaire (CG2, en vert) supposée ne pas étre corrélées aux deux précédentes. (C)
Fluctuations spontanées du PW des deux aires homologues controlatérales, les signaux sont
IRUWHPHQW FRUUpOpV ' JOXFWXDWLRQV ricale @MWLDdaycHeV(c@ibe3: GH O-Dl
URXJH HW GH O-DLUH FRQWU{OH FRXUEH YHUWH OHV VLIQDX[ VRQW

$ILQ G-DYRLU XQH YLVLRQ SOXV JOREDOH GH OD &) GDQV W
G -L QW Re&pgioN Of Interest , ROI) est choisie comme régi on «source » («seed

region »). Le calcul du coefficient de corrélation entre cette région source et toutes

les autres ROI va permettre de construire une matrice de corrélation. Les autres

ROI sont obtenues par superposition de la carte vasculaire Doppler avec le plan
correspondant de l'atlas de Paxinos. Les ROls sont placées dans le méme ordre en

entrée des lignes et des colonnes. On obtient donc une matrice antisymétrique. Ces

matrices permettent de comparer l'activité des ROIs entre elles. Non seulement le

fUS a pu reproduire les résultats obtenus dans les études IRMf mais en plus ils

ont mis en évidence d'autres patterns de CF.

1.46. /LPLWH GH O-LPDJHULI®O XGWUDYVIRDRUBDQVFUKkQLDOH

/IHV RV GX FUkQH FKH] O-DGXOWH IRUPHQu#a3¥oQs REVEWDFOH D
cerveau OH IURQW G-RQGH HVW GplIRUPp HW OD UHFRQVWUX
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SHXW FHSHQGDQW SODFHU OD VRQGH VXU OHV WHPSHV R« (
HW GHV PpWKRGHY GH FRUUHFWLRQ G:DZZF WMal@daNMduRQV RQW
DXMRXUG-KXL OD UpVROXWLRQ Q-HVW SDV VXIILVDQWH SRX
La barriére que constitue la boite cranienne pour le passage des ultrasons est a la

base GX GpYHORSSHPHQW GH O:-LPDJHULH XOWUDVRQRUH S
chapitre 3 et appliquée au chapitre 4.

1.5. Objectifs de la These

I1RWUH GpPDUFKH JOREDOH V:LQVFULW GDQV O-XWLOLVDW
WDQW TX-LPDJHULH IR QF Wé, R&)@HQReH bierRoluQ 1B fdis
temporellement et spatialement et peu colteuse. Par ces travaux, nous esperons
SDUWLFLSHU DX WUDQVIHUW GH FHWWH PpWKRGH G:LPD
utilisation de routine en clinique. Le caractere portable d es ultrasons laisse
SUpvDJHU HQ HIIHW OD SRVVLELOLWp GH PHWWUH DX SRLQ
IDFLOHV G:-DFFqV HQ FOLQLTXH SRXU pYDOXHU GH SRVV!
neurovasculaire ou encore des altérations de la connectivité fonctionne lle entre

régions cérébrales. Pour cela, nous avons mesuré les variations du volume sanguin

par fUS cérébral pour caractériser la fonction neurovasculaire dans le cadre de

GHX[ pWXGHV [/-XQH SRUWH VXU O-DOWpUDWLRQ SKDUPD
fonctio QQHOOH SDU GX FDQQDELV GH VI\QWKqVH OD VHFRQ
SDWKRORJLTXH GH FHWWH FRQQHFWLYLWp GDQV XQ PR
SV\FKRWLTXHVY HW O-REpVLWp VRQW GHX[ H[HPSOHV UH
chroniques directement liées a nore PRGH GH YLH DFWXHO &-HVW SiI
recherche de biomarqueurs permettant de détecter précocement ces affections est

un enjeu de santé publique.

&HSHQGDQW FH W\SH G-H[SORUDWLRQ Q-HVW SDV HQFRUH
QRXV O:-DYRQV Ycfaniéanime dsRpeW perméable aux ultrasons et cela
FRQVWLWXH OH IUHLQ PDMHXU j O-XWLOLVDWLRQ GX 186 |
GHX[LqPH SDUWLH QRXV DOORQV GRQF H[SORUHU O:-xLO H\
En effet, celle -ci est partie intégrante du systéme nerveux central et présente
O-DYDQWDJH FRQVLGpUDEOH G- rWUH DFFHVVLEOH 1RXV DY
H[SpULPHQWDO GH 186 RFXODLUH VXU XQ PRGgOH GH UDW
neurovasculaire rétinien. Une stimulation lumineuse brév e nous a permis
G-RSWLPLVHU QRWUH PpWKRGRORJLH GDQV OH EXW G-H|\
permettant de caractériser la réponse hémodynamique rétinienne. Dans le méme

WHPSV QRXV SHQVRQV TX-HOOH VHUD IDFLOHPHQW DSSOLI
Par ailleurs cette application clinique devra respecter les canons de la FDA ( Food

and Drug Administration ).
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'DQV XQH GHUQLgqUH SDUWLH FH GLVSRVLWLI HVW DSSOLT X
ODODGLH G:-$O]KHLPHU /-REMHFWLI SULQNWAligd @GotrpWDQW G
dispositif en discriminant les animaux malades des animaux sains par ces mémes

parametres de la réponse hémodynamique rétinienne.
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Chapitre2. (WXGH GH O-$OWpUDWLRAQ
Imagerie fUS Cérebrale

'DQV FH FKDSLWUH QRXV QRXV LQWpUHVVRQV |j O:DO
neurovasculaire chez la souris obése par imagerie fUS cérébrale. Le modéle
G-REpVLWp HVW LQGXLW SDU XQ UpJLPH ULFKH HQ JUDLYV
pathologies associées sontenfRUWH FURLVVDQFH j O-pFKHOOH PRQGLEL
est comparable a une pandémie GRQW O:-LPSDFW VRFLpWDO QH FHVV
notamment dans les pays en développement. /-DQDO\WH GHV ELRPDUTX
vasculaires pourrait permettre une prévention plus efficace /-LPDJHULH 186
préclinique aide a mieux comprendre les mécanismes de cette altération.

21. (WXGH GH O-2EpVLWp

Dans cette étude QRXV DOORQV WHQWHU GH de tavigidtied O-DOW
neurovasculaire induite par une stimulation, dans un modéle pathologiq ue
G-REpV&LMW WUDYDX[ RQW pWp UpDOLVpV HQ FROODERUDW
Gurden du Laboratoire de Biologie Fonctionelle et Adaptative de Paris.

2.1.1. Contexte

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, en 2016, 39 % des adultes agés de 18

ans et plus étaient en surpoids et 13 % étaient obéses 1. Cela signifie que l'obésité

a presque triplé dans le monde depuis 1975 et peut donc étre qualifiée d'épidémie
mondiale croissante 1. La figure 18 PRQWUH O-DXJPHQWDWLRQ VXEVWI
SUpYDOHQFH GH O-REpVLWp GDQV 20H4. R @&8ddies! QW UH
transmissibles (MNT), notamment les maladies cardiovasculaires, le cancer et le

diabéte sucre, sont responsables de plus de 70 % des déces précoces dans le monde,
représentant ainsi la principale cause de mortalité et d'invalidité p rématurée 1.
L'obésité est un facteur de risque majeur pour ces maladies. De ce fait, elle est
associée a une diminution de I'espérance de vie entre 5 et 20 ans selon la gravité

de l'affection et comorbidités 2.

L'OMS définit I'obésité comm e une accumulation excessive de graisse susceptible

GH QXLUH j OD VDQWp HW HVW GLDJQRVWL TXIpHaps§ DUW LU
fondamentale de I'obésité est un déséquilibre énergétique a long terme entre trop

de calories consommeées et trop peu de calories dépensées. Au cours de I'évolution,

les humains et leurs prédécesseurs ont dd survivre a des périodes de dénutrition ;

par conséquent, la pression de sélection a trés probablement contribué a

'apparition d'un génotype fa vorisant la suralimentation, la faible dépense
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énergétique et l'inactivité physique. Les humains qui pouvaient supporter de plus
longues périodes de famine et qui pouvaient stocker et mobiliser I'énergie plus
efficacement ont pu se reproduire davantage que ceux qui n‘avaient pas ces
adaptations, ce qui a entrainé une surreprésentation des variantes génétiques
favorisant la capacité a manger plus rapidement et a développer plus efficacement
les réserves d'énergie dans le tissu adipeux 3. Ce n'est qu'au cours de ces dernieres
années que la suralimentation est apparue comme une menace pour la santé plus
importante que les conséquences de la dénutrition. Les personnes qui meurent de
surpoids et d'obésité sont aujourd'hui plus nombreuses que celles qui souffrent de
sous-nutrition 1.

3R XUFHQW D JtelsvdéGni®ddriime obéses par pays en 1975 (haut) et en 2014
(bas) /D SURSRUWLRQ G-DGXOWHV REqVHV D GUDVWLTXHPHQW DXJPHQW
SURYLHQQHQW GH 0-206

/IRLQ GH VH OLPLWHU j OD SULVH GH SRLGV O:-RimpVLWp H
ensemble de troubles connu sous le nom de syndrome métabolique, entrainant une

UpSRQVH LPPXQLWDLUH HW O-LQIODPPDWLRQ GH QRPEUHX]
tissu adipeux etle SNC 4 $X VHLQ GX 61& O:-K\SRWKDODPXV HVW OLC
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FULWLTXH SRXU OD UpJXODWLRQ GH O-KRPpRVWDVLH pQHUJ
réalisées les premieres expériences de lésions hypothalamiques, révélant que les

altérations de cette zone entrainaient des modifications du comportement

alimentaire dans différents modeles animaux 56, Par conséquent, I'attention s'est

longtemps porté e sur I'hypothalamus. En effet, celui -ci abrite le noyau arqué dont

OH U{OH HVW FHQWUDO SRXU OD UpJXODWLRQ "GX SRLC
L'inflammation hypo thalamique induite par un régime riche en graisses dérégule

I'noméostasie énergétique, entrainant une résistance a l'insuline, une intolérance

DX JOXFRVH DLQVL TXH O-DSSDULWLRQ HW 70ChePIPSL QWLHQ

SDWLHQWYV REqVHV O0O-,50 PHW HQ pYLGHQFH X@H JOLRV
Récemment, il a été démontré que la neuroinflammation liée a l'obésité affecte

aussi d'autres structures cérébrales telles que I'hippocampe, le cortex, ou

I'amygdale.

Ce désquilibre métabolique induit une altération de la régulation de la pression
artérielle qui se traduit par un risque accru de maladies métaboliques (diabéte de
type Il et maladie du foie gras), cardiovasculaires (hypertension, infarctus du
myocarde, AVC), rénales chroniques, muskulosquelettiques (ostéo -arthrite), et de
certains types de cancers (du sein, des ovaires, de la prostate, du colon) °. Par
conséquent, l'obésité et ses comorbidités sont des enjeux de taille pour les
politiques de santé publique et représentent un champ d'intérét m  ajeur pour la
science fondamentale et la recherche clinique.

En outre, I'obésité a été associée a une augmentation de la fréquence des troubles

du systéme nerveux central tels que la dépression et l'altération des fonctions

cognitives. En 2011, deux étudesontmontré qu - XQ ,0& p O ifigu #eQuie (40-

59 ans) était un facteur de risque majeur de développer une démence plus tard 1011,

En effet, i | existe de plus en plus de preuves épidémiologiques et expérimentales

gue l'obésité en milieu de vie a des effets délétéres sur le cerveau et la fonction

cognitive 12, Par exemple, I'étude Whitehall Il a démontré que I'obésité au début de

la quarantaine est associée a une baisse des fo nctions exécutives et des scores au

Mini -Mental State Examination, ainsi qu'a une altération de la mémoire, des

capacités et des fonctions exécutives plus tard dans la vie 13, Des progres

significatifs ont été ré alisés dans ce domaine de recherche au cours de la derniére

décennie, et l'opinion émergente est que l'altération complexe de la fonction

endothéliale cérébromicrovasculaire, qui entraine une altération du CNV et une

réduction du CBF, une perturbation de | a barriere hémato -encéphalique et une

raréfaction capillaire, joue un réle essentiel dans la genése du dysfonctionnement
cognitifinduit par I'obésité 4 5pFHPPHQW XQ QRPEUH FURLVVDQW G:-pV
aux effets des Acide Gras Poly-,QVDWXUpV $*3, HW &R&VDPPHQ)
docosahexaénoique (DHA), un AGPI a longue chaine, sur les fonction cogn itives et

OD PDMRULWp G-HQWUH HOOH GpFULYHQW GHV HIIHWV EpQ|
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2.1.2. Etude de la fonction neurovasculaire chez un modeéle de souris obése
par fUS

Dans cette étude, nous nous sommes intéresssés au double impact du
YLHLOOLVVHPHQW HW GH O-REpVLWp VXU OH &19 3XLV Q
supplémentation du régime gras en Oméga 3. Pour cela, nous avons mesuré par

fUS la réponse neurovasculaire da ns le cortex en tonneau évoquée par une
VWLPXODWLRQ GHV YLEULVVHV FKH] XQ PRGqOH GH VRXULV
un régime alimentaire a tres haute teneur en graisses. Le protocole inclus des

mesures a différents ages et donc apres différentes durées de régime gras.

2.1.2.1. Modéle Animal

Le modéle de souris C57BL/6J est un modeéle particulierement approprié pour
reproduire les troubles métaboliques humains qui sont observés dans l'obésité 1516,
Lorsqu'elles sont nourries ad /ibitum avec un régime riche en graisses ( High Fat
Diet, HFD), ces souris présentent une obésité, une hyperinsulinémie, une
hyperglycémie et une hypertension. En revanche, les groupes témoins nourris  ad
libitum avec de la nourriture normale (Chow Diet, CD) ne développent aucune
anomalie métabolique 16.

Cette étude a été approuvée par le comité local de protection des animaux (Comité
G-pWKLTXH HQ PDWLqUH G:-H[SpUIEEAN QQWBWRWOVGIIEPDOH Qf
de Paris) dans le cadrede | - D F F R OEB-Q4f2018. Tous les soins et les expériences
sur les animaux ont été réalisés conformément a la directive européenne 86/609/
concernant les soins et I'utilisation des animaux de laboratoire. Les expériences
ont été réalisées sur des souris C57B 1/6J males (recues a I'adge de 5 semaines ; 20 -
25 g ; laboratoires Janvier, Le Genest -St-Isle, France). Les animaux sont gardés a
cing par cage avec une litiere stérile, un  acces ad libitum a une nourriture standard
(Aliment complet entretien A04, 2791 kCal /kg, Safe, Augy, France) et a de I'eau du
robinet dans un environnement contrélé (22 + 2°C, 50 + 5% d'humidité relative,
alternance de cycles lumiére/obscurité 7h/19h, 19h/7h). A I'age de 6 semaines, les
souris sont réparties en deux groupes de régimes ali mentaires : un groupe HFD
(HF230 diet, 5317 Kcallkg, Safe, Augy, France) recevant un régime riche en
graisses en plus du régime standard et un groupe contrble recevant régime
standard CD.

Nous avons réalisé deux seéries d'expériences. Dans la premiere séer LH TXH O:-RQ
appellera « (I THW GH O-+)' DX FRXLNs enknadkH&nsdivisés en cing
groupes, en fonction du temps passé sous régime riche en graisses (HFD). Dans le
premier groupe, les souris sont agées de 7 semaines et ont eu 1 semaine de régime
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CD ou HFD (AW, CD n =5, HFD n = 8), dans le second groupe, les souris sont agées
de 8 semaines et ont eu 2 semaines de HFD ou CD (groupe 2W, CD n =5, HFD n

= 8), dans le troisieme groupe, les souris sont agées de 9 semaines et ont eu 3
semaines de HFD ou CD (groupe 3W, HFD n =9, CD n = 9), dans le quatrieme

groupe les souris sont agées de 4 mois et ont eu 2 mois de HFD (groupe 2M, CD n

=7, HFD n = 11) et dans le cinquieme groupe les souris sont agées de 12 mois et
ont eu 10 mois de HFD (groupe 10M, CD n = 8, HFD n = 6). Les groupes sont
résumeés dans le tableau 1.

Tableaul. *URXSHV GH OD VpULH (IIHW GH O-+)' DX FRXUV GX WHPSYV

'‘DQV OD GHX[LgPH VpULH G H[SpPpULHQFHYSDEW G-KQHD :*
supplémentation en Oméga 3 » , a I'age de 5 semaines, les souris ont été réparties

en trois groupes de régimes alimentaires différents. Au moment des
expérimentations, les souris sont agées de 4 mois et ont suivi 2 mois de régime. Le

premier groupe a été soumis a un régime standard , servant de contréle (CD, n =

8), le deuxieme groupe a été soumis a un régime riche en graisses (HFD, n = 7) et

le troisieme groupe a été soumis a un régime riche en graisses complété par des

oméga 3, (HFD + DHA, n = 7). Les groupes sont résumés dans le tableau 2.

Tableau 2. Groupes de lasérie ,PSDFW G- XQH VXSSOpPHQWDWLRQ HQ 2PpJD

2.1.2.2. Phénotypage Metabolique
6 souris de chaque groupe ont passé une écho-IRM pour déterminer leur

composition corporelle (EchoMRI -900, Echo Medical Systems, Whole Body
Composition Analyzers , Houston, TX). Leur poids a été mesuré chaque semaine
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bY

tout au long de l'étude. Les animaux ont été habitués a une manipulation
guotidienne. Les tests de tolérance au glucose par voie orale (OGTT) sont réalisés
apres 5 heures de je(ne. L es souris recoivent du glucose (1g/kg) par gavage oral et
la glycémie est monitorée a l'aide du Glucofix Premium Lector (A. Menarini
diagnostics, Rungis, France) pendant 120 minutes. Les taux d'insuline
plasmatique sont quantifiés a l'aide d'un test ELISA de Christal Chem a partir
d'échantillons de sang prélevés pendant le test. Les tests de tolérance a l'insuline
(ITT) sont réalisés apres 5 heures de jelne (0,5 Ul/ kg, Novo -Nordisk, La Défense,
France) et la glycémie est mesurée jusqu'a 45 min, selon le mé me protocole que
'OGTT.

2.1.2.3. Protocole Expérimental

Les acquisitions fUS ont été réalisées sur 98 souris C57BL/6 ( réparties comme
décrit dans la section animaux). Les expériences ont été réalisées de maniére non
invasive a travers la peau et le crane intacts. Les animaux  sont anesthésiés par
injection intramusculaire d'un cocktail de chlorydrate de kétamine (80 mg.kg -1) et
de xylazine (16 mg.kg-1). Le niveau d'anesthésie est ajusté si nécessaire tout au
long de I'expérience. La température corporelle est contrélée par une sonde rectale
et maintenue a 37 = 0,5 °C par un tapis chauffant.

6HW 8S ([SPULPHQWDO SRXU O-(WMWCNGpar@s .QA)ROMMpa&IBWLRQ G
15MHz est placé sur la téte de la souris préalablement rasée, au -dessus du plan contenant le cortex
en tonneau a la coordonnée Bregma -1.7mm. Un stimulateur fabriqué sur mesure portant un coton -
tige est piloté par Arduino pour délivrer une stimulation des vibrisses a 2Hz. (B) Plan coronal a la
coordonnée Bregma-1.7mm comportant le S1BF.

Une acquisition consiste en une ligne de base de 60s suivie de cing essais successifs.
Chaque essai consiste en une stimulation de 30 secondes a 2 Hz (ON), suivie de 60
secondes de récupération (sans stimulation , OFF), pour un total de 510s par
animal. Les acquisitions sont effectuées sur un prototype de scanner ultrasonore
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ultrarapide de recherche avec le logiciel Neuroscan (ART Inserm U1273 &  Iconeus,

3bUuLV )UDQFH /| HQVHPEOH GHV YLEULVVHV GURLW HVW
stimulation est délivrée par un coton-tige porté par un servomoteur et contrélé par

une carte Arduino Uno interfacée avec le systéme d'imagerie par un signal TTL

afin d e synchroniser le schéma de stimulation avec la séquence d'imagerie.

2.1.2.4. Séquence Ultrasonore

Comme illustré sur la figure 19.A X QH IRLV O-DQLP,0 éstpadd sSWMuKp VLp
cadre stéréotaxique pour stabiliser sa téte. Les acquisitions d'imagerie ultra ~ sonore
sont réalisées a travers la peau et le crane intacts avec une sonde ultrasonore de
15 MHz (128 éléments, fréquence centrale de 15 MHz, résolution spatiale de 100 x

[ P2, Vermon, Tours, France). Du gel de couplage est déposé sur la téte de la
souris et la sonde est placée afin d'imager le plan coronal & Bregma - 1,70 mm
comprenant le cortex en tonneau (S1BF, Primary Somatosensory Cortex Barrel
Field, figure 19.B). Le transducteur est connecté a un imageur fonctionnel
prototype (ART Ultrasons Bioméd icaux, Paris, Iconeus, Paris, France).

Chaque image Doppler est formée a partir de 200 images filtrées par SVD (cadence

d'imagerie de 500Hz), elles -mémes constituées de 11 sous-images d'ondes planes

angulées (de -10° a 10° par pas de 2°, PRF 5.5kHz). L'ac quisition d'une image

'RSSOHU GXUH GRQF PV &KDTXH SL[HO GH O:-LPDJH ILQD
fait 100x100 im2 GDQV OH SODQ G-LPDJHULH /-pSDURPVHXU GX SO

2.1.2.5. Traitement des données

Les images Power Doppler filtrées de chaque animal o nt été recalées par rapport
a une souris de référence de maniére a pouvoir les moyenner. Pour chaque souris,
nous avons calculé I'évolution temporelle du CBV relatif (rCBV), afin d'éliminer la
variabilité interindividuelle de la perfusion cérébrale. Nous avons défini le rCBV
comme le pourcentage de changement par rapport a la ligne de base initiale de 60s.

3RXU FKDTXH DQLPDO OHV FDUWHV G DFWLYDWLRQ VRQW
décrite dans le chapitre 3. L'analyse des données a été effectuée sous Ma tlab

(MATL AB R2018a, Natick, Massachusetts: The MathWorks Inc. ). La matrice de

conception utilisée pour détecter I'activation corticale spécifique a la stimulation

des moustaches n'incluait que le modele de stimulus comme régresseur. Les cartes

SPM sont générées pour chaque session. Les pixels considérés comme
statistiguement significatifs sont ceux pour lesquels p < 0.05 aprés correction de

Bonferroni pour les comparaisons multiples. Les pixels répondant aux critéres

définis ont alors été considérés comme activés. Pour chaque animal, une carte

d'activation affichant le z -score des pixels activés et une carte |CBV affichant le
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rCBV des mémes pixels ont été produites et superposées sur l'image Doppler
moyenne en échelle de gris correspondante. Les cartes d'ac tivation moyennes ont
été obtenues aprés recalage et calcul de la moyenne de ces cartes au sein des
groupes.

Pour chaque animal, le décours temporel du CBV a été calculé a partir d'une boite
de 7*7 pixels centrée sur le pixel de z -score maximal de la carte d'activation, aprés
application d'un filtre médian & la carte z. Les séries temporelles des pixels de la
boite ont été moyennées spatialement et temporellement pour obtenir un essai
moyen par session (c'est-a-dire par animal). Ensuite, les essais moyens ont été
moyennés au sein des groupes. Les valeurs finales de rCBV pour l'analyse
statistique correspondent a la variation moyenne en po urcentage des 20 dernieres
secondes de stimulation par rapport a la ligne de base initiale de 60 secondes.

2.1.2.6. Tache de Reconnaissance de Texture

$ILQ G-pYDOXHU OD VHQVLELOLWpP GHV YLEULVVHV FKH] OH
saines, nous avons adapté | a tdche de reconnaissance de texture développée par

Wu et al.1” La cage de test mesure 30 cm 3. Une caméra est fixée sur le dessus de la

cagH SRXU HQUHJLVWUHU OHVY PRXYHPHQWY GH OD VRXULV

a la cage avec la caméra visible pendant 15 minutes, deux jours consécutifs, et a

été testée le troisieme jour. Le jour du test, deux pans adjacents de la cage sont
WDSLVVp\paper Xde verre de couleur rouge (8cm x 3cm). Le schéma

d'exploration est le suivant : 2 minutes d'exploration de deux textures identiques

lisses ; 2 minutes de repos dans la cage d'origine ; 2 minutes d'exploration de deux
WH[WXUHYV GLIIpUWWDW HVD&WWH WAIXHXVH /H GHQVLWpP GHV
de verre rugueux était 3 fois plus élevée que celle du papier de verre "lisse".

SHQGDQW OHV SKDVHV G-KDELWXDWLRQ HW GH WHVW OD F
pendant 5 minutes entre chaque so uris. Le temps d'exploration pour chaque papier

de verre a été calculé manuellement a l'aide du logiciel Kinovea. Pour compter le

WHPSV G-H[SORUDWLRQ RQ FRQVLGqUH TXH OD VRXULV H
trouve a 2cm ou moins de celle -ci.

2.1.2.7. Analyse Statistique

Les résultats du phénotypage métabolique et de la tache de reconnaissance de
texture sont exprimés en moyenne + erreur standard de la moyenne (SEM). Aprés
validation de la distribution normale par un test de Shapiro -Wilk, l'analyse
statistiqu e pour les comparaisons intergroupes a été réalisée sous XLSTAT ou
GraphPad Prism en utilisant les tests suivants : phénotypage métabolique, test de
Student non appari €, ANOVA a deux voies (glycémie x temps) suivie d'un test post -
hoc de Bonferroni ou de Tu key pour les comparaisons deux a deux. Pour l'analyse
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comportementale, I'exploration intra -groupe a été testée par un test de Wilcoxon
tandis que les données intergroupes ont été comparé es par un test de Mann -
Whitney.

/IHV UpVXOWDWYV GH O :LRmiteésleh kant e MEByENWE + écart -type
(SD). Apres validation de la distribution normale par un test de Shapiro -Wilk,
l'analyse statistique pour la comparaison intergroupe a été effectuée dans
GraphPad Prism, suivie d'un test de Student non appari¢ oud 'une ANOVA a sens
unique avec un test post -hoc de Bonferroni.

Les différences entre les groupes sont considérées comme significatives lorsque la
valeur p<0,05, sauf pour les comparaisons multiples ou la valeur p a été ajustée
comme il se doit. Dans les fi gures, les degrés de significativité sont indiqués par *
p-value<0,05 ; ** p -value<0,01 ; ** p -value<0,001 ; *** p -value<0,0001.

213. 5pVXOWDWY GH O:(IIHW GH O-+)' DX FRXUV GX WHPS

2.1.3.1. L'imagerie fUS revele une altération précoce de la réponse
hémodynamique ev oquée chez les souris obéses

La figure 20 PRQWUH OHV UpVXOWDWYV G-DFWLYDWHf&8Qe IRQFWLF
O-+)" DX FRXUV GXobWrad @&Wimagerie fUS pour chaque groupe. Les

FDUWHV G-DFWLY DWIOBQcoiréspanttavites pouriéesi & nimaux HFD et

les animaux contrbles de méme age, pour chaque groupe montrent une nette

activation dans le S1BF gauche (controlatéral a la stimulation des vibrisses) pour

tous les groupes (figure 20.a).
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Caractérisation des réponses neurovasculaires induites par la stimulation des
vibrisses des cing groupes 1W, 2W, 3W, 2M et 10M. (a, b) &DUWHYV G D& Bvdghh® W, RQ.
Les pixels activés (couleur s chaudes) sont affichés sur | a vascularisation cérébrale (échelle de gris).
(a) La carte d'activation moyenne montre les pixels significativement activés apres stimulation des
vibrisses droites (30 s ON, 60 s OFF, 5x) chez les souris anesthésiées. Les cartes ont été obtenues
SDU O D SGlWRakd€ dorrection de Bonferroni pour la correction des comparaisons multiple s.
Les Z-scores (codés en couleur) sont superposés a l'image Doppler. Barre d'échelle = 2 mm. (b)
Cartes |U&%9 PR\H/QDWVRFLpHV DX[ FDUWHDWP SOD PWXIGHD BHRID UpSRQVH HVV
couleur, du bleu foncé (amplitude nulle) au rouge G-DFWLYDWLRQ S DaselhB)SEaReUW | OD
d'échelle = 2 mm. (c) Boxplots du CBV relatif calculé durant les 20 derniéres secondes de la
stimulation. (d) Boxplots du nombre de pixels activés. (t-test non apparié ou test de Mann -Whitney
en cas de non-normalité, valeur p < 0. 05)

2Q REVHUYH TXH OH WUDLWHPHQW GH O-LQIRUPDWLRQ GH
O-DFWLYDWLRQ HVW FLUFRQVFUWiMAgd db dné Reb ikhfesldg WRQQH
gris, est l'image vasculaire transcranienne correspondante. Les cartes de |CBV
SHUPHWWHQW GH YLVXDOLVHU O:DPSOQChézXe6 ¢toupés D UpSRQ
HW :actyation est intense a la fois pour les groupes contrbles et pour les

groupes HFD. A partir de 3 semaines de HFD (groupe 3W) on observe une

dimi QXWLRQ GH O-DPSOLWXGH GH OD UpSRQVH HW GH OD W
comparaison aux ages precédent mais on observe aussi une différence « intra -age »

entre les groupes contrdles et HFD. Pour chaque groupe, n ous avons quantifié
O-DPSOLWXGBpSE8RAVIHDGDQREV OD |RQH DFWLYpH HWBYD WDLOC
correspond j OD GLIIpUHQFH HQWUH O-DPSOLWXGH PR\HQQH VXU
de la stimultaion et la ligne de base. On compte le nombre de pixels activés (#

activated pixels) pour comparer OD WDLOOH GH OD J]RQH G-DFWLYDWLR
tests statistiques sont montrés sur la  Figure 20. b. A 1 semaine et 2 semaines, on
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Q-REVHUYH SDV GH GLIIpUpQFH HQWUH OHV VRXULV FRQV
VHPDLQHY OD GLIIpUHQ F Ha &pbn€e &SPnete@nsddEnihuéhez
les souris HFD comparées aux souris controles, et la taille de la zone activée est
LQIpULHXUH &HWWH GLIIpUHQFH VH PDLQWLHQW | PRLV S
OD WDLOOH GH O-DFWLYDWLRQ WSUHRLOWIGHLBPDQL\qDHSY
GLIIpUHQFH G-DFWLYDWLRQ HQWUH OHV VRXULYVY REqQVHV HW

Caractérisation des décours temporelsduCBY UHODWLI G- -XQ Haybdadur® R\HQ

temporels moyen de la zone activée et moyenné sur cing essais conséc utifs de 30 s ON (2 Hz) et 60

s OFF. L - D S O D WhditjuelLl&/ stimulation et les courbes en transparence définissent I'écart  -type.

Les variabilités infra -JURXSH GH | U & % 9esSli8 Q@ 83 @a&\stimulation sont montrées dans

des vignettes sur chaque courbe . (b, ¢, d) Impact du vieillissement sur le CBV. (b) Pentes de montée

du signal calculé es sur les 5 premiéres s econdesde stimulation sur les souris témoins (b, gauche)

et les souris HFD (b, droite). (c) |U& % 9 S H Q& DAAVEO0 s de stimulation des souris témoins (c,

gauche) et des souris HFD (c, droite). (d) CBV au repos calculé sur le signal Doppler total pendant

les 60 premiéres s des souris témoins (d, gauche) et des souris HFD (d, droite). Les  courbes montrent

la moyenne + SD (ANOVA a sens unique suivie d'un test multiple de Bonferroni, valeur p < 0. 05).

I1RXV DYRQV HQVXLWH UHJDUGpP O-LQIOXHQFH GH O:-kJH VXU
Les décours temporel des essais moyens de chaque groupe sont montrés sur la
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figure 21.a (Q SOXV GH O-DPSOLWXGH GH OD UpSRQVH QRXV (C
la pente de la réponse hémodynamique lors des 5 premieres secondes de
VWLPXODWLRQ HW DX[ YDOHXUV EDVDOHV GH &%9 1RXV DY
SDUDPQWUHYV DY Hdnc@Qvéclle dure®/duGrégime HF ou standard. Les

analyses statistiques sont montrées sur la figure 21 b, ¢ et d. Chez les souris
FROQWU{OHVY RQ REVHUYH XQH GLPLQXWLRQ GH OD SHQWEF
EHDXFRXS SOXV PDUTXp FKH] OfYdyRredliddemerR Bapld vV /- H
Q-DYRLU DXFXQ LPSDFW VXU O-DPSOLWXGH GH OD UpSRQVH
contrbles alors que chez les souris obéses on observe une diminution substantielle

GH O-DPSOLWXGH j SDUWLU GH VHPDL @BWY diniHlntY DOH XUV
légérement avec le vieillissement chez les groupes contréles, chez les groupes

obeses on observe a nouveau une difféerence marquée qui apparait a 3 semaines.

Ces résultats suggerent que I'hyperémie fonctionnelle des souris HFD est altérée

par des mécanismes similaires a un vieillissement prématuré.

2.1.3.2. Les altérations métaboliques apparaissent a 3 semaines de HFD

Résultats du Phénotypage Métabolique des animaux HFD et contréles CD. (a)
Chronologie du déroulement des tests. (b) Poids (¢) Composition corporelle : répartition des masses
grasses et maigres (d) Glycémie a jeun (e) Test de Tolérance au Glucose (OGTT) (f) Test de
7ROpPUDQFH j O-,QVXOLQH ,77
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Les résultats des tests métaboliques ( figure 22) montrent la chronologie des
GpUpJXODWLRQV PpWDEROLTXHYV LQGXLWHY SDU OH UpJLPI
G T XQH L @ésistanceeRtre 2 semaines et 3 semaines de régime HF. L'insulino -

résistance est un facteur essentiel dans la définition du diabet e chez I'étre humain,

chez la souris on ne parle que de pré-diabete car le pancréas ne s'épuise pas comme

chez I'étre humain. A 3 semaines les souris HFD sont donc pré -diabétiques. Le test

de tolérance au glucose confirme cette dérégulation métabolique su rvenant a

partir de 3 semaines de régime gras.

2.1.3.3. Résultats Comportementaux

Résultats HQ FR XUV G db @Qaohe/de discrimination de texture pour les
groupes 3W (a) 2M (b) 10M (c).

Les résultats comportementaux préssentés ici ( figure 23) sont encore en cours
G-DQDO\WH SRXU OH JAZRrR%iSde HFDR &ldrd/que le métabolisme et la

fonction vasculaire des souris sont fortement altérés en comparaison au controle,

QRXV Q-REVHUYRQV DXFXQ GplLFLW FRPSRUWHPHQWDO $
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REqQVHVY SUpVHQWHQW XQH GLPLQXWLRQ VLJQLILFDWLYH
nouvelle texture en comparaison aux contréles.

2.1.3.4. Discussion

A 2 semaines, plusieurs facteurs métaboligues commencent a ne plus étre régulés

mais c'est I'apparition de la résistance a l'insuline a 3 semaines qui distingue le

profil métabolique des souris HF D entre 2 et 3 semaines. (Q HIITHW O-DXJPHQWD\
du tissu adipeux dés 2 semaines entraine la libération de quantités importantes

de cytokines pro -inflammatoires qui entrent dans | a circulation sanguines et sont

"distribuées” dans I'organisme. Cela induit une réaction inflammatoire de tous le S

tissus (foile, pancréas, intestins, etc.) ainsi que du cerveau, fortement et
précocement. La neuroinflammation touche tres rapidement les cellules de
I'nypothalamus qui sont sensibles a linsuline et qui rég ulent normalement

I'hnoméostasie énergétique en général et la glycémie en particulier. A 3 semaines

apparait donc une insulino -résistance induit e par la neuro-inflammation, qui

amplifie elle -méme grandement cette neuroinflammation. En temps normal, les

récepteurs de l'insuline protégent les neurones, les cellules gliales et les cellule s
endothéliales constituant les vaisseaux sanguins de l'inflammation. Ce «jeu de

domino » est bien connu dans la littérature mais | QRWUH FRQQDLVavVDQFH |
premiére fois TX-XQH DOWpUDWLRQ YDVFXODLUdNBIX§EYAUrS UpFRFH
de l'obésité.

2.1.4. 5pVXOWDVP® BHNOG - XQH VXSSOpPHQWDWLRQ HQ 2Pp.

Récemment, OHV pWXGHV PRQWUDQW XQ HITHWOBmB@E @B/ suFr XH G-XQ
les fonctions cognitives se sont multipliées. Nous nous sommes donc intéressés a
O-HIIHW G-XQ UpJLPH JUDV HQULFKL '+$ VXU OD IRQFWLRQ °

2141 /HV 2PpJD SUpYLHQQHQ W ondiad Vésallaind/L R Q G H

Les cartes d'activation moyennes et les essais moyens corespondants sont montrés

sur la figure 24. Les résultats montrent une nette différence entre les souris HFD

et les souris HFD + DHA, en effet les souris HFD montrent une altéra  tion de leur

réponse hémodynamique évoquée par rapport aux contrbles alors que les souris

HFD + DHA ont une réponse similaire aux souris contréles. Ces observations sont
statistiquement significatives. Finalement, les Oméga 3 semblent protéger la

fonction YDVFXODLUH G- XQH DOWpPpUDWLRQ SURYRTXpH SDU XQ
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Impact de la complémentation alimentaire en O méga 3 sur l'activité vasculaire
fonctionnelle dans le Barrel Cortex . (a) Rappel du protocole expérimental. A partir de 6 semaines,
les souris sont séparées en 3 groupes nourris pendant 10 semaines avec un régime différent. Le
groupe contrble nourri avec le régime standard (chow diet), le groupe HFD et le groupe HFD + DHA
qui recoit le HFD et une supplémentation en oméga 3. Les souris sont  imagées a 4 mois. (b)
Superposition des pixels activés ( couleurs chaudes) sur la vascularisation cérébrale ( nuances de
gris). (c) Cartes moyennes de |U & % Borrespondantes. Barre d'échelle = 2 mm. (d) Décours
temporels moyen de la zone activée moyenné sur les cing essais consécutifs. L es courbes en
transparence définissent I'écart -type. (Moyenne + SD ; t-test non apparié ou test de Mann -Whitney
en cas de non-normalité ; valeur p < 0,05). (e) Boxplots du CBV relatif calculé durant les 20
dernieres secondes de la stimulation. (f) Boxplots du nombre de pixels activés. (t-test non apparié
ou test de Mann -Whitney en cas de no n-normalité, valeur p < 0. 05)

2142 5pVXOWDWV OpWDEROLTXHV GH O-,PSDFW G-XQ/
Oméga 3

Les résultats métaboliques de la série G-H[SpULHQFH pWXGLDQW O-:-LP

supplémentation en Oméga 3 sont montrés sur la figure 25. Les différences de
poids et de répartition des masses grasse et maigre montrent une différence
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VLIJQLILFDWLYH HQWUH OHV DQLPDX[ FRQWOYsOrégineG -XQ F{V
VSpFLILTXH JUDV HQULFKL RX QRQ HQ 2PpJD GH O-DXWU
différence entre les deux groupes ayant recu un régime spécifique. Cependant,

pour ce qui est des marqueurs métaboliques, il en va autrement  : que ce soit pour

OD WROpUDQFH DX JOXFRVH j O-LQVXOLQH RX OH VXLYL ¢
différence significative entre les animaux contrdles et les animaux ayant recu le

régime gras supplémenté en Oméga 3 (HFD + DHA). Mais les animaux ayant regu

le régime gras sans la supplémentation en Oméga 3 (HFD) montre des altérations

trés marquées et significatives pour ces trois tests en comparaison avec les deux

autres groupes (Controle et HFD+DHA)

Résultats Métaboliques pour la série ,PSDFW G:-XQH VXS SeDOmE@B DWLRQ
(a) Poids. (b) Comparaison de la masses grasse (c) Comparaison de la masses maigre (d) Test de
7TROpUDQFH DX *OXFRVH 2*77 H 7HVW GH 7ROpUDQFH j O-,QVXOLQH
temps.

2.1.5. Conclusion

Nos résultats montrent pour la premiéere fois une altération de la réponse
neurovasculaire tres précoce chez les souris nourries au HFD et sous -tendue par
GHVY GpUHJOHPHQWYV PpWDEROLTXHYVY W\A\SLTXHV GH O-REpVL)\
par le vieillissement 3RXU DOOHU SOXV ORLQ QRXV QRXV VRPPHYV
SURWHFWHXU GHVY DFLGHV JUDV SRO\LQVDWXUpV $*3, VXU
HITHW GH QRPEUHXVHV pWXGHV PRQWUHQW XQciHdIHW EpC
docosahexaénoique (DHA), AGPlI oméga-3 a longue chaine, sur les fonctions
cognitives. Les souris ayant recu un régime HFD supplémenté en  DHA ont une
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augmentation de laur masse corporelle et une répartition masse grasse/masse

maigre comparable a celle des souris obeses néanmoins leurs résul tats aux tests
meétaboliques sont comparables a ceux des souris controles. Il en est de méme pour

OHXU IRQFWLRQ QHXURYDVFXODLUH TXL Q-HVW SDV GLPLC
contrbles. Une supplémentation en Oméga 3 semble donc avoir un effet protecteur

sur la fonction neurovasculaire.

Ces résultats sont en accord avec plusieurs études de cohorte rapportant un effet

bénéfigue de la consommation de DHA sur le déclin cognitif et notamment la
GLPLOQXWLRQ GX ULVTXH GH GpYHORSSHU O&puPBBDGLH G-$
dans cette étude, il serait intéressant de voir si un tel régime pourrait induire une
UHYHUVLELOLWpPp GHV HIIHWV GpOpWqUHV G-XQ UpJLPH +)'

2.2. Conclusion du chapitre

&HWWH pWXGH GmpeReRo@riéhddasinpte: aec une tache évoquée permet de
FDUDFWpULVHU O -® fonstiptd agellare® cépadra® JUKFH j O-LPDJHULL
IRQFWLRQQHOOH XOWUDVRQRUH /-REpVLWp HVW XQH SDWI
et qui pese sur nos systemes de santé. /-pWXGH GH ELRPDUTXHXUV SHUP
G p W H F W H tlorodelx&sSffections le plus tot possible est un réel enjeu de santé

publique. La faible perméabilité de la boite cranienne aux ultrasons constitue la

principale limite de cette technologie pour son utilisation clinique comme modalité

de neuro-imagerie. Dans la suite de ces travaux, nous allons tenter de contourner

FH SUREOqPH HQ SURILWDQW GH O-xLO TXL RIIUH XQ DFFq
nerveux central : la rétine.
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OLVH DX 3RLQW GTXQ 2XWLO GY,PDJHULH 186 2FXODLUH

Chapitre 3. OLVH DX 3RLQW G:-XQ 2XWLC
fUS Oculaire

Les explorations décrites dans le chapitre précédent ne sont pas réalisables, a ce

MRXU FKH] O-KXPDLQ /D IDLEOH SHUPpDELOLWpP GH OD E|
FRQVWLWXH XQ IUHLQ PDMHXO L ODIMWWIOH VMBSV HRQFOLQLT Xt
FKDSLWUH QRXV FRQWRXUQRQV O-REVWDFOH GH OD ERLW
offre un acces direct & un tissu du systeme nerveux central : la rétine, qui présente
O-DYDQWDJH FRQVLGpPUDE OH lteasoig.UNHusDdEdrivbWsMdi B @nide D X[ X

DX SRLQW G-XQ GLVSRVLWLI H[SpULPHQWDO GH 186 RFXOD
G-pWXGLHU OH FRYXBWOWEDXIGIDQHKURPWLQLHQ HQ SUpFOLQLTXH
transfert en clinique dans le futur.

3.1. Imager la Rétine

3.1.1. Pourquoi : Un tissu Précieux Similaire au Cortex

&RPPH QRXV O-DYRQV YX HQ ,QWURGXFWLRQ OD UpWLQH I
central par son origine embryonnaire. Il en résulte de multiples similitudes avec
le cortex dont nous souhaitons tirer parti.

La rétine est composée de plusieurs couches de cellules neuronales spécialisées
interconnectées par des synapses. Les cellules ganglionnaires présentent toutes les
caractéristiques typiques des neurones du SNC avec un corps cellulaire, des

dendrites et u n axone. Les fibres du SNC sont protégées par les méninges, elles
HQYHORSSHQW O-HQFpSKDOH HW OD PRHOOH pSLQLgUH 'H
distingue la dure -PqUH O -DUDFKQRwW&¢! Lel Werf@iqeeLnd fait pas

exception, il est couvert de myéline et protégé par ces trois mémes couches.

/-HV S D F HarsgdRnoMien qui entoure le nerf optique est en continuité avec celui

du cerveau, une élévation de la pression intracranienne y est donc directement

transmise.

De méme que le cerveau et la m oelle épiniere sont isolés par la barriere hémato -
HQFpSKDOLTXH O-2xLO SRVVQqGH VHV-o8ulhReS.ULH YarEeeU U LqUHV
hémato-D TXHXVH UpJXOH OH GpELW HW OD FRPSRVLWLRQ GH O
hémato-UpWLQLHQQH DVVXUH O - Kéarfe pdR dUWDre. L Ha GairietD
hémato-UpWLQLHQQH HVW FRPSRVpH GH GHX[ SDUWLIHYV O-XQFt
barriere hémato -rétinienne interne est faite de cellules endothéliales non

fenétrées, fermement connectées par des jonctions serrées et ento urées par des
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SLHGY G:-DVWURF\WHY HW GH FHOOXOHV GH 0-OOHU (OOH
barriere hémato -encéphalique?.

3.1.2. Le Couplage Neurovasculaire Rétinien

L -H[LV WdHuQ ¢oHplage entre le métabolisme , le flux sanguin et la fonction de

O £tLO D pWp VXJJIpUpH SRXdh 109 faJBIIP etqlperbéR LI ont

PRQWUpPp TX-XQH VWLPXODWLRQ GH OD UpWLQH gbker XQH OXI
augmentait le métabolisme du glucose et le flux sanguin dans | a rétine interne

FKH] OHV VLQJHYV PDFDTXHV /pRQ&e BtudeXindiDaQt\Wué leO D

flux sanguin du nerf optique et la pression partielle locale en oxygene étaient
effectivement modulés par le flickering et que tous deux étaient couplés a l'activité

des RGC fut publié e par Riva et a/s.

'"HSXLV GH QRPEUHXVHV pWXGHV RQW PRQWUp TXH O-K\SHU
a lieu a la fois dans le lit vasculaire de la téte du nerf optiq  ue et dans la circulation

rétinienne. La lumiére est un modulateur puissant de la fonction rétinienne, et

particuliéerement la stimulation flicker , largement utilisée dans les études de la
IRQFWLRQ UpWLQLHQQH [-K\SHUpPLH IRQHiWdrR&EQIQHOOH
SULQFLSDOHPHQW GpSHQGD QWHI &été orbré prlLDE WeleGHV 5*&
GpELW VDQJXLQ GDQV OD WrWH GX QHUI R ®répbiXsd ab XJPHQ\
une stimulation flicker , tant chez les modéles animaux 3 expérimentaux que chez

I'numain 5.

Bien que les mécanismes moléculaires a l'origine du couplage neurovasculaire ne

VRLHQW SDV HQFRUH WRWDOHPHQW pOXFLGpV RQ VDLW D>
altérée dans une grande variété de maladies neurodégénératives et vasculaires. La

rétine est un endr oit idéal pour étudier la relation entre I'activité neuronale et le

flux sanguin en raison de son accessibilité et de sa réactivité aux stimuli lumineux.

En outre, une meilleure connaissance de cette relation pourrait fournir des indices

sur la santé de la fonction neurovasculaire et peut -étre donner acces a des signes
infracliniques de certaines maladies comme la MA.

3.1.3. Des Biomarqueurs Précoces et A ccessibles

ODOJUp WRXWHV FHV VLPLODULWpPVY OD UpWLQH IDLW ILJIXU
effet, toutes les composantes du SNC sont protégées par des structures osseuses

la boite cranienne pour le cerveau et la colonne vertébrale pour la moelle épiniére.

La rétine est la seule partie « exposée» du SNC. Elle est donc plus facilement
DFFHVVLEOH SRXU O:-LPDJHULH 3DU DLOOHXUV GH SOXV
plusieurs pathologies majeures du SNC, inflammatoires ou neurodégénératives,

ont des manifestations o culaires précoces. Parmi ces maladies, on peut citer la
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Maladie de Parkinson 6, la Sclérose en Plaqgques’ouenFRUH OD ODODGLH G-$0]K
(MA)8, a laquelle nous allons nous intéresser dans le chapitre suivant. Elles

seraient dues a une dégénérescence directe et/ou rétrograde des voies visuelles, le

plus souvent liee a une Iésion directe du nerf optique et des cellules
ganglionnaires 9. Le biomarqueur oculaire le plus connu d e ces pathologies est
O-DPLQFLVVHPHQW GH OD FRXFKH GHV Re&d/Wahv@AHYerY HXVHYV L
Layer 51)/ IRUPpH SDU OHV D[RQHV GHV 5*& DYDQW TX-LO
optique. L 'épaisseur de la RNFL a été étudiée chez des patients souffrant de

troubles cognitifs 1égers (MCI) et de la MA. Il est intéressant de noter que

I'épaisseur du RNFL était réduite a la fois chez les patients atteints de (Mild

Cognitive Impa ir ment, MCI) et chez ceux atteints de la MA a différents deg rés de

gravité par rapport aux témoins sains, mais la différence d'épaisseur d e la RNFL

entre les patients atteints de MCI et ceux atteints de la MA |égere n'était pas
statistiguement significative 1011 /.DPLQFLVVHP RNFW sénibleGlbnc étre

un événement préco FH GDQV OD SDWKRORJLH GH OD 0$ &HSHQ
spécifique de la MA et ne permetp DV DXMRXUG:-KXL GH GLVFULPLQHU
précédemment citées. Les altérations fonctionnelles de la rétine semblent, elles,

rWUH SOXV VSpFLILTXHV DX|[ GbBtOrParkinkun G.- $aeducrtdlatior U

de données sur les associations entre les anomalies rétiniennes et le risque de

développer des troubles neurologiques suggére que les techniques d'imagerie

fonctionnelle oculaire pourra ient présenter des avantages substantiels en tant

gu'outil de diagnostic des altérations du SNC et peut -étre dans le futur, faire

I'objet d'une utilisation clinique de routine.

3.2. )RQFWLRQQH P HQum&@nsRat: L O

3.2.1. La Vision

Chez tous les mammiferes , la vision, processus par lequel la lumiére réfléchie par
OHV pOpPHQWYV GH O-HQYLURQQHPHQW HVW FRQYHUWLH |
divisée en trois grandes étapes :
- /D OXPLgUH HQWUH GDQV O:2LO HW HVW IRFDOLVpH VXI
- /D UpWLQH FRQ Yidluminette@n gig@ndux &lectriques.
- Les signaux électriques sont traités dans les voies nerveuses pour créer
O-LPDJH PHQWDOH

/IHV GHX[ SUHPLqQUHV pWDSHV RQW OLHX GDQV O-+xLO TXL H
OH IRQFWLRQQHPHQW V-DSSDU Ho@reil Hphgto F HaD YXumiér& -XQ DS
environnante est focalisée sur une surface photosensible (la rétine) grace a une

OHQWLOOH OH FULVWDOOLQ SUpFpGpH G-XQ REWXUDWH
V-DGDSWH DILQ G:-DVVXUHU OH SDVVDJH G- XQR IaXDQWLW
IRUPDWLRQ G:-XQH LPDJH QHWWH /HV \HX[ GH WRXV OHV
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PrPHV VWUXFWXUHYV GH EDVH \ FRPSUfigureO26 U D-W LIOWH @WK X F
une sphére divisée en deux compartiments appelés segment antérieur et segment
SRVWpULHXU VpSDUpV SDU OH FULVWDOOLQ /H VHIJPHQW I
appelé humeur aqueuse, qui permet le maintien de la pression intraoculaire. Le

SHIPHQW SRVWpULHXU FRQWLHQW O -KXPHXU YLWUpH XQH F
GRQQH VD IRUPH VSKpPULTXH j O-*#LO

6WUXFWXUHY 3ULQFL&ERPENMUBPHVRQOLBQWUH O-+XPDLQ HW OH 5
/-£+LO KXPDLQ SRVVgGH OHV PrPHV pOpP HQrA. Vapm@Qpas/difiérsngelesy TXH FHO X
la proportion du cristallin qui occupe laquasi -WRWDOLWp GH O-xLO FKH] OH UDW DORUYV
LO HVW SOXV SHWLW PDLV SHXW FKDQJHU GH FRXUEXUH SRXU V:-DGDS
O-REMHW AdbiplézdecFHpy et al 13

3.2.2. Le Segment Antérieur

Le VHIPHQW DQWpULH X unémd campokédeHtivuWp#dtded. : une chambre
DQWpULHXUH HW XQH FKDPEUH SRVWpULHXUH VpSDUpHV S
SpPOQgWUHQW GDQV O-#LO SDU OD FRUQpH XQH OHQWLOOH V
la paroi ocula LUH H[WHUQH (Q SOXV GH SURWpPJHU O:-xLO WRX
lumiére, sa courbure permet une premiére réfraction des rayons lumineux a
destination de la rétine. Mais avant, ceux -FL GRLYHQW G-DERUG SDVVHU S
et traverser le cristallin.Ona SSHOOH SXSLOOH O-RXYHUWXUH FLUFXOL
/-LULV Hdis@ueXmQsculaire dont la pigmentationest | O-RULJLQH GH OD FR?
desyeux FKH] O -KX$vbiolg FRQVLVWH j DGDSWHU O-RXYHUWXUH
IRQFWLRQ GH O-LQWHXPHIWR WNHNP BEHXVWVHKXPDLQ FRPPH FKt
GLDPgQWUH SXSLOODLUH YDULH GH IDoRQ UpIOH[H VRX)\
antagonistes : le muscle sphincter responsable de la réduction du diametre ou

myosis, et le muscle dilatateur responsable d H a@gmentati on du diametre ou
P\GULDVH /-LULV HW OD SXSLOOH LULHQQH MRXHQW DLQV
Une fois passée la pupille , la lumiere arrive au cristallin. Le cristallin est aussi

une lentille transparente, mais elle est biconvexe , HW FKH] O - KepreBeht® laH
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VSpFLILFLWp G-r-WUH GpIRUPDEOH HW GRQF G-DGDSWHU VD
VH WURXYH O-REMHW UHJDUGp GH PDQLqUH j FH TXH OHV U
ni en arriere ni en avant mais pile sur la rétine. Ce processus appel é
accommodation est permis par la suspension du cristallin a des ligaments non

élastiques appelés zonules et reliés au muscle ciliaire formant un anneau autour

GX FULVWDOOLQ $X UHSRV O-DQQHDX PXVFXODLUH HVW IL
cristallin a une forme aplatie qui permet une vision de loin. Lorsque le muscle
FLOLDLUH VH FRQWUDFWH O:-DQQHDX V.-pODUJLW OHV OLJ
V:-DUURQGL SRXU SHUPHWWUH XQH YLVLRQ GH SUqV /HV U
développé [14 et ne semblent pas pouvoir accommoder.

3.2.3. Le Segment Postérieur etla Rétine

Aprés avoir traversé le segment antérieur, les rayons lumineux traversent

O-KXPHXU YLWUpH HW VRQW IRFDOLWDSVXVHOOHUIRMLE B H/
& - HVW XQ WLVVX QHXURQDO FRPSRVp GH SOXVLHXUV FRXFK
ou moins nombreuses suivant les especes animales. 6RQ pSDLVVHXU HVW G-H¢
500uP FKH] O-KXRmuR® HAKH] OH UDW /-RUJDQLWBWhdR® GHV FR
Q-HVW SDV LQWXLWLYH HQ HIIHW OHV UD\RQV OXPLQHX][ Y
FRXFKHV DYDQW GHPMWJUPRLQE@EUIKRW phataréredteEi® Hui GartV

OH VLgqJH GH OD SKRWRWWGDQMWGXKH VOIIR @/ UD-GIVGX FOMLRQ GH
lumineuse en signaux €électriques.

3.2.3.1. Les Photorécepteurs :@ Siege de la Phototransaduction

&KH] O-KXPDLQ FRPPH FKH] OH UDW LO H[LVW:Hes@dhxsf W\SHV
qui permettent la vision diurne en couleur et les batonnets, qui permettent la

vision en faible luminosité et en nuances de gris. Les cones fonctionnent grace a

des pigments visuels photosensibles qui peuvent étre classés en trois

catégories selon leur sensibilité spectrale YHUW URXJH RX EOHX /HV UDV
deux types de cone, les verts et les bleus. llIs ne voient donc pas le rouge mais leurs

F{QHV EOHXV VRQW VHQVLEOHYV j GHVY ORQJXHXUV G-RQGHYV
GH YRLU GDQV O:-XOWUDYLROHW ,0V SRVVgQGHQW HQYL!
représentent 5% de nos photor pFHSWHXUV /HV EKWRQQHWYVY HX[ Q:-RC(
pigment OD UKRGRSVLQH %LHQ TX:-LO HigmeémsH le@d IIpUHQW
fonctionnements sont similaires et ont commenceé a étre élucidés dans les années

30 chez la grenouille 34 puis chez le rat 56 HW O -KRPIDUKQRQV O -de¢[llPSOH
UKRGRSVLQH GRQW OH IRQFWLRQQHPHQW HVW OH PLHX[ F
elle se trouve dans la membrane des cellules photoréceptrices dans une

configuration dite inactive, les canaux ioniques transmembranaires sont

maintenus ouverts etlac HOOXOH HVW GpSRODULVpH GH VRUWH TX-
son neurotransmetteur OH JOXWDPDWH (Q SUpVHQFH G-XQH VWLP
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O-DEVRUSWLRQ WUDQVLWRLUH VWLPXODWLRQ GH W\SH |
constant) de photons par la rhodopsine mo GLILH O:-pTXLOLEUH LRQLTXH ¢
/[ -pQHUJLH GHV SKRWRQV DEVRUEpV SHUPHW DORUV j OD
FRQIRUPDWLRQ SRXU GHYHQLU DFWLYH ,O V-HQVXLW
biochimiques qui aboutit a la fermeture de certains canaux ioniques et e  ntraine

une hyperpolarisation cellulaire. Cette hyperpolarisation induit une diminution de

la libération de neurotransmetteurs dans la synapse, proportionnelle a la quantité

GH SKRWRQV DEVRUEpV /-LQIRUPDWLRQ HVW DLEmMe WUDLW
de la rétine par différentes couches de cellules spécialisées pour atteindre

finalement les cellules ganglionnaires ( Retinal Ganglion Cells , RGC), lieu
G-LQWpJUDWLRQ GH O:-LQIRUPDiwdpeh@ent pak RaLgexédrhtiod HO O HV
G-LQIOX[ QHUWHRURHRXGH SRWHQWLHOV G-DFWLRQ GRQW O
SHUPHW OH FRGDJH GHV FDUDFWpPULVWLTXHVY GH OD VWL
propage le long des axones des RGC qui se regroupent et forment le nerf optique.

Le signal initialement analogique devi ent alors numérique, codé par la frequence
G-pPLVVLRQ GHVY SRWHQWLHOV G-DFWLRQ HW DGDSWp j OI
long des voies visuelles.

De par cette importante activité métabolique, la rétine est un des tissus les plus

gourmands en énergie. /H PDLQWLHQ G-XQ GpELW VDQJXLQ RSWLPD(
répondre a ses besoins nutritifs. Un double réseau vasculaire permet G-DVVXUHU VRQ
fonctionnement.

3.2.3.2. La Vascularisation Rétinienne

La figure 27 schématise la perfusion sanguine oculaire . Elle estassurée par| artére
ophtalmique (OA, Ophtalmic Artery ) qui dérive de | artére carotide interne (ICA,

Internal Carotid Artery $ O-LQWpPULHXU GH O:-2LO LO H[LVWH GHX]|
distincts, la circulation rétinienne et la circulation uvéale ou choroidienne. A
O-DUULqQUH GH O-xLO O:-DUWqQUH RSKWDOPLTXH VH GLYLVH
FLOLDLUHY TXL LUULIJXHQW OD FKRURWGH OH FRUSV FLOLI
la rétine (CRA, Central Retinal Artery) qui court le long d u nerf optique, pénétre

dans la rétine au niveau du disque optique et se ramifie en artérioles radiales (AR)

pour alimenter le réseau vasculaire rétinien. Le sang revient par les veinules

radiales (VR) qui se jettent dans la veine centrale (VRC) de laréti  ne. La circulation

rétinienne irrigue la partie interne de la rétine, aussi appelée neurorétine et

comportant les cellules ganglionnaires. La choroide, quant a elle, dessert les

couches externes de la rétine, y compris les photorécepteurs.
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Vascularisat LRQ *pQpUDOH GH O-°LO $ 9DVFXODULVDWLRQ JOREL
le segment postérieur. Source : IMAIOS

Ces deux apports vasculaires sont nécessaires a la fonction rétinienne, cependant

QRXV DOORQV QRXV LQWpPUHVVHU SU In@fnieh CED effetHs@ W j O -DI |
régulation est tres similaire a celle du cerveau alors que la fonction
KpPRG\QDPLTXH GH OD FKRURwWwGH HVW GLIIpUHQWH 3D
DXJPHQWH O:-DIIOX[ VDQJXLQ UpWLQLHQ SDU YDVRGLODWD\
vasooonstriction de la méme maniere que dans le cerveau alors que les effets sur

la choroide sont peu marqués [201,

324. (WDW GH O-$UW Gélinenne DJHULH 5

3.2.4.1. Imagerie Anatomique

/IHV PRGDOLWpPYV G:-LPDJHULH DQDWRPLTXH OHV SOXV XW
WHFKQLTXHV RSWLTXH lampe B féhte Hapsgi apizlée biomicroscopie,
SHUPHW G-H[DPLQHU XQH SDU XQH WRXWHV OHV VWUXFW,;
MXVTX-j OD UpWIQWHH &XPLQHXVH GH GLPHQVLRQ HW G-RUL
SURMHWPpPH VXU O:-2LO JUKFH j XQ PLURLU (OOH HVW FRXSC
qui permet plusieurs grossissements. Cet examen est réalisé de maniére
VA\VWpPDWLTXH ORUV G :XQ HilRdb@i&/ XDdpra\coler Qorgnge, 3K W
fluorescéine, peut éventuellement étre instillé pour rechercher des affections

particuliéres.

L'avenement des appareils de tomographie par cohérence optique (Optical
Coherence Tomography, OCT) de premiere génératio n a marqué le déebut d'une
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nouvelle ére de I'imagerie rétinienne. Le principe de @CT est similaire a celui de
O-LPDJHULH XOWUDVRQRUH DYHF GHV RQGHV OXPLQHXVH
utilisant les informations relatives au délai de propagation conten ues dans les

ondes lumineuses qui ont été réfléchies a différentes profondeurs a l'intérieur d'un

échantillon, un systeme OCT peut reconstruire un profil en profondeur de la

structure de I'échantillon. Des images tridimensionnelles peuvent ensuite étre

créées en balayant le faisceau lumineux latéralement sur la surface de

I'échantillon. Alors que la résolution latérale est déterminée par la taille du

faisceau lumineux, la résolution en profondeur (ou axiale) dépend principalement

de la bande passante dela VRXUFH OXPLQHXVH 6D UpVROXWLRQ DJL
PLFURQ DLQVL TXH VD SURIRQGHXU G:-LPDJHULH GH O-RUGU
DGDSWpHV j O-LPDJHULH GH OD UpWLQH HW RQW SHUPLYV
comme une modalité d'imagerie standard en ophtalmologie clinique. On peut la

VLWXHU HQWUH O:-pFKRJUDSKLH XOWU D \uR;QRerdtratioklpVR O X W 1
~15 cm, résolution temporelle 0.1ms) et la microscopie confocale (résolution 0.5 um;

pénétration: 200 um). /-2&7 SHXW rWUH FRXSQagejcoin@e RaDUT
IOXRUPVFPLQH RX O-LQGRF\DQLQH SRXU GahyiographrHQV SO XV

L'angiographie par OCT (OCTA) représente la derniére évolution de la technologie
OCT, une modalité non -invasive qui permet une cartographie tridimensionnelle de
la microvasculature. L'OCT de la rétine et de la choroide s'est avérée étre un outil
tres sensible pour détecter les anomalies microvasculaires dans les maladies
oculaires, mais aussi systémiques 2. Plusieurs études OCTA ont porté sur la
maladie d'Alzheimer et ont révélé une réduction de la densité du flux rétinien.

3.2.4.2. Imagerie Vasculaire

/IHV WHQWDWLYHV G pYDOXDWLRQ GHV DVSHFWV YDVFXODLL
de l'ophtalmoscopie. Depuis lors, notre capacité a évaluer la circulation oculaire a

évolué, passant d'une description physique subjective des vaisseaux visibles a la

mesure quantitative directe et indirecte d'un certain nomb re de parametres

anatomiques et hémodyn amiques.

& -HVW HQ TXH O-HIIHW 'RSSOHU D pWp XWLOLVp SRXU OI
de la vitesse du flux sanguin dans des artérioles rétiniennes de lapin 22, Puis la
WHFKQLTXH V-HVW GpYHORSSpH S Débiimé&trie Qa3et DogplerL VV D QFH
(Laser Doppler Flowmetry , LDF). Un faisceau laser cohérent est conduit par une

fibre optique sur le tissu et y pénetre. Les cellules sanguines qui le traversent

réflechissent la lumiere avec un décalage de fréquence proportionnel a leur vitesse

(effet Doppler)c H TXL SHUPHW G-HQ GpGXLUH OHXU YLWHVVH /D
le monitoring en continu de la perfusion sanguine notamment en chirurgie pour
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suivre la perfusion des greffons. Les inconvénients de cette technique sontla petite

région spatiale couverte, les artefacts possibles dus a la flexion des fibres de la

sonde HW OD IDLEOH SURIRQGHXU GH SpQpWUDWLRQ TXL HVYV
Débitmétrie Doppler Laser a balayage (Scanning Laser Doppler Flowmetry , SLDF)

offre des images bidimensionnelles des schémas d'écoulement. Elle permet
G-REVHUYHU OHV FKDQJHPHQWYV GH I10X[ VXU XQH JUDQGF
résolution spatiale relativement bonne. Cependant, contrairement a la LDF

traditionnelle, les enregistrements de flux en profondeur ne sontpasp  ossibles. Le

colt de l'augmentation de la résolution spatiale est une résolution temporelle

séverement réduite : La résolution temporelle de la SLDF (de l'ordre de plusieurs

secondes) est limitée, ce qui rend impossible limagerie dynamique des

modificatio ns du flux sanguin en fonction de I'activation fonctionnelle.

3.2.4.3. Imagerie Fonctionnelle

De nombreuses techniques ont été utilisées pour évaluer le couplage
neurovasculaire dans la rétine humaine. Les premieres études utilisant des
techniques telles que la sonographie Doppler pulsée et la vélocimétrie Doppler
laser (LDV , Laser Doppler Velocimetry ) ont mesuré la réponse vasculaire a une
stimulation flicker sous la forme d'un changement de la vitesse du sang 2324, Les
techniques utilisées par la suite, notammentla  LDF, la SLDF , et plus récemment
I'OCT Doppler, ont permis de mesurer les changements vasculaires en  mesurant
le débit des globules rouges?s. En effet, en tant que technique interférométrique
I'OCT peut détecter le décalage de fréquence Doppler de la lumiére rétrodiffusée
qui fournit des informations sur le flux sanguin. Avec le développement des
techniques d'OCT dans le domaine de Fourier ( FD-OCT) a haute vitesse, il est
devenu possible de capturer la dynamique pulsatile du flux sanguin. Wang et al.
RQW UpDOLVp OD SUHPLqQUH pWXGH IRQFWLRQQHOOH GH OD
stimulation flicker de 30s augmentait de maniére significativ e le volume sanguin
rétinien total 26. Etant donné que cette approche nécessite une excellente
coopération du sujet et qu'elle prend beaucoup de temps, cette technique n'est pas
adaptée a une utilisation clinique pour étudier I'nyperémie fonctionnelle chez les
patients.

Récemment, le Retinal Vessel Analyser (RVA; Imedos Systems, Jena, Allemagne ),

un instrument ophtalmoscopique permettant le monitoring du diamétre des
YDLVVHDX[ VDQJXLQV GH OD UpWLQH D pWp GpYHORSSp S
réactivité des vaisseaux rétinien et, par extension, du couplage neurovasculaire

rétinien. Le RVA comprend une caméra GH IRQG G xtLO XQH FDPpUD YL
(Charged-Coupled Device) et un ordinateur qui utilise un logiciel dédié pour

contrOler et ajuster les paramétres de mesure. La résolution du RVA est de 40ms
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soit 25 relevés de diamétre par seconde. Un obtura teur placé sur le chemin
G-LOOXPLQDWLRQ GX IRQG G:-tLO SHUPHWY/lickét &sSUhR GXLUH
frequence standard de 12.5 Hz. Pour une caméra vidéo CCD standard d'une

fréequence d'images de 25 Hz, une image sur deux est une image noire, ce qui rédui t

de moitié les données récoltées pendant la stimulation. Chez des sujet humains, le

RVA a montré que la stimulation de  flicker induisait une vasodilatation des
DUWpPULROHV UpWLQLHQQHV G-HQYLURQ | GDQV OHV
stimulation, pour DWWHLQGUH XQ SODWHDX TXL VH PDLQWLHQW
stimulation ( figure 28 /-DUUrwW GH OD VWLPXODWLRQ HQJHQGUH
artériolaire rapide sous le niveau de base puis le retour au niveau de base se fait
progressivement entre 10 et4 V DSUqV O-DUUrW G H. Qddte VédihoEeX OD W L R C
SUpVHQWH O:-LQFRQYpQLHQW GH GHYRLU LOOXPLQHU OH IF
pour le monitoring simultané a la stimulation. De plus, la sensibilité est assez

faible avec des augmentatio QV GH TXHOTXHV SRXUFHQWY GX GLDP«
stimulation visuelle, la ou le volume sanguin augmente de prés de 30% comme

nous allons le voir. Par ailleurs, cette approche mesure uniquement les vaisseaux

GH O-RUGUH GH iP HW Q:HV Wsealxde \diln@ids En@ieu Xdr Y D L V

ils ne sont pas résolus.

Décours temporels des diametres artériolaires et veineux suite a une stimulation
de flicker mesurés par le RVA chez des sujets humains sains. Adaptée de Heitmar et al. 2’

L'avantage des techniques d'imagerie optigue est leur résolution temporelle
UHPDUTXDEOHPHQW pOHYpH &HSHQGDQW OHV OLPLWHV C
nécessitent des chemins lumineux non obstrués, ont un petit champ de vision et ne

peuvent pas résoudre les signaux provenant de différentes structures (a lI'exception
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de la tomographie par cohérence optique). Par conséquent, les maladies oculaires,
telles que la cataracte sénile et I'némorragie du vitré, empéchent souvent les
applications des techniques d'imagerie optique a la rétine. De plus, les mesures du
flux sanguin dans la rétine se limit ent aux grands vaisseaux de surface, qui
peuvent ne pas refléter précisément la perfusion locale des tissus, et les vaisseaux
choroidiens sont génér alement inaccessibles car ils sont cachés par I'épithélium
pigmentaire rétinien.

L'IRM est un outil de diagnostic puissant car elle peut fournir ~ simultanément des
informations anatomiques, physiologiques et fonctionnelles de maniere non

invasive. Bien que la résolution spatiale de I'lRM soit faible par rapport a celle des

techniques d'imagerie optique, I'lRM n'a pas de limite de profondeur, a un grand

champ de vision et est capable d'imager le corps entier de maniére non invasive.

Au cours de la d erniére décennie, de nombreux progres R QW S H larRédlidt eGla

résolution spatiale et le contraste de I''RM, qui est actuellement capable de

visualiser le s couches corticales du cerveau. Ces progres ont permis d'explorer la

possibilité d'utiliser I''RM po ur O-pWXGH GH O Dfigure \B9. @bhtre/ s
UpVXOWDWY G:-XQH VWLPXODWLRQ IOLFNHU VXU XQH UpW
G-DFWLYDWLRQ $ PRQWUH OHV SL[HOV DFWLYpV ORFDOLV
temporel moyen est montré en B. On observe une DFWLYDWLRQ GH®W -RUGUH
Cependant, sa résolution spatiotemporelle faible ainsi que son colt semblent étre

des obstacles majeurs en comparaison aux méthodes optiques ou Doppler, pour

DYRLU XQ DSSRUW VXU O-pWXGH GH O-Debe¥®RPLH RX GH OD

Signal BOLD induit par une stimulation lumineuse GDQV OD UpWLQH G:-XQ UD
stimulation lumineuse est un flicker & 8Hz avec 10 trials ON (30s) OFF (60s) (A) La carte
G-DFWLYDWLRQ HVW VXSHUSRVpH j O-LPDJH DQDWRPLTXIAdaptée 'pFRXUV \
de La Garza et al. 32

L'utilisation clinique généralisée de l'imagerie rétinienne fonctionnelle est limitée

par la technologie actuelle. La plupart des caméras ont de faibles résolutions
optiques et ne peuvent imager de maniere fiable que les vaisseaux situés autour
du disque optique. Ces vaisseaux ont des géométries tres variables selon les
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personnes, ce qui rend difficile I'interprétation des observations fonction  nelles. Les
nouvelles techniques de tomographie par cohérence optique basées sur le Doppler
peuvent y parvenir, mais il est généralement difficile de mesurer le flux sanguin
simultanément & la stimulation lumineuse.

Dans ce contexte, les ultrasons offren t un intermédiaire intéressant. La

microscopie par localisation ultrasonore ultrarapide alliée aux ultrasons
IRQFWLRQQHOV SHXW SHUPHWWUH G-DYRLU j OD IRLV XC
YDVFXODULVDWLRQ GX VHIPHQW SRVWpULHBXé&tinemheO -+ L O HYV
par le suivi du volume sanguin rétinien (RBV,  Retinal Blood Volume ) en réponse a

une stimulation.

3.3. Imager la Rétine par Ultrasons

'DQV FHWWH SDUWLH QRXV VRXKDLWRQV H[SORUHU O-DUFK
de la rétine par XOWUDVRQV O-REMHFWLI ILQDO pWDQW GH PHV>
hémodynamique rétinienne.

3.3.1. Séquence Ultrasonore Continue

La séquence est émise grace a une sonde linéaire (128 éléments, 15MHz, Vermon,

France). Comme schématisé sur la figure 30, chaque image Doppler est formée a

partir de 200 images filtrées par SVD (cadence d'imagerie de 500Hz), elles -mémes

constituées de 11 sous-images d'ondes planes angulées (de -10° & 10° par pas de 2°,

PRF 5.5kHz). L'acquisition d'une image Doppler dure donc 400ms. Chaque pixel

GH O-LPDJH ILQDOH GH 'RSSOHU GHn3BEDWWDOQIR H ODLQVG - L[PD J}
/-pSDLVVHXU GX SOIPQ HVW GH
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5DSSHO GH O-DUFKLWHFWXUH GH OD VpTXHQFH 186 XWLOLVpH
de Puissance a 2.5Hz.

3.3.2. Mise au Point du Dispositif Expérimental

$SUgV LQGXFWLRQ GH O-DQHVWKpVLH O-DQLPDO HVW SODF
G-DVVXUHU OD VWDELOLWp GH VD WrWH 3RXU SRXYRLU SC
O-DQLPDO QRXV FRQFHYRQV G:DEd¢U6 de anetsdde qu¥ GH VRC
QRWUH SODQ G:-LPDJHULH VRLW SHUSHQGLFXODLUH DX SO
optique. Le support de sonde est dessiné sur un logiciel de CAO (Inventor) et

LPSULPp HQ ' /H EUDV FRXGp IRUPH XQ DQJa Ap@eH f DYU
SOXVLHXUV HVVDLV QRXV FRQMY/RINWR QVHMX{HGH OJ H D@ \G K UK
proche de la verticale que ce que nous avions anticipé. Nous avons donc modifié le
VXSSRUW SRXU VXSSULPHU O-DQJOH 8QH SKRWR GX GLV.
support coudé est montrée sur la figure 31 . Le porte -sonde final est schématisé sur

la figure 33.A. Le transducteur est branché a un prototype de scanner ultrasonore

ultrarapide de recherche avec logiciel Neuroscan (ART Inserm U1273 & Iconeus,

Paris, Fran ce), un ordinateur et un moniteur permettent de piloter la sonde, de

lancer les acquisitions et de visualiser les images.

Dispositif Expérimental

La sonde est insérée dans le porte -sonde monté sur un jeu de quatre moteurs (3

moteurs VT -80 Pollux, 1 mote ur DT -80 Pollux, Pl Micos ; Allemagne) permettant

3 translations selon les axes x, y et z de notre systeme, et une rotation de la sonde

DXWRXU GH O-D[H] TXL SDVVH HQ VRQ FHQWUH 2Q SURFqgGF
HQ OD SODoDQW G:-DERUGt RESUVHRNMPOWINHOG -£tLO GURLW

67



OLVH DX 3RLQW GTXQ 2XWLO GY,PDJHULH 186 2FXODLUH

préalablement été recouvert de gel ophtalmique couplant. La sonde est descendue

dans le gel et la séquence ultrasonore continue décrite précédemment est lancée.

(OOH SHUPHW GH YLVXDOLVHU HQ G Lfinét e\posdiohreMehH GRS SOH
GH OD VRQGH HW GH WURXYHU OH SODQ G:-LQWpUrw 3RXI
données ne sont pas sauvegardées. Une fois que la sonde est placée au-dessus du

SODQ G-LQWpUrwW RQ ODQFH O:-DFTXLVLWIsRt@ison®d@uwx OD V XLV
W\SHV G:-LPDJHULH XOWUDVRQRUH OD PLFURVFRSLH SI
XOWUDUDSLGH X8/0 HW O:-LPDJHULH IRQFWLRQQHOOH XOV
GHV VpTXHQFHVY XOWUDVRQRUHV GLIIpUHQWHY 3RXU O-LP
sequeQFH TXH FHOOH XWLOLVpH SRXU OH SRVLWLRQQHPHQ\
décrite dans la section 3.4.2.

3.3.3. Les Mouvements Oculaires

/IHV PRXYHPHQWY RFXODLUHV UHSUpVHQWHQW XQH FRQWU
ophtalmique, notamment en imagerie précliniguepu LVTX-RQ QH SHXW SDV GHP
j O-DQLPDO GH IL[HU XQ SRLQW VDQV ERXJHU OD WrWH 'H
deux types, la rotation du globe oculaire autour de son axe (qui est facile a gérer

HQ FOLQLTXH FKH] OH SDWLHQW pYHLO)OmpaisS&ussi @D IL[DW
constriction et la dilatation de la pupille, induites par des changements de
OXPLQRVLWQD /ID VROXWLRQ KDELWXHOOHPHQW XWLOLV]
mydriatique sous forme de collyre qui dilate la pupille (mydriase) et induit une

paralysi e passagere du sphincter irien (cyclopégie) et donc du mécanisme
G-DFFRPPRGDWLRQ &HV FROO\UHV VRQW XWLOLVpV HQ U
G-RSKWDOPRORJLH FDU LOV SHUPHWWHQW GH UpDOLVHU
imagerie optique qui ne seraient pas IDLVDEOHV VDQV P\GULDVH O-LU
SPpQpWUDWLRQ GH OD OXPLqUH GDQV O:2zLO 'DQV OHXU pW;
chat par IRMf, Duong efta/ RQW XWLOLVp XQ QLYHDX G-DQHVWKpVL
O-DQHVWKpVLH TX-LOV XWLOLYV Qd& dK EpEdxWixUEl@fd & HQW SR
réduire les artefacts de mouvements liés aux saccades oculaires, en plus de
O-DGPLQLVWUDWLRQ G-DWURSLQH SDU YRLH LQWUD PXVEF)
/[ -DWURSLQH HVW XQ DQWDJRQLVWH FKROLQHUJLTXH T)>
PXVFDULQLTXHYV GH O-DFpW\OFKROLQH GDQV OH V\VWQqgqPH Q
Administrée par voie oculaire, elle induit une mydriase et une cyclopégie. Une

anesthésie stable et adéquate est nécessaire pour I'étude /n vivo de la fonction

rétinienne. E n effet, les mouvements oculaires réflexes qui pourraient  perturber

les données doivent étre contrélés. L'augmentation de la profondeur de I'anesthésie

réduit les mouvements oculaires, mais un dosage intermeédiaire est nécessaire pour

préserver une fonction rétinienne optimale.

Afin de nous rendre compte des artefacts de mouvements et de choisir une solution
DGDSWpH QRXV DYRQV FRPPHQFp SauuepoBBJH-D QLPD@ GIX W I
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anesthésié en IP avec un mélange de Kétamine (Kétamine ® 1000 VIRBAC , France,
40mg/kg) et de Medetomidine (Domitor®, 0.3mg/kg)

‘LIl pPUHQWY SRVLWLRQQHPHQWY VRQW WHVWpV SRXU FKDF
en continu pendant 5 minutes, sans aucune stimulation, en condition de faible

luminosité. Sur les films doppler, on  observe des mouvements oculaires importants

et notamment des rotations du globe qui paraissent aléatoires. Les 3 images

doppler de la figure 32.A illustrent ce phénomene. Ce sont 3 instants différents
HIWUDLWY G-XQH PrPH DFTXLVLW4de @aniéaTeddreRapidtep Wp FKR
GH O-DPSOLWXGH GX PRXYHPHQW GH URWDWLRQ 2Q YRLW ¢
du signal est forte en raison de sa vascularisation abondante, qui encercle la

SXSLOOH QRLUH SXLVTXH F-HVW XQ Wri&edimageé adite@WUH GH
O-tde¥w?* O:-LPDJH VXLYDQWH O HdePdgroBIWU IS XA WHU TXAHO GFKD QJt
QRXYHDX G-RULHQWDWLRQ SR XbHace R QNQUs$ Uallons HevolrXH  ©
QHXWUDOLVHU FHVY PRXYHPHQWY SRXU SRXYRLU wpDOLVHL
FHOD QRXV FKRLVLVVRQV G:-DXJPHQWHU OD GRVH GH NpWI
O-xLO HW UpDOLVRQV XQ HVVDL DYHF GHV IODVKHYVY OXPLQH
mouvements de « roulement » ont disparu. Comme attendu, nous observons des

constricti ons réflexes de la pupille lors des flashes. La figure 32.B montre la pupille

dilatée (a gauche) et contractée au moment du flashe (a droite). Nous allons donc
XWLOLVHU GH O-DWURSLQH SRXU LQKLEHU OH UpIOH[H SXS
minutesa YDQW OH GpEXW GH OD VHVVLRQ G:-LPDJHULH /-DQH
SHUPHWWHQW G-REWHQLU GHV DFTXLVLWLRQV VDQV DUWH!
est important de noter que les micro -vaisseaux rétiniens contiennent des péricytes

dont les propriétés c ontractiles leur conferent vraisemblablement un r6le dans la

régulation du couplage neurovasculaire 33. Or les péricytes possédent des

récepteurs muscariniques. Dans des micro -vaisseaux rétiniens de rats fraichement

isolées, Wu eta/ RQW SX REVHUYHU TXH cptersnmusdaringues) GHV Ur
induisait des contractions des péricytes principalement au niveau des bifurcations

capillaires 3¢, ,O0 HVW GRQF SRVVLEOH TXH O:-LQVWLOODWLRQ G-
KpPPRG\QDPLTXH UpWLQLHQQH HQ EORTXDQW O-DFWLYLWp F|
D XQ HIITHW WUqV SURORQJp TXL SHXW SHUVLVWHU SOXVLF
O - X W L O Lot raBsBnX dlle est de moins en moins utilisée en clinique, au profit

GX WURSLFDPLGH GRQW O :HIIHPRL GIXWHS/O XWV UDLS IGGKHU pH G -DF
courte (1h30)35, eW TXL D PRLQV G-HIIHWV VHFRQGDLUHV 3DU
tropicamide pour les récepteurs muscariniques est beaucoup plus faible que celle

GH O-DFpW\OFKROLQH LO HVW GRQF SUREDEOH TX:-LO SHI
perfusion sanguine rétinienne par les capillaires. Aprés nos premiers essais
FRQFOXDQWYVY G-LPDJHULH IRQFWLRQQHOOH UpWLQLHQQH D
GH PrPH UHPSODFp O-DWURSLQH SDU GX®eWHIR 8finkBPLGH O
PHQHU O-pWXGH SUpFOLQLTXH 6Gywvatd.LWH GDQV OH FKDSLWU
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A

Deux types de mouvements réflexes : (A) Mouvements globaux et (B) constriction
de la pupille.

3.3.4. Solution Retenue

La stimulation lumineuse est délivrée par une Diode Electroluminescente blanche.
Pour le motif de la stimulation, nous nous inspirons de ce qui est décrit dans la
littérature, a savoir une stimulation flicker . Nous testons différentes fréquences
entre 2Hz et 12Hz et choisissons une fréquence de 3Hz qui semble induire une
réponse plus importante.

Pour les essais présentés dans la suite du chapitre, les animaux sont anesthésiés

SDU LQMHFWLRQ ,3 G:-XQ Pp&Xetauiht G100 MIRBAZL, Grdnce,

75mglkg HW GH OHGHWRPLGLQH 'RPLWRUS PJ NJ $SUqV L
SODFp GDQV XQ FDGUH VWpUpRWD[LTXH SRXU VWDELOLVHU
HVW DMXVWp DX FRXUV GH O-H[SpULHQFH VL QpFHVVDLUH S
GRVH G-loQ Gaxénédrature corporelle est contrblée par une sonde rectale et

maintenue a 37 = 0.5 °C par un tapis chauffant. (Q ILQ G-H[SPULHQFH O-%x
nettoyé abondamment au sérum physiologique, puis d es collyres ophtalmiques de

Neomycin golymyxin B (Tevemyxi ne® Collyre ; TVM, Lempdes, France) et de N-
acetylcysteine (NNA.C.® &ROO\UH VRQW LQV WdoOtiegde cdguigMafd -+ L O

de prévenir une éventuelle ulcération de la cornée. /-DQHVWKpVLH HVW UpYHU
LQMHFWLRQ G $AMicRIan®H]R1Q/K g).
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3.4. Etude de | - D Q D WYRgcLlBlire rétinienne par u ULM

$ILQ GH PHWWUH HQ SODFH XQ SURWRFROH G-LPDJHULH IR
QRXV DYRQV EHVRLQ GH FRPSUHQGUH SUpFLVpPHQW O:Dl
UpWLQLHQ 2U FRPPH QRXV O-DYRQV YX GDQV OD VHFWLRQ
technigue V G-H[SORUDWLRQ GH OD YDVFXODULVDWLRQ GH OD |
sa visualisation /n vivo de maniere a la fois précise et globale. La microscopie par

localisation ultrasonore ultrarapide (UULM | ultrafast Ultrasound Localization

Microscopy) SHUPHW G:-LPDJHU OD PLFURYDVFKRK@RONNXdusH HQ SU
DYRQV GRQF FKRLVL G- XWLOLVHU FHWWH PpWKRGH DILQ
O-RUJDQLVDWLRQ GX UpVHDX YDVFXODLUH UpWLQLHQ GX |
O-LQMHFWLRQ GH PLGUHREXIQ®R)e dxetre qui jouent le réle
G-DIJHQWV GH FRQWUDYVWHS XOQWLBWRGQRUM-X8/0 HVW GH OF
ultrasons les MB dansle fluxsanguin j GHV ITUpTXHQFHYVY G-DFTXL¥LWLRQ
DILQ GH UHFRQVWUXLUH O Htenv d¥g dddtes HEpar Résdliuey du W G -
systeme microvasculair e ainsi que des informations quantitatives sur la vitesse

des flux. Elle a déja fait ses preuves chez le rat pour la visualisation de la
microvasculature cérébrale 37 et la démonstration de son potentiel clinique chez

O -D G XOWH éé@mivedtgaté taite par Demené et al 38 qui ont réalisé une
DQJLRJUDSKLH WUDQVFUKQLHQQH GH O-DUEUH YDVFXODLL
251 P.

3.4.1. Modéle Animal & D ispositif Expérimental

/-LPDJHULH Q-HVW SDV LQYDVLYH PDLV FKH] OH SHWLW D
souvent réalisée dans la veine jugulaire  v/a un cathéter qui doit étre placé et fixé

DX SUpDODEOH & -HVW XQH SURFpGXUH LQe& Eexdinésl HW Gp
compétences en microchirurgie. De plus, selon les conditions de réalisation et
QRWDPPHQW G:-DVHSVLH HOOH SHXW V:DYpUHU WHUPLQDOH
la solution de MB par une des veines latérales de la queue. Cette méthode tres  peu
LQYDVLYH Q-HVW SRXUWDQW SDV WULYLDOH (Q HIITHW SOX
VD TXHXH V:-pSDLVVLW HW VH IRQFH FH TXL FRPSOLTXH
O-LQVHUWLRQ GH O-DLJXLOOH 2U QRXV VRXKDLWLRQV IDL
DILQ TXH VRQ *LO VRLW VXIILVDPPHQW JURV HW VD YD\
GpYHORSSpH 'H SOX¥¥ OO -T@MKHRWIpFAVVLWH XQ SHX G-HQW!
SHUPHW j OD IRLV G-DVVXUHU OD VXUntadif eGdé¢ M@ faQLPDO C
G p SHQ G U heGonh®adyant les compétences chirurgicales pour réaliser la pose

GX FDWKpWHU GDQV OD MXJXODLUH 1RXV DYRQV GRQF FKR
veines latérales de la queue, en espérant que les MB puissent atteindre la

circulation oculaire et pénétr er dans le lit vasculaire rétinien.
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Pour cette étude, nous avons utilisé un rat male Sprague -Dawley fournit par

Janvier Labs pesant 400g. Le dispositif expérimental est montré sur la  figure 8.
/|-DQLPDO HVW Ddnhhhe dédfipenlisection 3.3.4. Notre imagerie uULM est

donc réalisée de maniere totalement non -invasive. La durée totale du scan est de

63 minutes. La séquence est programmée via le scanner et intégre le déplacement
PRWRULVp GH OD VRQGH GaXap&htidn @e MB (Soxowue, HBraco ,

Italy) est injectée par bolus successifs dans la veine latérale droite de  la queue du

rat pendant le scan : on injecte manuellement un bolus dés que la sonde se

positionne dans le plan suivant. La sonde utilisée est une sonde linéaire centrée a

15MHz et comportant 128 éléments espacés de 0.1mm. Elle est placée
SDUDOOQOHPHQW j O-D[H IRUP p(n&shlUet@xievher fRem@Qoval)l. @&W H U Q H
O-xLCfigurel 33.B /H VFDQ EDOD\HNN pdr Pasvde 0.2mm depuis la
SRVLWLRQ LQLWLDOH ;L YHUV O-H[WpULERqUi ndusddhixej OD SR
23 plans (cf. figure 33.C).

Dispositif Expérimental G-LPDJHULH X8/0

3.4.2. Séquence Ultrasonore

La construction de la séquence ultrasonore est détaillée sur la figure 34. Elle est
IRUPpH SDU OD UpSpWLWLRQ HQ FRQWLQX G-XQ6EBRF GH F
f f f@ pPLVHV j 9 DYHF XQH 35) GH + fleS irbigedd W W D Q W
a un framerate de 5000/5 = 1000Hz. Pour chaque plan, les images son t accumulées
SHQGDQW V. FH TXL SHUPHW G-REWHQLU LP
XQLTXHPHQW OH VLJQDO VDQJXLQ WRXW HQ V-DIIUDQFKLV
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cycle cardiague (200ms chez le rat), les images sont séparées en 900 blocs de 200
imaJHV VRLW PV TXH O-RQld kightV asbbcke Rk 3DYdremiéres
valeurs singulieres est supprimé. Les images de doppler de puissance sont
obtenues par la sommation cohérente de 200 images filtrées. Pour chacun des 23
plans, on obtient donc un film doppler de 900 images sur lequel on applique un
algorithme de détection des MB. Les cartes de densité sont calculées en comptant
toutes les positions des MB détectées dans un pixel pendant | acquisition. Les
cartes de vitesse sont données par la vite sse moyenne de chaque MB ayant traversé
OH SL[HO SHQGDQW O:-DFTXLVLWLRQ /HV GpWDLOV
section data processing décrite par Démené et al 39, Cette étude a été approuvée par
le Comité d'Ethique en matiere d'Expérimentation Animale Paris Centre n°59
sous référence 2020-13 (N° de protocole #24933).

GX SRV

&RQVWUXFWLRQ GH OD 6pTXHQFH 80OWUDVRQRUH SRXU 0O-X8/0

343. , GHQWLILFDWLRQ GH O-DQDWRPLH YDVFXODLUH UpV
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La figure 35 montre les résultats plans par plans apres la détection des MB. Les

MB se déplacant vers la sonde ont leur trajectoire affichée en nuances de rouge,

celles se déplacant dans le sens opposé sont affichées en nuances de bleu. On

mesure des vitesses axiales DOODQW MXVTX -j PP V 80t md¥XecH UpFH
des IOX[ VDQJXLQ UpWUREXOEDLUHV Dpa uRdsepsvéd @t O tLO G
injection de MB dont les méthodes sont similaires aux nétres calcule des vitesses

at pULHOOHY GH O-RUGUH GH PPV HQ V\VWROH HW PP V
cohérent avec nos mesures.

5pVXOWDWY GH O -LPDJlJirageduamitdtive8de flux sanguin plan par
plan
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$ILQ G-LGHQWLILHU OHV pOpPHQW¥t deDdompieéndré eV SULQF
organisation, nous nous sommes référés aux travaux de Sugiyama et al. 4! et de

Morrison et al. 42, décrivant précisément la vasculature du segment posté rieur de

O:-xLO GH UDW SDU PLFURYVFR S L Hfigué44)VWOUuR §/bns ¥nsujtetE DO D\D J
validé nos résultats avec un spécialiste de la vision .

$QDWRPLH 9DVFXODLUH GX VHIJPHQW SRVWpULHXU G-XQ £LO
ventrale de la téte du QHUI RSWLTXH PRQWUDQW O-DUWqUH RSKWDOPLTXH THX
QDLVVDQFH DX[ DUWqQUHV FLOLDLUHVY SRVWpULHXUHYVY QDVDOHYV HW WHF
centrale (téte de fleche) qui pénétre dans le lit vasculaire rétinien. B. Vue anté rieure de la téte du
QHUI RSWLTXH /HV DUWgQUHV HW YHLQHY UpWLQLHQQHYV UD\RQQHQW GH

artéres innervent le réseau capillaire rétinien.  Adapté de Morrison et a/.42

La perfusion sanguine oculaire est assurée par l'artere ophtalmique (OA,
2SKWDOPLF $UWHU\ TXL GpULYH GH O DUWqUH FDURWLGH
gaine du nerf optique lorsqu'elle pénétre dans le globe oculaire au niveau du disque

optique. Peu apres son entrée dans la sclérotique, I'artere ophtalmique se ramifie

SRXU GRQQHU QDLVVDQFH j O-DUWQqUH UpWLQLHQQH FHQWU
et aux deux artéeres ciliaires longues postérieures (Long Posterior Ciliary Artery,

LPCA) TXL VH WURXYHQW VXU OHV F{WpV WHPSRUDO HW QD
optique, la CRA se ramifie en artérioles radiales qui alimentent le réseau

vasculaire rétinien. On en compte généralement six 42, disposées symétriquement

et rayonnantver V.O pTXDWHXU UDSSHODQW OD GLVSRVLWLRQ C
figure 36 ). La choroide est perfusée par 2 a 4 branches courtes dérivant des deux

/13&% /-DUWqUH UpWLQLHQQH FHQWUDOH HW OHV DUWQqUH\
mesurent environ 125 im de diamétre 43. Le sang revient par des veinules radiales

(VR) qui se jettent dans la veine centrale (VRC) de la rétine. Les  figures 37 et 38
PRQWUHQW O-DQDWRPLH YDVFXODLUH G Hsupersresoludd UDW Y X|
HW O-LGHQWLILFDWLRQ GHV SULQFLSDOHYV VWUXFWXUHYV H\
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$QDWRPLH YDVFXODLUH GX VHIJPHQW SRVWpPpULHXU GH O-xLO
(OA) chemine dans le nerf optique puis se ramifie pour donner naissance a O-DUWQUH UpWLQLHQ
centrale (Central Retinal Artery, CRA) et aux deux artéres ciliaires longues postérieures (Long
SRVWHULRU &LOLDU\ $UWHU\ /3&$% TXL VH WURXYHQW VXU OHV F{WpV
disque optique, la CRA se ramifie en arté rioles radiales (RAs) qui alimentent le réseau vasculaire
rétinien.
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'pWDLOV GH O-DQDWRPLH YDVFXODLUH GH O-xLO GX UDW YXH

3.5. Etude de la Fonction Rétinienne par imagerie fUS

3.5.1. Modéle Animal & Dispositif Expérimental

*UKFH | O-:LPDJHU L4Esautibn \Wukr&Hrdre, nous avons une bonne
FRPSUpKHQVLRQ GH O-RUJDQLVDWLRQ YDVFXODLUH GX VHJI
allons donc essayer de nous placer de maniéere a voir dans le méme plan les LPCA
et des artérioles rét iniennes. Ainsi, de la méme maniére que certains gros
vaisseaux sont des reperes pour le fUS cérébral (comme les artéres pénétrantes
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SRXU O:-LPDJHULH GX FRUWH[ FRPPH QRXV O-DYRQV GpFUL)
seront nos repéres visuels pour le fUS ocu laire.

3.5.2. La fonction rétinienne du rat vue par fUS

3.5.2.1. Matériel et Méthodes

La séquence ultrasonore est la méme que celle décrite en section 3.3.1. On utilise

le dispositif expérimental montré en  figure 31 avec le support de sonde droit.

L'animal est mainten u dans une piéce a faible luminosité pendant 30 minutes

avant de commencer la session d'imagerie. La stimulation lumineuse est délivrée

SDU XQ GLVSRVLWLI VXU PHVXUH FRPSRVp G:-XQH /(' EOD
lumineux & intervalles précis. Afin de sync hroniser la stimulation avec le scanner,

la LED est automatiquement déclenchée par le scanner  v/ia un microcontrdleur

Arduino (Arduino IDE) programmé avec le logiciel correspondant. Pour quantifier

la corrélation entre le signal Doppler et la stimulation, o n calcule en chaque pixel

GH O:-LPDJH OH FRHIILFLHQW GH FRUUpODWLRQ GH 3HDU
temporel du pixel (centré et normalisé) et le stimulus (pattern binaire centré et

normalis€). On obtient ainsi une carte de corrélation pour chaque acq uisition. On

HQ GpGXLW HQVXLWH XQH FDUWH G-DFWLYDWLRQ HQ LPSRYV

3.5.2.2. Exploration Fonctionnelle

Naturellement, nous avons commencé par tester notre dispositif avec la

stimulation classique de flicker . Celle-ci débute par une baseline de 60s suivie de

cing trials . Chacun d'eux est composée de 30s de stimulation (ON) puis de 60s sans

stimulation (OFF). En se basant sur la littérature et nos propres tests, nous avons

choisi une fréquence de clignotement de 3Hz. Pour mettre en pla FH O-LPDJHULH
fonctionnelle de la rétine par ultrasons nous avons procédé a de nombreux essais

DILQ G:-DPpOLRUHU 1RXV GpFULYRQV GDQV OD VXLWH SO
cheminement.

1RXV FRPPHQORQVY O-H[SORUDWLRQ |-BoQde\dbude@&sthau® H DYHF
ne parvenons pas a nous placer correctement dans le plan du nerf optique comme

QRXV OH VRXKDLWLRQV &RPPH SUpYX OH SRVLWLRQQHPHQ
pour un plan présentant le lit vasculaire rétinien (cf. figure 39.A) et lancons la
VHVVLRQ G:LP DJHigurd39 BomontrB la carte de corrélation obtenue. On

SHXW YRLU XQH SDUWLH GH O-LULVY HQ DUF GH FHUFOH HW
dessous. Les coefficients de la carte de corrélation sont trés faibles (< 0.1), nous

choisissons donc un seuil trés bas qui nous permet tout de méme de voir que
O-DFWLYDWLRQ HVW ORF figurev 8HC)GL2 QigureO 8O.DJ muvitreQléd

décours temporel relatif moyen des pixels « activés & F -B-ifild/dont le coefficient
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de corrélat ion est supérieur au seuil choisi. La stimulation est figurée en vert. Le

signal est calculé en pourcentage par rapport a la moyenne de la  baseline. On
REVHUYH XQH WHQGDQFH JOREDOH GX VLJQDO j O-DXJPHQV
majorité de nos acquisi tions. On voit que le volume sanguin rétinien (  Retinal Blood

Volume, RBV) augmente tout de suite aprés le début de la stimulation et diminue

juste apres la fin de la stimulation. Malgré la faible activation, ces tous premiers

résultats sont encourageants.

BUHPLHUV UpVXOWDWY G-DFWLYDWLRQ |R-QRWLAREZFEQHOOH UpDC

On change le design de notre porte -sonde et on refait la méme expérience. Cette

fois-ci le placement est presque parfait FRPPH O-LO figry \¥0) Bn @D
QHWWHPHQW O-DUWgqUH FHQWUDOH GH OD UpWLQH HW OHV
HVW SHUSHQGLFXODLUH DX SODQ GH O:-LULV 1RXV SHLQRQ
image doppler malgré des rotations de la sonde. Néanmoins satisfaits de not re
SRVLWLRQQHPHQW QRXV ODQOoRQV O:-DFTXLVLWLRQ IRQF
montrés sur la figure 40. La figure 40.A montre la carte de corrélation obtenue.

/| - DFWLYDWLRQ D pWp FRQVLGpUpH FRKPRH WD QAW Qaelr\®» UY\H S
du brutde FRUUpODWLRQ LQWULQVQQTXH j O-LPDJHULH 186 FD!
FKRLVLH j O-H[WpULHXU GH O-tLO &HOD QRXV SHUPHW Gt&t
O-DFWLYLWp FpUpEUDOH 2Q REWLH gureDA0BMsLr l@dpeleD UWH G -
les pixels allumés sont bien localisés dans la rétine. Le signal temporel moyen

absolu des pixels significativement activés est montré surla  figure 40 .C. On voit &
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QRXYHDX TXH OH VLJQDO SUpVHQWH XQH FRPSRVDQWH WHQ
pouvoir moyenner les 5 essais nous devons filtrer cette composante. Pour cela, nous

procédons a une régression polynomiale de degré 2. Le polyndme de la composante

tendancielle est calculé a partir du signal temporel moyen des pixels activés (ligne

rouge sur la figure 40.C). On soustr DLW FH SRO\Q{PH j O-HQVHPEOH GX
calcule les nouvelles cartes de corrélation ( figure 40.D HW G-DFVigueDWLRQ
40.E). Le signal temporel moyen relatif a la ligne de base ( baseline) des pixels

significatifs est représenté en figure 40.F.

Activation fonctionnelle avec le porte sonde droit et suppression de la dérive
temporelle basse fréquence.

Onmoyenneles5 essais SRXU REWHQLU O - Higardil mdnirelI© Dappler

moyen (A) et le trial moyen obtenu (B). Le RBV augmente immédia tement et

rapidement aprés le déclenchement de la stimulation pour atteindre un plateau

DXWRXU GH G-DXJPHQWDW L Ri@sef®. Apted SSsatldwdej 1a0 D
stimulation, le RBV diminue lentement et revient a la baseline DX ERXW G-HQYLUR
40s. De maQLqUH VXUSUHQDQWH RQ Q-REVHUYH SDV GH UpSR
O-RQ SHQVDLW rWUH O-DUWqUH FHQWUDOH GH OD UpWLQH
'RSSOHU ,0 \ékeldeVd vEBikkXafihienne centrale, ce qui expliquerait cette

DEVHQFH Gomddnwtianvidle.
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(A) Doppler moyen (B) Essai Moyen
3.5.2.3. Réponse Hémodynamique Fonctionnelle (HRF)

Maintenant que nous arrivons a mesurer la réponse neurovasculaire rétinienne

avec le flicker classique, nous souhaitons nous affranchir de la forme et de la durée

GH OD VWLPXODWLRQ /- REMHFWLI HVW GH PHVXUHU
hémodynamique unitaire (HRF, Hemodynamic Response Function ) de la rétine. Si

O-RQ FRQVLGqUH TXH CouliFeMibhctihrvetie QedtetoeRI¥dnity par un

opérateur linéaire, la connaissance de la HRF permet de déduire la réponse de la

UPWLQH j Q-LPSRUWH TFXH\OWV O/ AORORVNR/DX ot Qe @iXla

HRF. En effet, la HRF est la seule formulat ion intrinseque de la fonction
QHXURYDVFXODLUH )LQDOHPHQW VL O-RQ FRQQDVW OD +!
QHXURYDVFXODLUH SRXU Q:-LPSRUWH TXHO W\SH GH VWLF
linéarité. Nous changeons donc de stimulus SRXU V-DSSUR RiKidtiorG-XQH V
théorique de dirac. Le nouveau pattern de stimulation est schématisé sur la figure

42.A. Il consiste en un flash lumineux trés court (0.8s) répété toutes les 30s pour

un nombre final de 50 flashs. 1 trial consiste donc en 15s OFF suivie parunf lash

de 0.8s (ON) puis a nouveau 15s OFF. On moyenne temporellement ces 50 trials

pour obtenir le frial moyen (Figure 42 .B).

Nouveau paradigme de Stimulation
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Dans un souci de cohérence avec la littérature abondante existante, notamment

dans le GRPDLQH GH O:LPDJHULH ,50I QRV GRQQpHV 186 VI
O-DSSURFKH GLWH GX O0RGq@GHbd/Linedd Modé/ * GLRE CTEtte
DSSURFKH D pWp GpYHORSSpH SRXU WUDLWHU OHV GRQQp
D X MR X U gdkétan@akd! pourl - DQDO\VH GH FH W\SH GH GRQQpHV 'H
O-DQDO\WH SDU OH FRHIILFLHQW GH FRUU pé&dotev biReQ GH 3HLC
par pixel ceux dont la variation de signal dans le temps est liée a la séquence des
GLIITpUHQWHY WKkFK HY¥ pfn- épe \WLGLMELt BeQdécomposer le signal

enregistré y en une somme de variables explicatives ou régresseurs X pondérés par

leur paramétre Ejf ODTXHOOH RQ DMRXW HHtgahlitd dusidnal); eeU U H X U
TXL V.-pFULW VRXV IRUPH PDWULFLHOOH

y=XE+ H

/ID PDWULFH G-LQFLGHQFH ; DXVVL D ScomentHtoB® MSULFH GF
facteurs contrdlés SDU OH GHVLJQ G HetQedHfpStpussl eQdemiusion

potentiels. 'DQV QRWUH FDV WUqV VLPSOH OD PDWULFH G:-LQFL
le pattern bina ire de stimulation (pondéré par B) et le terme constant (pondéré

par E /| HVWLPDWLRQ GHVY SDUDPgWUHV VH IDLW SDU OD Pp
Cette modélisation nous permet alors de faire des inférences statistiques sur le lien

entre la variation du s ignal et la stimulation. Pour chaque pixel, on va tester par

XQ WHVW GH 6WXGHQW O-K\SRWKgVH QXOOH + VHORQ ODTX
indépendantes de la stimulation ( B = 0). Ce test donne une valeur p (p -value) qui

caractérise la significativ ité du test. On peut représenter les résultats de ces tests

pour chaque pixel sous forme de cartes paramétriques statistiques appelées SPM

(Statistical Parametric Maps ). En général, on représente les z -scores qui expriment
O-pFDUW GX UpVXO Vi awhogebrig ed hdardie da\déviation standard.

Finalement, plus le z -score est élevé plus il est improbable que la variation du pixel

ne soit pas induite par la stimulation. Chaque pixel de limage se voit donc

attribuer une valeur z basée sur la probabilit é que I'hypothése nulle soit fausse.

Cependant, pour la localisation et la comparaison G:-XQH DFWILMDWeR Q

image qui ne mette en évidence que les pixels qui peuvent étre qualifiés d'actifs en

toute confiance. Pour ce faire, on applique un seuil a la carte paramétrique

statistique. Les pixels considérés comme statistiquement significatifs peuvent

ensuite étre superposésa une imagerie morphologique DILQ GH ORFDOLVHU O:-DF
Bien que les valeurs p de 0,05 soient couramment utilisées dans les e xpériences

scientifiques "standard", ce seuil est inapproprié pour notre étude ou des tests

statistigues simultanés doivent étre effectués sur plusieurs milliers de pixels

(environ 10 000). Fixer une valeur p de 0,05 pour un seul pixel signifie que 500 (10

000 x 0,05) de ces pixels pourraient apparaitre faussement activés. Il s'agit du
SUREOgqPH GHV FRPSDUDLVRQV PXOWLSOHY TXH O-RQ UpVR
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de Bonferroni, qui consiste a diviser le seuil de significativité par le nombre de
comparaisons effectuées.

&HWWH QRXYHOOH VWLPXODWLRQ HVW WHVWpH VHORQ OH
que précédemment. Les résultats sont montrés sur la figure 43. En A, le Doppler

moyen en nuances de gris, en B la z-map associée et en C le pourcentage

G - D F i WD rapport a la  baseline. Ici, la baseline correspond a toutes les
SPpULRGHY SHQGDQW OHVTXHOOHYV LO Q-\' D SDV GH VWLPXOI
SHUPHW DXVVL G-LQGXLUH XQH UpSRQVH GH OD UpWLQH 2¢C
les artérioles r étiniennes mais aussi dans les arteres ciliaires antérieures.

Résultats avec la nouvelle stimulation . (A) Doppler Moyen (B) Carte des Zscores (C)
Carte du RBV relatif a la ligne de base.

/ID FDUWH G-DFWLYDWLRQ HW OH VLIJQDO PR\HQ GHV SL[HC
figure 44A etB UHVSHFWLYHPHQW ,0 HVW LQWpUHVVDQW GH QF
activations uniques liées a chaque flash lumineux. Si on zoom sur le signal ( figure

44.C) on voit bien une augmentation brusque du RBV suite a chaque flash.
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(A) &DUWH G-DFWLYDWLRQ % 6LJQDO 'RSSOHU WHPSRUHO PF
Zoom sur le signal montré en B

On peut a présent moyenner temporellement les 50 essais SRXU REWHQLU O-H\
moyen qui est la HRF rétinienne ( figure 45).

Réponse Fonctionnelle HéEmodynamique (HRF)
Pour nous assurer de la forme de la réponse, nous recalculons notre signal en

reconstruisant une image Doppler a partir de 25 images au lie  u de 200 comme
LQLWLDOHPHQW SUpVHQWpP &HOD QRXV SHUPHW G-DXJPHQ\
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laréeponse RQ SDVVH GH PV j PV ,0 QH V:-DJLW SDV G-XQF
ELHQ G-XQ FDOFXO j SDUWLU GX VLIJQDO EUfigure 464 UpVXOWL

Réponse Hémodynamique Fonctionnelle (HRF) échantillonnée avec une résolution
temporelle de 0.05ms

3.5.2.4. Paramétrisation de la HRF

/|- DPSOLWXGH GH OD UpSRQVH KpPRG\QDPLTXH pYRTXpH HV
mais relativement facile a étudier par imageri e optique ou IRMf. Cependant, ces

modalités ne permettent pas de quantifier finement et rapidement les parametres

temporels de la réponse, tels que le délai, le temps de montée, le temps de descente,

etc. Or ces paramétres temporels sont cruciaux pourcar DFWpULVHU O-DOWpUDW
fonction neurovasculaire et pourraient présenter des variations spécifiques selon

les pathologies ou leur stade. Pour extraire ces parametres, nous devons trouver

un modéle de régression adapté a la forme de la réponse hémodyna mique et

« O - D M X% ¥ Waétreldignal (pour désigner cette méthode, on utilise souvent le terme

anglais curve fitting ) afin de trouver le fit optimal. Le modéle typiquement utilisé

en IRMf est la fonction « double gamma », considéré comme la représentation

canonique de la HRF. Cependant, nous avons préféré utilisé une paramétrisation

alternative de la HRF. Construite par la simple addition de 4 cosinus de demi -
SpULRGHVY HOOH SHUPHW G-REWHQLU GHV SDUDPQWUHYV T
DXWUHYV Hmer@gdRafowpldysiblogique est plus intuitive. Elle est caractérisée

par 6 parametres : les 4 périodes des 4 cosinus qui correspondent au délai initial,

au temps de montée, au temps de descente et au temps de retour a la baseline ; et

les amplitudes pic a pic entre le « creux » pr&-VWLPXOXV HW OH SLF G:DF
SULQFLSDO HW HQWUH OH SLF G:-DFW L-stimWus RoQLeSigureQ FL SD O t
47 PRQWUH XQ VFKpPD GH OD SDUDPpWULVDWLRQ GH OD
parametres du modele est réalisé sous Matlab par la Méthode des Points Intérieurs
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03, TXL FRQVLVWH j JpQpUHU XQH VXLWH GH SRLQWYV DS
domaine défini de solutions et convergeant vers une solution optimale. De cette
maniére, nous allons obtenir une estimation de ces parametres pour chaque
animal.

Paramétrisation de la HRF par 4 cosinus de demi -période, avec 6 parametres.

Dans un premier temps, nous allons vérifier que notre modéle de  fit nous permet

GH GLVFULPLQHU OHV GHX[ JURXSHYV SDU OD YDOHXU GH O-
(rRA). Puis nous nous intéresserons au temps de montée ( Rise Time, RT) et au

temps de descente (Fall Time , FT) de la HRF.

Intéressons -nous maintenant aux parametres temporels cités précédemment : le

temps de montée et le temps de descente. Les trois paramétres sont représentés

sur la figure 48 . Le temps de montée (RT) correspond au temps entre la  baseline

HW OH PDJ[LPXPRudE& db RSé&ponse, le temps de descente correspond au

WHPSVY HQWUH OH PD[LPXP G-DPSOLWXGH GH OD UpSRQVF
baseline (notons que dans le cas ou la réponse présente un wundershoot comme le

permet notre paramétrisation, les temps de des cente et de retour ala baseline sont

différents).
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IHV SDUDPgWUHYV G-LQWpUrw UHSUpVHQWpPV VXU OD +5) G-
UHSUpVHQWpPpH HQ MDXQH HVW O-DPSOLW XREsH 7iz7H) epédemSdn @aldd UHODWLY
correspond au tempsdem RQWpH GH OD UpSRQVH KpPRG\QDPLTXH MXdmTX-j VRQ P
Time), représenté en vert, correspond au temps de descente de la réponse depuis son maximum
M XV T Xbaseike.

[ -LQWHUSUpWDWLRQ SK\WWLRORJLTXH GH FHV SDUDPqQWUH)
couplage neurovasculaire expliqué en 1.2.4. Le temps de montée correspond au

WHPSV TXH PHW O-XQLWp QHXURYDVFXODLUH j GLODWHU C
FRUUHVSRQG DX WHPSV QpFHVVDLUH SRXU TXH O-DUWPULF

3.5.2.5. Optimisation du nombre de stimuli nécessaires

$ SUpVHQW QRWUH EXW HVW GH UpGXLUH OH WHPSV GH
utilisation clinique du fUS oculaire. Pour estimer le nombre minimum de stimuli

nécessaire pour extraire des parametres hémodynamiques fiables, nous n ous
VRPPHY LQVSLUpV GH O:DSSUR F#odtsivap. D’WH VW DIXH WEHEKQPTF
G-LQIpUHQFH VWDWLVWLTXH GRQW OH SULQFLSH HVW GH
SDUWLU G-XQ pFKDQWLOORQ LQLWLDO UpHO SDU XQH LWpUL
dH O-pFKDQWLOORQ LQLW-EdhantillossO XAppelesX W Eéchantitiony
bootstrap @ VRQW FUppV FH TXL SHUPHW G:-DXJPHQWHU YLU
O-pFKDQWLOORQ /-LQWpUrW GHFKPYWHOPRWKORGH BWWUI/>
QpFHVVLWH S bfdfnfatidh ¥ lg jeulde données initial. Nous nous sommes
LQVSLUpY GH FHWWH PpWKRGH SRXU UHJDUGHU O:-pYROXWL
lefit HQ IRQFWLRQ GX QRPEUH @-BGEVH WGYDQY/RRBYH I HWW DLV
pour calculer un essai moyen TXH Q#RSRXU H[WUDLUH OHV SDUDPgWU]
&HOD YD QRXV SHUPHWWUH G-HVWLPHU OH QRPEUH G-HVVD
G-DFTXLVLWLRQ PLQLPDOH SRXU H[WUDLUH XQH SDUDPpWL
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Comme expliqué précédemment, une acquisiti on est composée de 50 essais. On

commence par tirer avec remise 5 essais au hasard parmi les 50 essais. On

moyenne ces 5 essais, on obtient un essai moyen sur lequel on applique notre  fi.

De ce fit on extrait la valeur des 3 parametres qui hous intéressen t, soit la rRA, le

FT etle RT. On réitere cette opération 100 fois. On a donc 100 valeurs pour chacun

GHVY SDUDPgWUHV 2Q SHXW DORUV FDOFXO4ype iy YDOHXL
FKDTXH SDUDPgQWUH /-pWDSH VXLYDQWH FRQVLVWH | UHIL
tirant cette fois 6 essais parmi les 50, toujours avec remise. On obtient & nouveau

100 valeurs pour chaque parametre a partir desquelles on calcule la valeur

PR\HQQH HWWASHHFD2AXQNUpSgWH FH SURFHVVXV MXVTX-j] WLUF
remise 50 essaiV SDUPL OHV GH O :pFKD figwe AD ikuGtreLcegs WLDO /
différentes étapes.

88



OLVH DX 3RLQW GTXQ 2XWLO GY,PDJHULH 186 2FXODLUH

BULQFLSH GH OD PpWKRGH G-pYDOXDWLRQ GH OD VWDELOLWp
du bootstrap . Pour chaque k variant de 5 a 50 on tire aléatoirement avec  remise k essais parmi les
HVVDLY GH O-DFTXLVLWLRQ
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/IRIJILTXHPHQW RQ REVHUYH VXU OHV H[HPSOHV G-HVVDL PF
HW TX-LOV VRQW GH PRLQV HQ PRLQV EUXLWpV DYHF O

Pour chaque k, k variant de 5 a 50 on obtient u ne valeur moyenne du parametre

G:-LQW pUrW-type&/agSog- Caligure 50 PRQWUH O:-pYROXWLRQ GH FHV

OH QRPEUH G-REVHUYDWLRQV

(YROXWLRQ GH OD YDOHXU PR\HQQH &a&/assocld BriendticthHY HW GH
GX QRPEUH G -paninB 25ksshis les paramétres extraits sont stables. Dans notre protocole
un essai dure 30.8s car les flashs sont séparés de 30s. 12 minutes sont donc nécessaires pour obtenir
des parametres stables.

La rRA diminue pour se stabiliser autour de 30%, idem pour le temps de montée

qui se stabilise vers 0.5s. Le temps de descente augmente pour donner une valeur

de 4s. Les trois parametres sont stables au bout de 25 essais. Un essai ayant une

GXUpH GH V O-REWHQWLRQ GH SDUDPqWihuty VWDEC
G-DFTXLVLWLRQ &HWWH GXUpH SHXW rWUH ODUJHPHQW Uy
séparant 2 essais. Nous avions choisi de séparer nos flashs par 30s OFF afin de

QRXV DVVXUHU TX-LO owrap htl& leS D8pon€es de deux essais

consécutifs, PDLVY SXLVTX-RQ D YX TXH OH WHPSV GH GHVFHQW
WHQDQW FRPSWH Gnrdef3hgoy ét QuMtetrigOde retour a la  baseline, la

durée inter flash pourrait étre réduite de moiti€. Un essai serait alors de 15.8s ce

gui nous permettrait de ré aliser 25 essais en 7 minutes. Cette durée pourrait

encore étre réduite avec une durée inter flash aléatoire.

3.5.2.6. Discussion

/| -DPSOLWXGH G - Hde Walrép&e observée est en accord avec les mesures

par LDF de la réponse hémodynamique du nerf optique a une stimulation flicker

chez le chat et le singe. No us avons proposé une méthode qui permet la mesure de

la fonction de réponse hémodynamique de la rétine par ultrasons ultrarapide de

maniére rapideet non-LQYDVLYH 'DQV O-RSWLTXH G-XQ SRWHQWLHC
PPWKRGH QpFHVVLWH G-rWUH YDOLGpH SDU XQH pWXGH VX
impliquant une dysfonction neurovasculaire.
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3.5.3. Perspectives Cliniques

&RPPH QRXV O-DYRQV H[SULFRMWHQWE/LBPIUHKWDQXVFULW O
ces études est de concevoir un outil clinique permettant de diagnostiquer

précocement le développement de maladies neurodégénératives, telles que la MA,

la maladie de Parkinson, la Sclérose en Plaques, cardiovascula ires, comme
O-K\SHUWHQVLRQ SDU HIHPSOH RX HQFRUH O-REpVLWp

Nous avons vu en 1.5.2.1 que 7 minutes sont suffisantes pour acquérir un nombre

G-HVvVDLY SHUPHWWDQW O-HWUDFWLRQ UREXVWH GHV SDU
hémodynamique rétinienne. Cette durée pourra étre raccourcie par randomisation

de la cadence des stimuli. Evidemment, des études supplémentaires sont

nécessaires pour voir si les parametres étudiés sont assez spécifiques pour

permettre de discriminer différentes pathologies qui affectera  ient difféeremment le

couplage neurovasculaire. Par ailleurs, les normes imposées par la FDA sont
SDUWLFXOLqQUHPHQW UHVWULFWLYHV VXU O-H[SRVLWLRQ F
autre spécialité clinigue (cf. figure 51). Des calibrations précises sont donc

nécessaires avant de pouvoir commencer des études cliniques.

Recommandations de la FDA pour OHVY SDUDPgWUHV G-LPDJHULH DFRXVW
applications .

Une autre contrainte a prendre en considération est celle du mouvement oculaire

dont nous avons par |é au début du Chapitre 3. Pour la mise en place du dispositif

de fUS oculaire et pour sa validation, nous avons travaillé sur le petit animal
DQHVWKpVLp /-DQHVWKpVLH HW O-DGPLQLVWUDWLRQ G-X
V-DITUDQFKLU WRWD O H P HQdMlaiad VeflexasX Emd Eliridudy il est

possible de demander au patient de fixer un point, comme pour les examens de

IRQG G:-xLO UpDOLVpV HQ URXWLQH QpFHVVLWDQW pJDC
P\GULDWLTXH ODLV GDQV QRWUH FDV LDOQWDJIDEGHRGH E
mouvement pendant plusieurs minutes, comme pour les mesures de diametres des
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vaisseaux sanguins rétiniens réalisés par DVA. Cet outil est commercialisé et

utilisé en recherche clinique. Le protocole standard de mesure dure 350s soit

enviro Q PLQXWHYV &HW H[DPHQ HVW UpDOLVDEOH j FRQGL'
coopération du patient. La contrainte la plus importante provient de la santé de

O-2LO GX SDWLHQW (Q FDV G-RSDFLILFDWLRQ GH OD FRUQpP
des vaisseaux par la caméra CCD est de mauvaise qualité. Par ailleurs, la

fréquence du flicker contraint la résolution temporelle de la mesure par DVA. En
FRPSDUDLVRQ QRWUH PpWKRGH GH PHVXUH SDU XOWUDVRC(
transparence des tissus oculaires. 8Q DXWUH DYDQWDJH j YHQLU HVW (
SRVVLEOH GX WHPSV GH PHVXUH SDU OH 186 RFXODLUH G-R
chez les patients vulnérables, a condition tout de méme que celui -ci soit capable de

fixer un point pendant quelques minutes. Une a mélioration décisive serait
G-LQWHUURPSUH DXWRPDWLTXHPHQW OD PHVXUH HQ FDV
UHSUHQGUH O-H[DPHQ

3.6. Conclusion du Chapitre

Ce chapitre explique | es étapes de la mise en place de O-LPDJHULH IRQFWLRQ
rétinienne par ultrasons . Afin de nous assurer de la pertinence du modele animal

GH UDW XWLOLVp GDQV O-pWXGH SUpFOLQLTXH GRQW IDLYV
DYRQV G-DERUG FRPSDUp SOXVLHXUV DVSHFWV GH OD IRQF
O-KXPDLQ ODOJUp ¢&sHides@ uméppibli@i spécifigue adaptée a la vie

GLXUQH HW j OD YLVLRQ SKRWRSLTXH QRV \HX[ VRQW WUQq\
point de vue structurel mais aussi fonctionnel. La technique de microscopie par

localisation ultrasonore ultrarapide QRXV D SHUPLVY GH FRPSUHQGUH O:-RI
OD YDVFXODULVDWLRQ GH O-tLO GX UDW HQ WURLV GLI
positionnement de notre sonde, notre compréhension des images Doppler, et enfin
O-LQWHUSUpWDWLRQ GH QRYV Up\axXod WD/ the@rienkeWoh Y DWLR Q
DSSURSULpH GH Ob&dieRqpidnart dds/aérioles rétiniennes, et un

SODQ G:-LPDJHULH UHSURGXFWLEOH JUKFH DX[ DUWQqUHV FL
UpDOLVp SOXVLHXUV HVVDLV G-DFWLY paWle B&gteirRd@FWLRQQF
simulation utilisé. La stimulation ficker FODVVLTXHPHQW XWLOLVpH SRX
IRQFWLRQV YLVXHOOHY D SURXYp OD IDLVDELOLWpPp GH O-p
imagerie fUS. Afin de nous affranchir de la forme de la stimulation HW G-pYHQWXHO
SKPpQRPgQHYV SK\VLRORJLTXHV G-DGDSWDWLRQ QRXV O-DYF
tres court. Cette stimulation « wunitare 2 SHUPHW G-DFFpGHU | OD U
fonctionnelle hémodynamique propre de la rétine et donc de connaitre la réponse

neurovasc XODLUH TXHO TXH VRLW OH VWLPXOXV VRXV 0O:-K\¢
DLOOHXUV HQ ,50I OH FRQWUDVWH %2/' UpVXOWDQW G-XQ
wuqV IDLEOH GH O-RUGUH GH TXHOTXH SRXUFHQWV LO H
acquisitions dans le t emps. Ici, nhous avons montré que le fUS était capable de
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GpWHFWHU GHV pYgQHPHQWY XQLTXHV G-DFWLYDWLRQ 'H
UpSRQVH KpPRG\QDPLTXH SHUPHW O-H[WUDFWLRQ UDSLGH

/IH SURWRFROH G:-LPDJHULH O®6 8p W EQ MHUPHXGPLYAHL Vp SRXU

IRQFWLRQ UpWLQLHQQH G-XQ PRGqOH GH UDW GH OD 0ODOD
chapitre suivant.
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Chapitre 4. (WXGH GH OD ODODGLH G-$0
O-,PDJHULH 186 2FXODLUH

'‘DQV FH FKDSLWUH QRXV QRXV LQWpPUHVVRQV |j XQ SUHP
SRWHQWLHOOH GH O:-LPDJHULH 186 UpWLQLHQQH SRXU O-g
G-$O]KHLPHU ©08% TXL UHVWH O-REMHW GH GLVFXVVLRQV

hypothéses causales seront présentées ainsi que les traitements disponibles a

O-KHXUH DFWXHOOH /H GplL TXH UHSUpVHQWH FHWWH PDO
fois dans sa complexité mais aussi dans sa temporalité. En effet, les symptémes

clinigues qui conduisent au diagnos tic des patients apparaissent bien aprés le

début du processus physiopathologique, a un stade ou la dégénérescence neuronale

est déja trop avancée pour étre réversible. Ce diagnostic tardif est un obstacle pour

le développement de traitements car il empéch e de les tester aux stades précoces

de la maladie ou les mécanismes sous -jacents sont peut -étre encore réversibles. La

récente controverse autour du médicament Aduhelm illustre bien la difficulté de

développer des nouveaux traitements . La recherche de biom arqueurs précoces de

la MA est donc cruciale pour la mise au point de traitements symptomatiques plus

efficaces et surtout de traitements curatifs. Plusieurs études montrent que la MA

est associée a une altération du couplage neurovasculaire cérébral. Apre s avoir

choisi un modéle de rat de la MA le plus pertinent possible, nous avons utilisé la

méthodologie développée au chapitre précédent pour mesurer le CNV rétinien chez

FH PRGqOH /-REMH F\WétudierWa DadtéhtiaBt& dUECQIV rétinien comme

biomarqueur de la MA et tester la robustesse du fUS oculaire sur une premiere

application en comparaison au fUS cérébral. Ces travaux ont été réalisés en

collaboration avec Hervé Boutin et Benoit Larrat.

41. /D ODODGLH G:-$0O]KHLPHU

Les démences sont les princip DOHV FDXVHV G-LQYDOLGLWpP FkKaH] OHV S
maladie d'Alzheimer (MA) est la plus répandue de toutes les démences (60 a 80 %
detouslescas). '-DSUqV O 2UJDQLVDWLR Qara& €& folxkeritG50 OD 6
millions de personnes dans le monde etdHYUDLW WULS Q Htt¢igBarit Bés
SURSRUWLRQV pSLGpPLTXHV HQ UDLVRQ @lde GeROI®ORQJIJHPH
O-DEVHQFH GH WUDLWHPHQW HIILFDFH /D 0% HVW XQH |
PXOWLIDFWRULHOOH /H GpFOLQ FRJQLWLI FDUDFWpPULVWLT
GpJpQpPUHVFHQFH GHV QHXURQHV TXL GpEXWH GDQV O-KLS
dX FHUYHDX $XMRXUG:-KXL RQ FRQVLGqUH TX:-LO H[LVWH Gt
IDPLOLDOH KpUpGLWDLUH ODODGLH G-$O]KHLPH&)y)DPLOLD
onset Alzheimer Disease , car elle se déclare en général avant 65 ans) et une forme

sporadigue (ODODGLH G-$0O]KHLPHU G6SRUDGLTXVblhte-@0%& GLWH
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Alzheimer Disease). La forme la plus fréquente est la forme sporadique qui
représente 99% des cas. Les formes héréditaires identifiées de la MA sont toutes a
transmission « autosomique dominante »,ce qui signifie que la mutation affecte un
gene situé sur un chromosome non sexuel et que la présence de ce géene muté
entrainera nécessairement le développement de la maladie. Les formes
sporadigues ne sont donc pas héréditaires mais des facteurs de risqu e génétiques
ont été identifiés et seront détaillés par la suite.

Les premiers symptdomes de la MA sont des troubles de la mémoire a court terme

suivis G XQH DOWpUDWLRQ SURJUHVVLYH GHV IRQFWLRQV H[pl
O-HVSDFH HW G.Dé&3 Yerddrindy atteistés de la MA développent également

des symptomes neuropsychiatriques DQ[LpWp GpSUHVVLRQ WEBRXEOH G
finissent par étre incapables d'effectuer des activités quotidiennes normales.

Néanmoins, tous les patients ne présente nt pas le méme tableau clinique, ce qui

complique le diagnostic.

4.1.1. Bref historique de la maladie d'Alzheimer

Au début du XXeme siecle, les démences étaient principalement percues comme

des dysfonctionnements vasculaires, en raison de la forte prévalence de déficiences

cognitives chez des patients présentant des pathologies vasculaires [2. En 1907,

$ORLV $0O0]KHLPHU XQ SV\FKLDWUH DOOHPDQG GpFULW OI
femme de 51 ans, Augusta Deter, présentant une démence « part iculiere »

caractérisée par une confusion mentale, une dégradation progressive de ses

facultés cognitives, une inaptitude psychosociale et des hallucinations. Aprés son

déces, il examine son cerveau et décrit des lésions sous forme de nombreux foyers

milia LUHV OHV SODTXHV $A DLQVL TXH GHV HQFKHYT)
LOWUDFHOOXODLUHY TX:-LO QRPPH GpJpQpUHVFHQFHV QH:
une corrélation entre les caractéristiques cognitivo -comportementales de sa

patiente et ces résultats histolo giques. Depuis lors, les caractéristiques histo -
SDWKRORJLTXHVY GH OD 0%$ Q-RQW SDV FKDQJp HW FRQVWLW
GLDIJQRVWLTXHV (Q HIIHW VXLWH j FHV REVHUYDWLRQ
LQFULPLQpH FRPPH OH IDFWHXWEBHPEGHAH) pXIQMP B QVDH FER X
j OD GpJpQpUHVFHQFH GHV QHXURQHV (PHUJH DORUV O-:
amyloide » que nous détaillerons dans la section suivante. D'autres hypothéses

etiologiques émergent mais elles sont écrasées par les tenants de la ca scade

amyloide qui est largement acceptée et peu questionnée. En 1960 les structures

des lésions sont décrites avec précision, ouvrant la voie a la visualisation des

plaques par imagerie cérébrale du vivant des patients.

Ci-dessous nous allons résumer les hypothéses physio -pathologiques qui ont tenté
d'élucider les mécanismes de la MA et surtout sa ou ses causes originelles.
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4.1.2. Les foyers miliaires et la dégénérescence neurofibrillaire des
neurones.

Comme vu ci-dessus ces lésions sont celles observées historiquement par le docteur
Alzheimer qui a été le premier a identifier cette forme de démence et qui a
rapidement su associer les symptdmes des patients a des anomalies de leur
cerveau.

4.1.3. L'hypothése cholinergique.

Dans les années 70, la neurochimie permet | a mise en évidence des atteintes du

VI\IVWgPH FKROLQHUJLTXH DVVRFLpHV j OD 0$ HW FRQGXLW

hypothése dite « hypothése cholinergique ». Le systéme cholinergique est

IRQGDPHQWDO GDQV OHV PpFDQLVPHYV GH PeftBld d&sSDWLRQ |

principales voies de neurotransmission dans le cerveau.

Elle découle de la découverte du lien entre le déficit dopaminergique et la maladie

GH 3IDUNLQVRQ /-DQDORJLH VH IDLW HQ ORUVTXH O-RQ \

marqué dans le cortex de malades Alzheimer décédés. Un peu plus tard ce déficit

est localisé dans une structure du cerveau, le noyau basal de Meynert.

Progressivement certains chercheurs construisent une physiopathologie de la

PDODGLH GDQV ODTXHOOH O-DWWHLQWH GX VI\VWqPH FKROI

2Q GpFRXYUH TXH FKH] OHV PDODGHMW sythBtisaMt YLWp G

O -DFpW\OFKR O {atyltrasteRge). €sH diminuée, notamment dans les

régions affectées les premiéres par la maladie. Cette découverte conduit au

développement des premiers médicaments mis sur le marché pour la MA, qui

visent a frein HU OD GpJUDGDWLRQ GH O-DFpW\OFKROLQH GDQ\

augmenter sa concentration dans la fente synaptique pour amplifier son action.

&HV PROpPpFXOHV HQFRUH XWLOLVpHV DXMRXUG-KXL LQK
S$FPWV\OFKROLQHVW pU béyttholhe dandlsBnEWyn@ptigue. ,0 V-DJLW

GRQF G-XQ W sylnptovidtRiteQ W

Conjointement au déficit en acétylcholine, les patients présentent un exces de

glutamate synaptique. Les inhibiteurs de la cholinestérase et les antagonistes des

récepteuUV 10'$ VRQW OHV VHXOV PpGLFDPHQWVY GLVSRQL
PDOKHXUHXVHPHQW LOV QH SDUYLHQQHQW DX PLHX[ TX:j
symptoémes.

414. /- +\SRWKqVH GH OD &DVFDGH $P\ORwWGH

4141 $A OH FROQVWLWXDQW GHV SODTXHV VpQLOHV
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& HVW HQ TX-RXW ODROPHP LqUH | Ramylo@dHl S H SPL)GH A
comme le principal constituant des plagues amyloides et qui présente une forte
SURSHQVLR QagreyerBIX&vi R987, le gene codant pour le précurseur du

S H S W L Gamy®Al Precursor Protein , APP) est localisé sur le chromosome 21.

/H SHSWLGH $A HVW LVVX GX FOLYDJH GH FHWWH SURWDPLQ
amyloidogénique » est réalisé en deux étapes pa U OHV H Q] \HP\WsdhrAtases et
SURGXLW GHV SHSWLGHY GH WDLOOH YDULDEOH &RQW OH
HW s#$A/HV SHSWLGHY DP\ORWGHV SHXYHQW VH SUpVHQWHL
oligomériques de taille et de solubilité variables.

Lesre FKHUFKHYVY VH IRFDOLVHQW DORUV VXU O-DFFXPXODWLR
OD SURWPLQH $A VRXV OD IRUPH GHV SODTXHV DSSHOPpPHV ¢
gue de nouvelles données génétiques (cf. section 1.1.6), ont initialement suggéré

que le dysfonctionne PHQW G X P pW D E REPLAIER . calde Qu dépdt de la

SODTXH $A HW HQ DYDO GH OD IRUPDWLRQ G HQFKHY
dysfonctionnement neuronal 4. Récemment, de nombreuses études viennent
IlubJLOLVHU FHWWH YHUVLRQ RULJLQHOOH GH OD FDVFCL
corrélation entre diminution de dépbts amyloides et amélioration des déficits

cognitifs est tres faible. En effet, comme nous allons le voir, les vaccins «anti-
SODTXHV2 Q-RQW SDV SURXYp |j FH MRXU G:-HIILFDFLWp
disparaissent mais les troubles cognitifs persistent. Par ailleurs la majorité des

VXMHWYV kJpV SUpPVHQWHQW GHV SODTXH Ve $lAs hDpy/ VLIQH\
G-pWXGHV GpFULYHQW OD IRUPDWLRQ GHV SODTXHV VpQ
WDUGLYH G:-XQ G\WIRQFWLRQQHPHQW SOXV SUpFRFH GX
DLOOHXUV LO D pWp FRQVWDWp TXH OHV SDWLHQWYV DWWH |
identig ue mais une clairance diminuée par rapport aux sujets sains .

Ainsi, le principe fondamental de I'hypothése de la cascade amyloide, a savoir que
O-$A FpUpEUDOH HVW j OD IRLV QpFHVVDLUH HW VXIILVDQWI
est controverse.

4142 /HV ROLIJRPQUHV VROXEOHV G-$A

/| K\SRWKqVH GH OD FDVFDGH D GRQF pYROXp HW VWLSX
déclenche des processus physiopathologiques en aval qui aboutissent a des Iésions

et a des pertes neuronales et précipitent la démence de type Alzheimer 456,

Récemment,cH VRQW OHV ROLJRPqQUHV VROXEOHYV UpVXOWDQW
eté décrits comme neurotoxiques, plus que leur accumulation ultérieure en

SODTXHV HW SDUWLF X 04 q $8 Prie@etyplOsi¢uts BtudesRndnient

une corrélation entre ce ra tio et le déclin cognitif des patients 78,

4.1.4.3. Les traitements anti -plaques
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Les années 2000 voient éclore les premiers essais de vaccination « anti -plaque »

FKH] O-KXPDLQ VXLWH DX[ UpVXQ%DWNhésRIQIMUIDAPRY TXH FK
O-LPPXQLVDWLRQ 3BUGQPLEIXIWRLIBEBWHW SODTXHYV DP\ORWGHYV HW
des animaux. Mais les essais sont interrompus en phase Il suite a une réponse

immunitaire trop forte chez 6% des patients, qui avaient dévelop  pé une méningo -
HQFpSKDOLWH /- HridhéhHdd ceiRealVdes patients avait montré une

réduction significative des plaques, cependant les évaluations cognitives précédant

OHXU GpFgqV Q-DYDLHQW SDV PRQWUp G-DPpOLRUDWLRQ 1
mentionner que les patients inclus étaient déja a un stade avancé de la maladie,

ce qui permettait de rester optimiste sur une intervention thérapeutique plus

précoce.

4.1.5. L'accumulation intra -neuronale de la Protéine Tau
hyperphosphorylée.

En méme temps que | -$A HVW LGHQWLILpH FRPPH SULQFLSDO FRQ
séniles, la protéine tau est décrite comme constituant majeur des dégénérescences
neurofibrillaires sous une forme hyperphosphorylée.  Face aux BAPtistes (pour
Beta-$P\ORLG 3HSWLG V: -RGIKR\HDYS LD/AWRHW?2 VHORQ OHVTXH(
GHV GpJpQpUHVFHQFHV QHXURILEULOODLUHYV SUpFqGH OD
SURWpPLQH 7DX HVW XQH SURWpPLQH GH VWUXFWXUH IRQGD
stabilité du cytosquelette des neurones. Des étud es par TEP poussant cette

hypothése montrent que le déclin cognitif associé a la MA est anatomiquement plus

FRUUpOp DX[ IRQHV FpUpEUDOHYV Re OD SURWPLQHR. 7DX VO
Cependant, plus qu'une opposition frontale il semblerait que ces deux hypothéses

mériteraient une entente cordiale ¢ ar elles se completent en de nombreux points.

4.1.6. Les prédispositions génétiques
4.1.6.1. Les mutations géenétiques et les formes familiales a debut précoce

Juste apres que le géne codant pour | -$ 3 3 ¢ localisé sur le chromosome 21, une

premiére mutation associée a une forme familiale précoce de la MA a été
GpFRXYHUWH VXU FH JgQH '"-DXWUHV PXWDWLRQV DVVRFLpl
sont découvertes dans la foulée, affectant notamment les deux genes codant pour

les protéines Présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2). Ces trois mutations (APP, PS1 et

PS2) vont constituer la base du développeme nt de modéles animaux de la MA. Ces

découverte seront alors le soutien le plus solide a I'hypothése de la cascade

amyloide car, toutes les mutations de I'APP ou des Présénilines 1  ou 2 (PS1/PS2)

entrainant O DFFXPXOBWLROWRGRTXHQW LQYDULDEOHPHQW XQ!
précocel®.
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4162 /HV YDULDQWHYV GH O - $6¢UG foBresSpdidtipues) H (

En parallele, un facteur de risque génétique, sans rapport avec les mutations citées

c-DYDQW HVW LGHQWLILp LO V:-DJLW G-XQH GHV YDULDQW
O-$SROLSRSURWpPLQH ( $SR( SURWPLQH FOp GX WUDQVSR
acides gras polyinsaturés en endocannabinoides (eCB) , dont nous avons déja parlé

au chapitre 2. Pour rappel, les eCB sont des neurotransmetteurs a base de lipides

dont la fonction neuroprotectrice anti -LQIODPPDWRLUH HVW ELHQ FRQQXF
/-$SR( D pJDOHPHQW XQ U{OH GH QHWWRWWSWLSX¥L$AXSRAO
permettre sa clairance (nettoyage) hors du cerveau. Il existe trois alleles différents

G-$SR( £ A HW A /IHV SHUVRQQHVY SRUWDQW OD YDUL
population) auraient un risque 12 fois plus élevé de développer la MA que ¢ elles
SRUWDWQWW/A00gOH A TXDQW j OXL VHUDLW SURWHFWHX
encore controversées, cependD QW XQH pWXGH D UpFHPPHQWAPRQWUDp
perturbait la signalisation neuroprotectrice induite par les eCB, augmentant
O-LQIODPPDWLRQ HW OD FKDUJH PP UbcRawtre diste Bu@géreOH FHU Y |
que la liaison établie par ApoE -£ DYHF OH SHSWLGH $A VHUDLW SOXYV
établie par les autres all éles, ce qui diminuerait la clairance du peptide, favorisant

son accumulation 131  $SsUqV O:-kJH F-HVW OH IDFWHXanht®HANWLVTXH C
DXMRXUG -KXL SRXU OHV IRUPHV VSRUDGLTXHYVY GH OD PDOD

4.1.6.3. Les mutations du géne de la protéine tau

Des mutations du géne codant pour la protéine tau dans des formes familiales de
démence sont également décrites, et donnent naiss ance au concept de
«tauopathie ».

/| HQVHPEOH GHV IRUPHYV JpQpWLTXHYV IDPLOLDOHYV SUpFRF
sporadiques sous-WHQGXHYVY SDU XQH PXWDWLRQ GH O-$SR( QH
SsbuwLH GH O-HQVHPEOH GHVY PDODGHYV G-$O]KHLPHU ,0 HV
de susceptibilitt s RLHQW GpFRXYHUWYV j O-DYHQLU

5pFHPPHQW OHV LQGLFHV V-DFFXPXOHQW HQ IDYHXU G:-XC
YDVFXODLUHV HW 0$ RXYUDQW OD YRLH j XQH QRXYHOOH D
de la MA.

41.7. |-+\SRWKqVH 9DVFXODLUH

2Q O-DXUD FRPSULV OGRYPRWEBqgMWMH pWLRSDWKRJIpQLTXH GRPI
FHOOH GHV OpVLRQV SURYRTXpHV SDU OTDFFXPXRDWLRQ ¢
travers différents mécanismes partiellement élucidés. Cependant, de plus en plus
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G-LQGLFHV YHQDQW GH G Ltehp hbki Qraf td3popsabii® ihyorahte L

G-XQH DOWpUDWLRQ GH OD SHUIXVLRQ FpUpEUDOH (Q
UDW G-K\SRSHUIXVLRQ FpUpEUDOH FKURQLTXH PRQWUH TX
O-HQ]\PH % S$A&Amyloid precusor protein Cleavage Enzyme 1) qui est
UHVSRQVDEOH GH O DA Ba RilzX$; léd &ipnalx- Bypoperfusés sont
significativement moins performant au test de la piscine de Morris que les

contréles. Cette régulation a la hausse de BACEL conduirait a une surproduction

G -& qui favoriserait la dégénérescence des neurones et le déclin cognitif
FRQIRUPpPHQW j O-K\SRWKgqVH GH OD FDVFDGH DP\ORWGH
retour la baisse du CBF 14, Puis, en 2016, Iturria -Medina et a/. ont réalisé une vaste

analyse multifactorielle 1> j SDUWLU G:-LPDJHV 7(3 HW ,50 GH FHUYHD
de données de biomarqueurs de plasma HW GH &6) SURYHQDQW GH
($OJKHLPHU-V 'LVHDVH 1HXUR) RPéusL@siitat® midritréniigue” H
O-DOWpUDWLRQ YDVFXODLUH FpUpEUDOH HVW XQ pYgQHPH
avant que les biomarqueurs classiques (A Aet Tau) ne le soient. Par ai lleurs, cette

altération vasculaire précoce a été spectaculairement décrite chez des personnes a

risque, porteusesde O -5 )LQDOHPHQW OH U{OH GH O-DOWpUDW
le développement de la MA pose les mémes questions de causalité que celles

opposants les BAPtistes au Tauistes. Quel est le premier événement de la

pathogénese ?

&RPPH QRXV @ énYirirQl\ction, la régulation locale du CBF est médiée

par la NVU mais il existe une controverse concernant le type de cellule au sein de

la NVU mises en jeu pour cette régulation. En 2019, Nortley et son équipe 17 ont

PWXGLp O-HIIHW GABRW led Rifdspeln/ sahguins cérébraux a partir
G-pFKDQWLOORQV GH FHUYHDX[ KXPDLQV LVVXV GH SURFp
exemple pour accéder a des tumeurs). lls ont exposé le s échantillons a des

oligoméres AAHW REVHUYp XQH UpGXFWLRQ GX GLDPgQWUH GHV
25% au niveau des péricytes, comme le montre la figure 52.

Capillaire humain vu par microscopie confocale avant (A) et aprés (B) exposition a
des oligoméres AA PRQWUDQW OD FRQVWULFWLRQ G-XQH JRQH GX FDSLOODLL
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SpULF\WH WrWHV GH IOqgFKHY EODQFKHYVY /D OLJQH URXJH UHSUpVHQW
de la constriction. Adapté de Nortley et al 1’

lls ont ensuite étudié des échantillons de cerveau humains provenant de biopsies

de patients présentant des dépots A Aet la vasculature cérébrale de souris modeéles

de la MA /n vivo. lls conclu HQW GH OHXUV REVHUYDWLRQV TXH OI
LQGXLVHQW ELHQ XQH YDVRFRQVWULFWLRQ DX QLYHDX GH
des péricytes, qui pourrait engendrer une hypoxie du tissu neural et étre

responsable de la neurodégénérescence observée chezles patients post-mortem .

'-DSUgqV OHXUV REVHUYDWLRQV FHWWH YDVRFRQVWULFW
niveau capillaire via les péricytes et pas au niveau artériolaire, v/a les SMCs.

(Q UpVXPp XQ HQVHPEOH GH SUHXYHV VXJJqgUWaboactild O-$A VR
et vasculotoxiques sur les vaisseaux sanguins cérébraux, affectant différentes

composantes cellulaires de la NVU qui régule le CBF. Par conséquent, la
SUpYHQWLRQ GH O-DFFXPXODWLRQ G -$A SépEidanBswW pOLPLQ
la régulatio n du CBF. Cependant, la diminution du CBF semble étre préalable aux
DFFXPXODWLRQV QHXAHRWRPXT XHV H/-W SRVVLEOH TX-XQH D
SHUIXVLRQ VDQJXLQH FpUpEUDOH VRLW j O-RULJLQH GH
mutuellement. La diminution du CBF semblerait étre le biomarqueur le plus

SUpFRFH GH OD 0% FRQQX DXMRXUG:-KXL DYDQW OHV
accumulations de A Aet de Tau hyperphosphorylée ne soient présents 8 '-DSUQqV
O-K\SRWKgVH YDVFXO D Lfigitte 530l atiprHvagcldir@edt déja

apparente lorsque les patients sont asymp tomatiques (phase latente). Pendant la

phase prodromique, la fonction cognitive commence a décliner et les altérations
neuropathologiques & se manifester. A ce moment -3, les altérations cognitives sont

susceptibles de résulter d'un dysfonctionnement neuro nal et d'une altération
YDVFXODLUH LQGXLWY SDU OHV ROLJRPQqUHV $A PDLV SDV
et a mesure que la maladie progresse, les changements neuropathologiques se

développent davantage (phase clinigue de la maladie). La régulation
cérébrovasculaire se détériore parallelement a la fonction cognitive, reflétant, en

SOXV GHV HIIHWV YDVFXODLUHV LQGXLWY SDU $A OHV HII
de la perte synaptique et de I'amyloide vasculaire. Dans les phases tardives de la

maladie, la fonction cérébrale et la régulation vasculaire sont compromises au

maximum.
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Chronologie hypothétique de linteraction entre la dérégulation vasculaire, les
altérations neuropathologiques (plaques, enchevétrements neurofibrillaires, perte synaptique) et
le déclin des fonctions cérébrales dans la maladie d'Alzheimer. La dérégulation  vasculaire est déja
apparente lorsque les patients sont asymptomatiques (phase latente). Pendant la phase
prodromique, la fonction cognitive commence a décliner et les altérations neuropathologiques a se
manifester. A ce moment -la, les altérations cogniti ves sont susceptibles de résulter d'un
G\VWIRQFWLRQQHPHQW QHXURQDO HW G XQH DOWpUDWLRQ YDVFXODLUH
perte synaptigue. Au fur et a mesure que la maladie progresse, les changements
neuropathologiques se développent dava ntage (phase clinique de la maladie). La régulation
cérébrovasculaire se détériore parallelement a la fonction cognitive, reflétant, en plus des effets
YDVFXODLUHV LQGXLWYV SDU $A OHV HIIHWV FpUpPEURYDVFXODLUHV G
I'amylo ide vasculaire. Dans les phases tardives de la maladie, la fonction cérébrale et la régulation
vasculaire sont compromises au maximum. Adaptée de ladecola?®

4.1.8. Diagnostic, Traitements & Perspectives

La MA et les pathologies démentielles en général ont un impact socio  -économique

colossal, partiellement reflété par les 818 milliards de dollars annuels dépensés

pour leur prise en charge médicale dans le monde [20. «Partiellement » car la
PDMHXUH SDUWLH GH OD SULVH HQ FKDUJH Q-HVW SDV P
TXRWLGLHQV RX G-DLGH GLVSHQVpV SDU ORomMB@pa®OH RX (
HI[HPSOH O:-DLGH SRXU OD WRLOHWWH OHV FRXUVHV SRXlL
HWF VDQV RXEOLHU OH VRXWLHQ SV\FKRORJLTXH HW ILQDQ
pas sans impact sur la santé physique et mentale des aidants [21], souvent tres

impactés ém otionnellement, et représente un codt difficile a estimer. Herbert et al

RQW HVWLPp OH FR€W G- -XQ S DoLad@sVanifuelkH ICE ddiit |
GpSDVVHQW FHX[ G:-DXWUHV PDODGLHV PDMHXUHV FRPH
FDUGLRYDVFXODLUHV QRWDPPHQW GX IDLW GH OD SHUWH
des patients23l  'X IDLW GH O-DCOBRM)HYVEBHQWQFH GH YLH HW GX Y
des générations du baby-boom OD SUpYDOHQFH GH OD 0% QH IDLW T.
VHORQ OH UDSSRUW/zheim& Bis€as$ International ), le nombre de cas
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devrait doubler tous les 20 ans. Divers facteurs de r isque ont été identifiés au cours

GHV GHUQLqQUHVY DQQpHY GDQV GHV pWXGHV GH FRKRUW&
WDEDJLVPH OH GLDEgqWH VXFUp OH IDLEOH QLYHDX G:pG>
sont associés a un risque accru de la maladie. Une tendan ce a la baisse de
O-LQFLGHQFH GHV SDWKRORJLHVY GpPHQWLHOOHYVY GDQV O
20% par décennie depuis les années 1970024, vient all éger le tableau. Les raisons

de cette baisse ne sont pas complétement identifiées, mais la prévention des

maladies cardio-YDVFXODLUHY OD PHLOOHXUH SULVH HQ FKDUJI
JpQPUDOH GX QLYHDX G-pGXFDWLRQ VRQW @mémeERIQY FDQG
tendance actuelle se poursuit, elle ne suffira pas a compenser les effets du

vieillissement rapide de la population sur le nombre de patients atteints de

démence.

Malgré les connaissances accumulées sur la MA, son diagnostic reste complexe et
SUREDELOLVWH & -HWWPBHRIDWRLH GIWQYWRAUDJIH TXL O-LQLW
«trous de mémoire @ UpSpWpV RX GHV SHUWHV GH UHSqQUHV GDQV
temps. Un p UHPLHU HQWUHWLHQ DYHF XQ PpGHFLQ SHUPHW
neuropsychologique. Des recommandations européennes ont été mises en place

SRXU O-pYDOXDWLRQ GHV IRQFWLRQV FRJQLWLYHV SRXU
domaines définis (mémoire, troubles psyc ho-comportementaux, activités
fonctionnelles de la vie quotidienne, etc.) avec des tests quantitatifs. Par exemple,
O-HIILFLHQFH FRJQLWLYH JOREDOH HVW pYDOXpH SDU OH
Evaluation) mis au point par Folstein  efal en 1975. Selon les résultats de ces tests,

GHV H[DPHQV G:-LPDJHULH SHXYHQW rWUH UpDOLVpV [-,5(
DWURSKLH KLSSRFDPSLTXH HW G:-pOLPLQHU G:-DXWUHV FD
(tumeur, hématomes). La TEP permet de visualiser la charge amyloide dans le

cerveau. Ces examens sont longs et colteux et ne sont donc utilisés que pour

confirmer un diagnostic souvent tardif.

Les essais cliniques visant a traiter la MA sont trés nombreux, malheureusement,

les échecs le sont tout autant. Depuis sa découverte, les recherches de traitements

se sont presque toutes focalisées sur la résorption des plaques amyloides. Le

nombre d'essais FLEODQW O:-DP\ORwWGH HV201H Q GuD pouvadit GHS XLV
constituer un tournant dans la recherche sur cette maladie. L es tendances

montrent une augmentation du ciblage de la neuroprotection et de lanti -
neuroinflammation dans les essais de phase 1 et de phase 2, respectivement.

/|- DSSURFKH SKDUPDFRORJLTXH GLVSRQLEOH DFWXHOOHP

symptémes par des stimulants de la cognition :

- lesinhibiteursdel -DFpW\OFKROLQHVWpPUDVH GRQpSp]LO ULYDYV
TXL SHUPHWWHQW G-DXJPHQWHU OHV FRQFHQWUDWLRQV
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- un antagoniste du récepteur glutamatergique NMDA (mémantine) qui a pour
HITHW G rBrP [e® LdRocessus neurobiologiques impliqués dans les
phénoménes G-DSSUHQWLVVDJH HW GH PpPRULVDWLRQ

Les données actuelles sont en faveur d'une efficacité au mieux modeste de ces
traitements. Il n'y a pas d'argument en faveur d'un effet neuroprotecteur ou d'un
effet préventif sur le développement de la MA, que ce soit dans la population
générale ou chez des personnes avec des troubles cognitifs lIégers. lls ne sont
actuellement plus remboursés en France depuis aolt 2018. En pratique, les
inhibiteurs de l'ac étylcholinestérase ne sont plus recommandé s dans la stratégie
de prise en charge par | a Haute Autorité de Santé dans les formes légéres a
modérément séveres de la maladie d'Alzheimer méme s'ils conservent leur
Autorisation de Mise sur le Marche.

4.1.9. Intricati on entre enjeux médicaux et socio -économiques : la
controverse Biogen

En juin 2021, la FDA a approuvé un nouveau traitement contre la maladie

G $O]KHLPHU &-HVW OH SUHPLHU WUDLWHPHQW DSSURXY¢g
anticorps monoclonal, 'Aducanuma b, qui cible encore une fois la protéine A All est

administré en perfusions intraveineuses mensuelles. Commercialisé par le

laboratoire Biogen, sous le nom de I'Aduhelm, il est non seulement tres couteux

(56 000 $/an) mais il est aussi difficleamettr H HQ +XYUH FDU LO SURYRTXH
GHV SDWLHQWY UHFHYDQW OD SRVRORJLH IRUWH XQ =GqgPF
et de ce fait implique la réalisation réguliere d'IRM de contrble (quelques dizaines

de milliers de dollars par an). La FDA avait approuvé  son usage pour la MA en

général, alors que les essais n'avaient concerné que des patients souffrant d'une

forme modérée. De maniére encore plus surprenante, la molécule avait été

approuvée pour tous les patients alors que dans les essais cliniques, les pat ients a

KDXW ULVTXH G-HIITHWV VHFRQGDLUHY DYDLHQW pWp H[FOX
un diabete, une hypertension artérielle ou encore ceux traités par anticoagulants.

Le propre comité consultatif indépendant de la FDA ainsi que de nombreux

spécialistes affirment que les essais cliniques ne démontrent pas suffisamment
O-HIILFDFLWp GH OD PROpFXOH /HV GpWUDFWHXUV OHV PI
gue la prescription soit limitée a un groupe de patients trés ciblé. Apres quelques

semaines de commercialisation, sous le feu des critiques, la FDA a fait marche

arriere le 08/07 dernier et restreint son utilisation chez les patients présentant des

symptdmes légers. Au congrés américain, les Républicains et les Démocrates se

VRQW PLV G-DFFRUXQBRXUYBDWEHDWARQ VXU OH SURFHVVX!
ce médicament et de son prix.
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Ce traitement fait suite a de nombreux autres ciblant A Aet qui ont déja montré

G-XQH SDUW OHXU LQHIILFDFLWp HW G-DXWUH SDUW SUpV
secondaire JUDYHV G-KpPRUUDJLH RX G:SiGanPaidMme BmélplEd) D X [
nombreux rapports indiquant que l'amyloide est présente dans le cerveau de

personnes agées sans dysfonctionnement cognitif, on peut en déduire que

I'association entre I'amyloide et la MA  est collatérale plutdt que causale.

4.2. Etude du CNV Rétinien dans un modeéle animal de la MA

Finalement, la MA comporte une longue phase infraclinique. Les phénoménes
neurodégénératifs et le déclin cognitif associé qui amorce une prise en charge

médicale ne sont caractéristiques que des derniéres phases de la MA. Une

détection non -invasive, précise et précoce de la MA est indispensable a
O-DPpOLRUDWLRQ GH VRQ GLDJQRVWLF GH OD SULVH HQ F
progression de la recherche de nouveau x traitements 22 /-DOWpUDWLRQ YDVFX
semble étre un biomarqueur trés prometteur.

4.2.1. Modéles Animaux de la MA

'"HSXLV O-LGHQWLILFDWLRQ GHV PXWDWLRQV HQJHQGUDQW
murins de la MA ont été développés par manipulation génétique. Chague modele

exprime certaines des caractéristigues de la maladie, notamment les dépots

amyloides, la pathologie tau, et le déclin cognitif. Il existe deux familles de modeles

de la MA, les modéles transgéniques créés par inser tion dans le génome des

animaux de mutations causales humaines de la MA, et des modeles obtenus par

invalidation (dits KO, knock-out) ou remplacement (dits Kl  knock-in) du géne

APOE. La premiére famille est donc celle des modeéles de la MAF, la seconde cell e

GHVY PRGgOHV GH OD 0$6 &HSHQGDQW OD FRPPXQDXWp VF
DSSX\pH VXU OD 0%) DILQ G-pOXFLGHU OHV PpFDQLVPHV
demander si cela ne pose pas de probleme de translation entre les résultats obtenus

a partir de modeles de la MAF pour des patients MAS. Mais les cas familiaux

semblent présenter les mémes phénotypes cliniques et la méme neuropathologie

TXH OHV FDV VSRUDGLTXHV j O-H[FHSWLRQ GH O-:kJH
cliniques 26.27 6L FHV PRGgOHV SHUPHWWHQW G-REWHQLU
DOQDWRPRSDWKRORJLTXHVY HW FRJQLWLIV GH OD PDODGLH |
ne permettent pas de développer la « vraie » MA chez les animaux. Un modéle sera

FKRLVL SOXW{W TX-XQ DXWUH G-DSUqV OHV FDUDFWpULVWL
a étudier. Parmi les modeéles de la MAF on peut distinguer les modéles APP, les

modeles Présénilines et les modéles combinés. Nous allons en décrire quelques -uns

pour illustrer la problématique liée a la modélisation de la MA. Au sein des modeles

APP,lesmodéel HV GH UpIpUHQFH RQW pWp FUppV j SDUWLU G-XQH

108



(WXGH GH OD ODODGLH GT1%$0O]®BcHaRHU SDU OY,PDJHULH 186

appelée «mutation suédoise » (APPswe). Le premier est décrit en 1996 et appelé

Tg2576. Les souris présentent des déficits de la mémoire de travail des 9 mois

corrélés a une augmentation des SHSWLGHV $A HW $A DYHF GHV 36 F
DNF 28, Plusieurs variantes sont générées impliquant une ou plusieurs mutations

GH 0:-$33 /HV PRGQqOHV 3UpVpQLOLQHV VRQW EDVpV SRXU
causale de la MAF située sur le gene PS1. Les souris présentent une augmentation

G-$A DFFRPSDJQpH SRXU FHUWDLQV G-XQH UpGXFWLRQ
KLSSRFDPSLTXH DGXOWH HW G-DWWHLQWHY pYROXWLYHV G
spatiale. Parmi les modéles combinés, la souris APP/PS1 décrite par Jankowski et

son équipe?® HQ DVVRFLH OD PXWDWLRQ VXpGRLVH GH O-$3:
GH O-H[RQ GX JgQH KXPDLQ 36souridprégente &nd Apparition

précoce de PS et des troubles de différents types de mémoire mais pas de
WDXRSDWKLH 8QH GHV SULQFLSDOHV FULWLTXHV GH O-K\!
VWLSXODQW TXH O-$A FpUpPEUDOH HVW j OD uRleV QpFH\
développement de la MA, vient des modeles de souris transgéniques sur  -exprimant

$A HW QH GpYHORSSDQW QL WDXRSDWKLH QL SHUWH QHXU
WUDQVJqQHV KXPDLQV Q-D\DQW SDV GH OLHQ DYHF OD 0%
généreé par Oddo et son équipe3® en associant 2 mutations causales de la MA (la
PXWDWLRQ VXpGRLVH GH O0:-$33 HW XQH PXWDWLRQ GH 36
codant pour la protéine Tau, causale de la démence fronto -temporale mais non

impliquée dans la MA. Cette fois, chez ces souris, les auteurs décrivent des PS, et

GHV GpS{WV GH 7DX K\SHUSKRVSKRU\OpHV DFFRPSDJQpV G-
de la mémaoire.

Les modeéles de la MAS se limitent pour le moment a la manipulation du géne

APOE dont nous avons parlé précédemment. Les souris invalidée pour le géne

APOE (KO-PLFH SUpVHQWHQW GHV GpS{WV DP\ORWGHV GLIIXV
qui ne forment pas de PS, avec un e diminution de la neurogénese adulte
hippocampique. La manipulation Kl la plus courante est celle consistant a
UHPSODFHU O-%$32( SDU OHVY DOOqOHV KXPDLQV ( RX ( &H
GH GpS{WV DP\ORWGHV TXH OHV DXWUHV POERJIplADQW XOQ
FODLUDQFH G- -$A

7RXV FHV PRGqOHV VRQW FRPSOpPHQWDLUHVY HW RQW IDFL
VXU O-pWLRORJLH GH OD 0$ OD GLVVHFWLRQ GHV SDWKRPp
G-LQWHUYHQWLRQV WKpUDSHXWLTXHW LRKUB HNW D QW FIDLLE
FKH] O-KXPDLQ &HSHQGDQW OH PDQTXH GH VXFFqV GDQV
sur les rongeurs en résultats thérapeutiques questionne la validité des modeles

actuels. Pour notre étude, nous avons tenté de choisir un modele adapté a notre
REMHFW-a-IG IFUHV&/.-pYDOXDWLRQ GX 186 FRPPH QRXYHO RXWL
GH OD 0% SDU OD PHVXUH UpWLQLHQQH GH O-DOWpPUDWLRQ
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4.2.2. Choix du Modeéle

Les séquences des protéines pertinentes pour la maladie d'Alzheimer (MA) chez le

rat sont similaires a celles des souris et des humains. Bien qu'ils soient utilisés

moins fréquemment que les souris, les rats présentent plusieurs avantages pour

O pWXGH GHV PDODGLHV KXPDLQHV /HV UDWV VRQW ] P
G H OnaihXjue les souris 31, De par leur taille, ce sont des modeéles de choix pour
O.-LPDJHULH GX FHUYHDX HW GH O-xtLO DYHF XQH ERQQH
physiologiques sous anesthésie générale. La taille de leur cerveau facilite

également la chirurgie. lls sont beaucoup plus faciles a manipuler que les souris et

sont moins facilement stressés par le contact humain. Des modeles de la MA chez

le rat ont été développés, avec des ava ntages et des inconvénients methodologiques

similaires a ceux des souris. Les rats ont cependant été moins utilisés que les souris

pour la génération d'animaux transgéniques, principalement pour des raisons

techniques, car les pronucléus de leurs embryons unicellulaires sont moins visibles

et leurs membranes pronucléaires sont plus souples que celles des souris, ce qui

rend l'injection d'ADN plus difficile 32,

Les premiers modeles de rats transgéniques ont été générés en 2004 ; ils expriment

I'APP humaine avec les mutations Suédoise et Indiana, associée ou non ala PSEN1

humaine mutée. Ces premiers modeles présentent une accumulation
F\WRSODVPLTXH G-$A GDQV O KLSSRFDPSH HW OH FRUW]
intracellulaire, en I'absence de plaques, induit une phosph orylation de tau et des

troubles de l'apprentissage 33. Une autre lignée de rats, PSAPP, développe des

GpS{WV G $A H[WUDFHO O X O D BUlt vhodletly radDMkGill -8-AihylP R L V

$33 GPpYHORSSH GHV LQFOXVLRQV $A LQWUDFHOOXODLUHYV
SODTXHV $A YH&YMOIs¥IH GH

Un phénotype plus complet a été obtenu chez les rats TgF344 -AD, que nous avons

donc choisis pour notre étude. Les animaux co -expriment les transgenes APPswe

HW 36 | ( ptdd&ntent une amylose cérébrale dépendante de I'age qui précede

une tauopathie, une gliose, une perte apoptotique de neurones dans le cortex

cérébral et I'hippocampe et un dysfonctionnement cognitif tardif et proportionnel

j O - R&) Ea microscopie a fluore scence a deux photons /n situ a montré un profond
dysfonctionnement du réseau microvasculaire et neuronal cérébral au début de la

dysfonction cognitive, lorsquer OHV HVSgFHV $A VROXEOHW HW OD
hyperphosphorylée commencent a augmenter dans ce mo dele3’.

4.2.3. Matériel & Méthodes

4.2.3.1. Préparation des animaux (anesthésie + collyres)
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Cette étude a été réalisée su r deux groupes de 6 animaux. Le groupe transgénique

« TG » composé de 6 rats TgF344-AD agés de 18 mois (5 femelles, 1 male) et le

groupe wild type «WT » composé de 6 animaux contréles de méme age (4 femelles,

2 males). Les animaux sont anesthésiés suivan tle méme protocole que décrit dans

OD VHFWLRQ ,PPpGLDWHPHQW DSUqV O-LQGXFWLRQ GH

sur un tapis chauffant avec une sonde rectale de rétrocontrdle permettant de

maintenir sa température corporelle a 37°C. Il est fixé s ur un cadre stéréotaxique

pour stabiliser sa téte, et maintenu en faible luminosité pendant 30 minutes. Deux

JRXWWHYV GH 7TURSLFDPLGH O\GULDWLFXP FROO\UH VR
PLQXWHYV DYDQW OH GpEXW GH OD VHWSLRIieEsti@DIJHULH

séquence continue détaillée en 3.3.1. Le dispositif expérimental utilisé est celui

décrit dans la section 3.3.2 mais avec le porte -sonde droit. On utilise le paradigme

GH VWLPXODWLRQ GpYHORSSp HQ SHERth&/DED QW G:-RE

O-LPDJHULH WHUPLQpPH O-DQLPDO HVW -tumvéeL@®Op SDU

G-$WLSDPp]ROH PJ NJ $QWLVHGDQ $§

4.2.3.2. Placement de la Sonde

/IRUVTXH O-DQLPDO HVW HQ SODFH XQH FRXFKH GH JHO
G:-pSDLVVHXU HVW . -&pGROVPHIV XA LQVWLOODWLRQ GX WURSL
descendue jusque dans la couche de gel, la séquence de positionnement est lancée

HW OH GRSSOHU V:DIILFKH VXU OH PRQLWHXU 2Q DIILQH C
FHQWUHU O-+LO GDQV € i4tr8uVdD|6s Bpdrésbidudls idehtifies dans

le chapitre précédent. La sonde est toujours orientée de la méme maniére par

UDSSRUW DX FDGUH VWpUpRWD[LTXH HW OH SODQ G:-LQWp
Néanmoins, il existe une variabilité interindivi GXHOOH GH O-DUFKLWHFWXU
TXL FRPSOH[LILH OD UpSpWDELOLWpP GX SRVLWLRQQHPHQW
OH QRPEUH GH YDLVVHDX[ UpWLQLHQV HW OHXU RUJDQLVD
La figure 54 montre les dopplers moyens des animaux inc OXV GDQV O-pWXGH
FKDFXQ G-HX[ RQ UHFRQQDVW OH OLW YDVFXODLUH UpWLQ
GHV IOgFKHVY ORUVTX-HOOHV RQW SX rWUH LGHQWLILpHV
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'RSSOHU PR\HQV GH FKDTXH DFTXLVLWLRQ GH O-pWXGH 2Q
similaires et FRPSRUWHQW OHV PrPHV VWUXFWXUHV PDOJUp GHV GLIIpUH
RFXODLUH HW GH O-RUJDQLVDWLRQ YDVFXODLUH UpWLQLHQQH

8QH IRLV TXH OH SODQ G:-LPDJHULH HVW YDOLGpPp YLVXHOOH
GpEXWHU 2Q V:-DVVXUH TXH O-DQLPDO HVW DQHVWKpVLp H!
GHSXLV DX PRLQV PLQXWHYV /D /(" HVYW SODFpH j FP GH O-
G-DWAWNQOD GLUHFWLYLWp GH OD /(" HW G-REWHQLU XQ |
microcontréleur programmé avec le logiciel Arduino (IDE) permet de synchroniser

OD VWLPXODWLRQ DYHF O-DFTXLVLWLRQ /HV WLUV XOWUDV
le programme Arduino , ainsi les flashs peuvent étre déclenchés précisément en
IRQFWLRQ GH O-DFTXLVLWLRQ HQ V:DIIUDQFKLVVDQW G -XQ
VFDQQHU /RUVTXH O-RQ UpFXSqUH OHV GRQQpHV RQ VDL
LPDJHV OD VWLPXODWLRQ V-HVW SURGXLWH

4.2.3.3. Post Traitement des Données

/IH SUpWUDLWHPHQW GHV GRQQpHV UHFXHLOOLHV DYDQW
VHXOHPHQW j UHJDUGHU OH GpFRXUV WHPSRUHO PR\HQ G|
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ILOWUHU OHV pYHQWXHOV SLFV OLpV VRLW | o¢@pPRXYHPH
VSDVPH RX j XQ PRXYHPHQW GDQV O-HQYLURQQHPHQW GH (
lissé, ni spatialement, ni temporellement. Les données sont post traitées suivant
O-DSSURFKH */0 GpFULWH HQ 3RXU FKDTXH DQLPDO
calculH OD FDUWH G-DFWLYDWLRQ DSUqV FRUUHFWLRQ GH %]
multiples, en considérant les pixels dont la valeur -p est inférieure a 0.05 comme
significativement activés. La figure 55 montre un exemple de carte de |RBV (figure

55.A). On observe une réponse hémodynamique fonctionnelle importante de la

UpWLQH PDLV DXVVL XQH OpJqUH DXJPHQWDWLRQ GX YRO>
V.-DVVXUHU GH QH SDV LQFRUSRUHU OHV SL[HOV SRWHQWLF
GH O-LULV j OD U p S RiQu¥ HtiKignRdr0B &QudeFun masque sur la carte
G-DFWLYDWLRQ 0DOJUp OH SHX GH SUpWUDLWHPHQW DSS
O-DFWLYDWLRQ HVW SUpFLVpPHQW ORFDOLVpH VXU OHV D
SHUPHW G-REWHQLU XQH F De&figtite G5BFparisimple\sewrI@ueS UR S U

Cartede '!5%9 $ HW FDUWH G-DFWLYDWLRQ % G!RBY(BQLPDO VD!
montre le volume sanguin rétinien relatif a la baseline U5%9 /D FDUWH G-DFWLYDWLRQ %
pixels significativement ac tivés. Le rectangle vert représente le masque binaire (0 en dehors, 1 a
O-LQWpULHXU SHUPHWWDQW GH QH SDV LQFRUSRUHU GHV SL[HOV
hémodynamique rétinienne.

4.2.4. Analyse des Données

4.2.4.1. HRF Locale

Pour affiner notre analyse, nousnou V LQVSLURQV j QRXYHDX GHV PpWKR:
GH GRQQpPHV G-,501 30XW{W TXH GH PR\HQQHU WRXV OHV S
applique un filtre médian sur la carte de z -score pour ensuite détecter la zone
G-DFWLYDWLRQ PD[LPDOH 1R X \irEtaRd dél1¥pRIQW,5%@H) JRQH
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centrée sur le z-score maximal aprés filtrage médian. La figure 56 montre la
localisation du z -score maximal sur la méme acquisition que celle montrée en
figure 55.

Région circulaire pour le calcul de la HRF unitaire.  Elle est centrée sur le z -score
maximum et contient 13 pixels.

On procede ensuite au calcul des HRF locales pour chaque animal puis on moyenne
pour obtenir celles de chaque groupe. Pour avoir une meilleure résolution
temporelle, les données sont recalculées a 20Hz comme expliqué au 3.5.2.3 afin de
WLUHU S D UaNenteGésolotiad fémporelle du fUS.

4.2 4.2 Résultats

La figure 57 présente les HRF locales moyennes pour chaque groupe, les valeurs

basales du RBV et les valeurs de rRA. Les valeurs basales du RBV sont obtenues

en moyennant les valeurs absolues de RBV sur | es 45 premiéres secondes de
O-DFTXLVLWLRQ (Q SUHPLHU OLHX LO HVW LQWpUHVVDQW
5%9 QH GLIIQUHQW SDV G-XQ JURXSH j O-DXWUH 30OXVLH
différence de perfusion sanguine cérébrale basale diminuée dans| a MA. Ici nous

ne retrouvons pas ce résultat. Cependant, les valeurs données par le fit nous

permettent de décrire une augmentation significative de la réponse
hémodynamique évoquée au sein du groupe Alzheimer « TG ».
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(A) Réponse hémodynamique fonction nelle moyenne pour chaque groupe (TG en
rouge, WT en bleu). (B) Les valeurs basales sont calculées par la moyenne du RBV sur les 45
SUHPLqQUHV VHFRQGHYVY GH O-DFTXLVLWLRQ 2Q Q-REVHUYH SDV GH GLI
groupes (t-test, p-value = & /-DPSOLWXGH UHODWLYH GH OD UpSRQVH U5$
La rRA du groupe transgénique est significativement supérieure a celle du groupe contréle (t -test,
p-value < 0.05).

(Q UDLVRQ GHV GLIIpUHQFHY DQDWRPLTXHV LQWHULQGLYLCG
GH UHFDOHU OHV FDUWHY G-DFWLYDWLRQV SRXU OHV PR\H
pertinence de notre fit, on peut calculer les |RVB moyens de chaque groupe a

partir des c artes SPM générées par le GLM. La figure 58 montre deux exemples

de carte de |5%9 G-XQ DQLPDO VDLQ HW G-XQ DQLPDO $0]K
HITHFWLYHPHQW XQH GLIIpUHQFH LPSRUWDQWH GH O:-DPSC
UpSRQVH EHDXFRXS SOXV R& AlZhgimer. Brpis)dela Qiffetence
G-DPSOLWXGH RQ REVHUYH TXH OD UpSRQVH HVW PRLQV E
chez les individus Alzheimer en comparaison aux contrbles. Les résultats des

|RVB moyens sont présentés sur la figure 59.
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Exemple de cartes 'CBV rétiniennes pour un animal contrdle (WT) a gauche et un
animal transgénique (TG) a droite. Le  '5%9 HVW QHWWHPHQW VXSpULHXU GDQV OD
modeéle de la MA.

Comparaison des valeurs moyennes de s rRBV extraites des cartes données p ar le
GLM pour chaque groupe. (Mann -Whitney, p=0.015)

4.2.4.3. Résultats donnés par le fit

Nous avons appliqué le fit présenté en 3.5.2.1 a nos résultats pour extraire les

valeurs des parametres du rRBV, du temps de montée et du temps de descente.

Les résultats s ont montrés surla figure 60. /D GLIIpPUHQFH G-DPSOLWXGH GH
entre les deux groupes déja étudiée précédemment est significative. Cependant, les

temps de montée et de temps de descente ne permettent pas de discriminer les

animaux sains des animaux malades.
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5pVXOWDWY GHV SDUDPqQWUHV Gi#tLQWpUrwvY H[WUDLWYV SDU C

4.3. Comparaison avec la HRF dans le cerveau

/| - REMHFWLI GH FHWWH pWXGH HVW G- XWLOLVHU OH PrPH S
PrPHV DQLPDX[ TXH FHX[ LQFOXV G D Q Vd&compareGlaiHRR pFp GH Q'
cérébrale et la HRF rétinienne.

4.3.1. Matériel & Méthodes

/IHV DQLPDX[ VRQW SUpSDUpV GH OD PrPH PDQLgQUH TXH SRX
Initialement, nous planifions de réaliser la chirurgie dans un premier temps puis

GH UpYHLOOHWG MOWRHRDAUH TXHOTXHYVY MRXUV TX-LO VH UH
GH UpDOLVHU O:LPDJHULH GDQV XQ VHFRQG WHPSV $X
G-DQHVWKpVLH GLIIpUHQW VHORQ OHYV DQLPDX[ GHV RVF
cérébrale apparaissent dans le sign al et génent la mesure de la réponse neuro -

vasculaire évoquée. Cependant, les animaux étant agés, ils sont fragiles et
VXSSRUWHQW PRLQV ELHQ O-DQHVWKpVLH /HV GHX[ SUHPL
WT, que nous opérons, se réveillent mal et nous sommes con traints de les sacrifier.
JLOQDOHPHQW SRXU FHWWH pWXGH QRXV GpFLGRQV GH U
DSUqV OD FKLUXUJLH SRXU QH SDV SUHQGUH OH ULVTXH G
chirurgie est réalisée suivant la méme procédure que décrit dans la sec tion 2.1. On

réalise une fenétre amincie entre Bregma et Lambda (voir ~ figure 61) et on place le

rat dans le cadre stéréotaxique, comme pour les autres études.
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&KLUXUJLH G-DPLQFLVVHPHQW GX FUKQH HQWUH %UHJPD HW /

"“DSUqV O-$WODV GX KkélBaxihbb X% VE¥ow3B) W cortex visuel (CV)

apparait a Bregma 2 4.20mm avec sa partie secondaire (V2). Le cortex visuel

primaire (V1) apparait a B -4.40mm. Puis en reculant vers Lambda, V1 et V2
SUHQQHQW GH SOXV HQ SOXV G-HVSDRgnh, GDIQINculassH FRUWH
Supérieur (CS) apparait. Entre cette coordonnée et B -7.80mm le CV et le CS sont
YLVLEOHYV GDQV XQ PrPH SODQ FRURQDO 1RXV DOORQV HV
la stimulation visuelle simultanément dans ces deux structures. Pour optimiser

QRV FKDQFHV G-\ SDUYHQLU QR XVe.20@0 RIQfigu@ 8B2)\taS ODFHU
F-HVW OrpouHdgUuelleRe CV et le CS sont les plus étendus. De plus cela nous

ODLVVH HQYLURQ PP GH PDUJH G-HUUHXU GDQV OHV GHX]
SOXW{W ODUJH VXU OHTXHO QRV GHX[ UpJLRQV G:-LQWpUrw
O-H[SpULHQFH &R OODHERWDYWRLUH TX:-LO Q-HVW SDV VL VLP!
UpSRQVH GDQV FHV GHX[ ]JRQHV VLPXOWDQpPHQW HQ SDU\
réponse visuelle corticale soit plus difficile a imager que la réponse robuste du CS.

La stimulation est délivieceda QV O-xLO GURLW O-2LO JDXFKH HVW FR.
noir.
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Plan Coronal Bregma - PP H[WUDLW GH O-$WODV GH :DWVRQ HW 3D]|
Visuel comprenant V1 et V2 est figuré en rouge, le CS est en bleu.  Adapté de Paxinos & Watson 38

$ O-H[FHSWLRQ GHV SUHPLHUV DQLPDX[ GX JURXSH 7 W
montrent une réponse dans le CS (n= 10, 4 WT, 6 Tg). Sur la majorité des

acquisitions, on observe une réponse dans le CS ipsi - et contra-ODWpUDO | O-+L¢
stimulé. Les cartesde 'CBV,deZ-VFRUH G-DFWLYDWLRQ DLQVL TXH OD
montrées pour un animal sain surla  figure 63 . Nous avons pu observer une réponse

a la fois dans le CS et dans le CV chez seulement 5 animaux (2 WT et 3 TG).
&HSHQGDQW OHV GRQQpPHV Q-pWDLHQW SDV WRXWHV H[SOI
G-RVFLOODWLRQV GXHV j OD FRQQHFWLYLW penddQune/ LRQQHC
HRF propre dans le CS de 4 WT et 6 Tg et pour le CV nous avons 2 WT et 3 Tg.

Chez les WT, seul 1 animal contribue a la fois a la HRF moyenne du CS et du CV,

chez les tg ce sont 2 animaux dont la co -activation des deux aires était exploitable

GURtwta WT = et nwa Tg = 7).koelis prostate
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([HPSOH G-$FWLYDWLRQ )ROQFWLRQQHOOH GX &BRYOB)FXOXV 6X¢
Carte des Z-6 FRUHVY & &DUWH G-$FWLYDWLRQ PRQWYWDQVE épiey/laSL[HOV GF
correction de Bonferroni pour les comparaisons multiples. (D) HRF globale (moyenne des 50 trials
de tous les pixels activés)

4.3.2. Résultats

'DQV XQ EXW GH FRPSUpKHQVLRQ JOREDOH GX WUDLWHPH
QRXV DYRQV WHQWpP GH UHJDUGHU O -pYR Qi$Wmnpo@)\GH OD +.
dans le CV et le CS, qui sont deux structures bien connues impliquées dans cette

WKkFKH &KH] OHV URQJHXUV FRPPH FKH] EHDXFRXS G:-DXW
XQH VWUXFWXUH G-LQWpJUDWLRQ GH SOXVLHXUV W\SHV (
entrées visuelles proviennent a la fois du cortex et de la rétine. Ces entrées sont

complétées par des entrées auditives et somato -sensorielles (en particulier des

vibrisses). La figure 64 schématise les projections neuronales impliquant ces

structures.

Les informations provenant de la rétine sont relayées par le LGN (  Lateral
Geniculate Nucleus DYDQW G-DWWHLQGUH OH FRUWH[ YLVXHO J/H &ROOLF
informations de la rétine et du cortex visuel.
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La figure 65 PRQWUH OHV UpV X O WH2A\N a@imBl pMsentddivi laRdp F
XQH UpSRQVH GDQV OH &9 HW GDQV OH &6 2Q SHXW YRLU
PD[LPD G-DFWLOBPDWPISEDQWXGH PD[LPDOH HVW DWWHLQWH G

HQVXLWH GDQV OH &9 SDU DLOOHXUV $lelB U@ ldixXI6H HVW ¢
CV.

Activation successive du Colliculus Supérieur et du Cortex Visuel (n = 1)

ODOJUp OH SHX G-DQLPDX[ LQFOXV GDQV FHWWH pWXGH H(¢
comparer qualitativement le décours temporel de la HRF dans le CS et dans le CV,

HW GH YpULILHU FH TXH QRXV DYRQV YX VXU XQ DQLPDO 1
CBV basal pour FKDTXH JURXSH HW Q-DYRQV SDV REVHUYp GH G
(cf. figure. 66). Les HRF moyennes pour chaque groupe et chaque structure
FPUpEUDOH VRQW FDOFXOpHYV SDU O-DSSURFKH */0 VXU XQH
le z-score maximal de la structur e concernée. Elles sont montrées sur la figure 67 .

'DQV OHV GHX[ JURXSHV OD +5) DWWHLQW VRQ PD[LPXP G-D
OH &9 $ QRXYHDX O-DPSOLWXGH GH OD UpSRQVH VHPEOI
animaux TG que chez les contrdles. La forme de laré ponse dans le CS est similaire

pour les deux groupes alors que la réponse du CV differe. Elle a une forme plus

aplatie pour le groupe TG. Dans le groupe WT, les HRF du CS et du CV sont
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presque «en phase » alors que dans le groupe TG on observe un décalage plus
important entre elles.

CBV basal

HRF moyennes (+ écart -type) de chaque structure cérébrale, pour chaque groupe.

Si on superpose a ces deux graphiques les HRF rétiniennes moyennes calculées
précédemment, on obtient les graphiques présentés d ans la figure 68 . Pour une

meilleure lisibilité, les écarts -types ne sont pas représentés. Pour le groupe WT, on
REVHUYH TXH O-DFWLYDWLRQ VH IDLW DX PrPH PRPHQW
Colliculus supérieur puis plus tard dans le cortex visuel. Pour le gr  oupe Alz (TG),

on observe une Iégére avance de la réponse rétinienne par rapport au Colliculus

supérieur, et une réponse plus rapide dans le cortex visuel par rapport au groupe

:7 'DQV OHV GHX[ JURXSHV XQ GpFDODJH G-HQYLURQ V V
groupe WT, les trois HRF sont « en phase » au moment du retour a la baseline,

alors que dans le groupe Alz les retours a la baseline sont décalés les uns des

autres. De plus, leretour ala baseline est plus lent pour la rétine et le cortex visuel

chez les animaux Alzheimer en comparaison aux contréles.
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HRF moyennes de la rétine, du CS et du CV pour chaque groupe.

4.3.3. Discussion

/ID TXHVWLRQ GH O:-LQIOXHQFH GH O:-DQHVWKpVLH VXU
IRQFWLRQQHOOH QH SHXW SDV rWUH KIpEg®LIPN @DD RNWWYD
QHXURQDOH PDLV OD PpGpWRPLGLQH HVRadrénelphRe LVWH G|
qui blogue la libération de norépinephrine, ce qui a un effet vasoconstricteur et

induit une diminution du CBF.  Cependant, son influence sur le CNV chez le rat

semble étre minime 39. On pourrait tout de méme penser que les rats TG sont plus
VHQVLEOHV | © qplesVrdtsK\WYV, Lengendrant une diminution de leur

perfusion sanguine basale et donc une réponse relative apparaissant plus forte.

ODLVY OHV SHUIXVLRQVY EDVDOHV QH GLIIQUHQW SDV G-XQ
SHUPHW G:-pFDUWHU FHWWH K\SRWKqgVH

Le concepW G-DOWpUDWLRQ YDVFXODLUH HQJOREH GHX[ LGpH
SHUIXVLRQ EDVDOH HW FHOOH GH O-DOWpUDWLRQ GH OD U
une stimulation. Nous en avons parlé en début de chapitre, de nombreuses études

montrent une réducti on du CBF basal avec la MA. Les résultats des études de la

réactivité vasculaire divergent. Avec la mise sur le marché du RVA, les études
V-LQWpUHVVDQW DX &19 UpWLQLHQ VH VRQW PXOWLSOLpHYV
une augmentation du diamétre des va isseaux rétiniens 40 G-DXWUHV XQH
diminution 41, enfin certaines ne rapportent aucun changement en réponse au

flicker . Cependant, En 2013, une équipe coréenne a étudié la HRF cérébrale sur

un modele Alzheimer de souris transg pQLTXH SYARBS EQ) par différentes
PRGDOLWDpPV &:LdbBauksdcbivent une stimulation s ensorielle électrique

VXU XQH SDWWH /-LPDJHULH R W Lilisdde pdpMaddly@ey qT X H
simultanément les changements de concentration relative de I'hémoglobine

désoxygénée, oxygénee et totale. Le changement de CBF moyen dans un volume
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de 1mms3 est mesuré par LDF. L a dilatation des arteres piale s est évaluée par

microscopie a balayage laser multiphotonique . Les résultats, présentés sur la

figure 69, montrent une augmentation de la réponse hémodynamique évoquée chez

les animaux transgéniques, conéren WH HQWUH WRXWHYV OHV PRGDOLWpPV

Parameétres hémodynamiques de la réponse évoquée par une stimulation électrique
chez un modéele transgénique (Tg) de la MA comparé a un groupe contrdle, par différentes modalités
G-LPDJHULH /HV GHX[ JURXSHV FRPSUHQQHQW DI@& BrAaphjguP&« OHV kJpV
montre nt les décours temporels moyens des paramétres hémodynamiques relatifs a chaque
modalité des souris Tg et Wt . (A) Les changements de CBF induits par la stimulation sensorielle
ont été observés par LDF. /-DXJPHQWDWLRQ GX &%) HQldigne& QluslknmpodabteV
chez le groupe transgénique. (B) Le d iamétre relatif des artérioles pial esenréponse ala stimulation
sensorielle est mesuré par microscopie a balayage laser multiphotonique.  Le groupe Tg présente
une vasodilatation accrue e t prolongée de l'artériole pial H & /[/-LPDJHULH RSWLTXH LQWL
SHUPHW GH PHVXUHU VLPXOWDQpPHQW OHV FKDQJHPHQWYV UHODWLIV
totale, oxygénée et désoxygénée. /| -DPSOLWXGH GH OD UpSRQVH KpPRG\QDPLTXH HV

chez le groupe Tg. Adapté de Kim et Jeong [42]

Cette étude est la premiére a décrire une augmentation de la réponse
hémodynamique dans un modéle souris de la MA, en contradiction avec les
SUpFpGHQWHY pWXGHYV UpDOLVpHV FKH] G-DXWUHV PRGqOl
OHXUV UpVXOWDWY VRQW UREXVWHV SXLVTXH OHV PF
permettent de décrire le méme phénomée QH G-DXJPHQWDWLRQ GH OD
hémodynamique chez les animaux transgéniques. lls expliquent alors ces
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divergences par les modéles animaux utilisés. Une différence essentielle entre les

PRGqOHV DQLPDX[ HVW:., GR. MOSER ld\prodution de A A est
IDYRULVpH SDU UDS S Ridhz JeFde @iOAPPG'H/PBA |EQ , entrainant

XQH DXJPHQWDWLRQ GX UDWLR OD FRQFHQWUDWLRQ GH OC
gue soit sa longueur chez les souris Tg2576 et APP23. Or ce rapport est important

poXU OHV PRGLILFDWLRQV GH OD UpSR@VdhitppupPtiexpju®@ DPLTXH
VXU OH SODQ YDVFX®OHWHRXAHHQWADWLRQV UHODMWLYHV S
chez les souris Tg2576 ou APP23 peuvent entrainer une détérioration excessive

précoce des vaisseaux cérébraux avant que la réponse hémodynamique

n‘augmente. Une autre différence essentielle entre les modéles murins de la MA

est le rythme de la pathogenése de la MA. Par exemple, le dépdt de plaques

amyloide se produit plus tét dans un modele de souris transgénique double

(mutation APP + PS1) que dans un modeéle de souris impliqguant seulement une

mutation de I'APP. En accord avec les résultats de cette étude, une augmentation

du signal BOLD évoqué par une tache de mémorisation chez des sujets humains

jeunes, porteurs d'une mutation de la PS1 , a été observée avant I'ap parition des

déficits cognitifs 44. Une autre étude par IRMf a montré une augmentation du signal

BOLD chez des patients a risque (port HXUV GH @& DB enpakpaHa fois dans le

mode par défaut et dans la réponse évoquée par une tache (de mémorisation par

exemple). Les auteurs de ces études suggeérent la mise en place de mécanismes

neuronaux compensatoires 4546, L'ensemble de ces résultats suggéere que la réponse
hémodynamique des souris mutantes APP ressemble a celle des patients atteints

de la maladie d'Alzheimer, tandis que la réponse hémodynamique des souris

doublement mutantes APP/PS1 est plus proche de celle observée chez les

personnes a risque pour la MA. En 2018, une autre équipe obtient des résultats

similaires 47 a nouveau sur un modéle de souris doublement transgénique

(APPSWE/PS1 1E9), avec une augmentation de la réponse hémodynamique chez les

souris Tg. Cette étude décrit aussi un flux sanguin capillaire diminué chez ces

dernieres, ce qui pourrait expliquer la néces VLWp G-XQH UpSRQVH G\QDPL"
LPSRUWDQWH SRXU GpOLYUHU DVVH] G-pQHUJLH DX[ QHXUR
GH O-K\SRWKgVH GHV PpFDQLVPHVY FRPSHQVDWRLUHYV pYRT
Kotliar et al. réalisent une étude 40 par RVA chez des sujets atteints de la MA

(Alzheimer Disease Dementia , ADD), des sujets présentant un déclin cogn itif |éger

(Mild Cognitive Impairment , MCI) et des sujets sains ( Healthy Control , HC). Une

stimulation de flicker a 12.5Hz est délivrée pendant 20s. Le RVA mesure le

diamétre des vaisseaux sanguins rétiniens en réponse a la stimulation. Les

résultats sont montrés sur la figure 70. La stimulation induit une dilatation
artéro-YHLQHXVH &HWWH GLODWDWLRQ HVW DXJPHQWPpPH FKH
plus chez les sujets atteints de la MA.
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Réaction artérielle et veineuse pour chacun des groupes mesurée par le diamétre
relatif des vaisseaux sanguins. Adaptée de Kotliar e a/.40

Une autre hypothese explicative est celle de la détérioration de la boucle de
rétrocontréle du CNV ( figure 71). Le glutamate libéré par l'activité synaptique
active les récepteurs post -synaptiques du gl utamate, entrainant I'activation des
voies de signalisation dépendantes du calcium, ce qui entraine la libération de
facteurs vasoactifs qui peuvent piloter la composante initiale (indépendante du
métabolisme) de la réponse vasculaire locale dans les artér ioles et les capillaires.
En méme temps, une réduction de I'oxygene tissulaire causée par lI'augmentation

de la consommation d'énergie induite par l'activation conduit a I'accumulation de
sous-produits meétaboliques également vasoactifs qui entraineraient un e
composante de rétroaction secondaire (métabolisme -dépendante) pour adapter la
réponse du flux aux besoins métaboliques du tissu. La détérioration de ce
UpWURFRQWU{OH SRXUUDLW rWUH j O-RULJLQH GH FHWWH I
les patients.

MpEFDQLVPHY SRWHQWLHOV G-DFWLRQ HW GH UpWURDFWLRQ
/' DFWLYDWLRQ QHXURQDOH HQWUDVQH OD OLEpUDWLRQ GH YDVRGLODMW
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LQGXLVHQW XQH K\SHUpPLH ORFDOH SHUPHWWDQ Weéc&sshir® aReurWHU D X[ (
IRQFWLRQQHPHQW 3XLV OD FRQVRPPDWLRQ G-R[\JgQH SDU OHV QHXUF
ORFDOLVpH TXL HQWUDVQHUDLW OD OLEpUDWLRQ GH YDVRFRQVWULFWF
la réponse hémodynamique locale aux besoins d u tissu. Adapté de ladecola et al. 48

$X YX GH QRV UpvVXOWDWYV HW GH OD OLWWpPUDWXUH QI
augmentation de | a réponse hémodynamique fonctionnelle liée & des mécanismes
compensatoires pourrait étre un biomarqueur encore plus précoce que la

diminution du CBF basal.

4.4. Conclusion du Chapitre

Nous avons vu dans la littérature récente que les recherches sur la

physiop athologie de la MA sont parvenues depuis peu a un tournant, se libérant

GX GRJPH GH O-DP\ORwWGH (Q HIIHW O -D Hest 8éetbs®¥h RQ GH C
moins retenue comme cause unique de la dégradation de la mémoire et des autres

fonctions cognitives des patients. La controverse autour de la validation par la FDA

du traitement de Biogen en est le témoignage le plus récent, la molécule ét  ant un

anticorps monoclonal ciblant A E Inversement les dysfonctionnements du flux

sanguin local apparaissent comme étant les biomarqueurs les plus précoces de la

MA au point que ces anomalies hémodynamiques sont détectées des années avant

la survenue des premiers symptdémes. Nous savons par ailleurs que les vaisseaux
UpWLQLHQV VRQW WRXFKpV DYDQW FHX[ GX FHUYHDX /-DC
méthode développée ici devrait donc devenir une modalité de choix pour
O-H[SORUDWLRQ GDQV O Htré&la KA Ehr@lld et BimplX &\mbttie EnR

+XYUH ILDEOH HW SHX FR€EWHXVH &HW RXWu@itGH GpW
contribuer a une intervention thérapeutique beaucoup plus rapide, et ainsi

prévenir la progression de la maladie en permettant d'éventuelles interventions

sur le processus pathologique sous-jacent.

Par ailleurs, au -GHOj GH OD 0% G-DXWUHV PDODGLHV QHXUF
cardiovasculaires pourront étre concernées : maladie de Parkinson, Sclérose en
3ODTXHV K\SHUWHQVLRQ DHVWDWMHIXOOEH/ODODMPSORDWDWLRQ S
186 pWDQW WRXMRXUV OD GpWHFWLRQ SUpFRFH GH O
hémodynamiques.

/ID UpWLQH HVW LGpDOH $Rasie deslppEeddddietto@iRéQeratifs.

Dans le futur, le fUS oculaire pourrait ¢ JDOHPHQW SHUPHWWsths OH VXI
thérapeutiques ou la caractérisation des processus physiologiques des maladies
neurodégénératives.
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/-LPDJHULH 186 HVW GpGLpH j O-DQDO\WH GX FRXSODJH QHX!
O-DOWpUDWLRQ HVW XQ ELRPDUTXHXU SUpFRFH GH SDWKF
ayant un retentissement sociétal de plus en plus lourd.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a deux problématiques

majeures de santé publique OH FDQQDELV HW O-REpVLWp 'DQV OHV
fUS nous a permis de démontrer une altération de la fonction neurovasculaire n

vivo *UKkFH j O-pWXGH SKDUPDFRORJLTXH QRXV DYRQV PRQ\
OD FRQQHFWLYLWpPp IRQFWLRQQHOOH GX FHUYHDX DX UHSR'
j O-REpVLWp DYDLW GpMj pWp GpFULWH PDLV QRWUH pWXC
TX-HOOH t\W&sUot dadsla physiopathologie du syndrome. Les biomarqueurs

vasculaires semblent étre particulierement précoce dans un grand nombre de
SDWKRORJLHVY HW GH VIQGURPHV GH FH IDLW LOV DWWLU]I
chercheurs. Pour la majorité des maladies, le défi estle méme : aprés la prévention

Hw DYDQW OH WUDLWHPHQW OH PHLOOHXU PR\HQ G:-DP
GLDIJQRVWLTXHU OH SOXV W{W SRVVLEOH & -HVW SRXUTXRL
UDSLGH GH O-DOWpUDW LR &cutaixe poarkab &rb déddisQ H X UR Y D

/-LPDJHULH 186 FRPSOqWH SDUWLFXOLQUHPHQW ELHQ O-
FRQWUDLQWHY GH PLVH HQ #XYUH OLPLWHQW O:-XVDJH $X
UHFKHUFKH SXLVVDQW SRXU OHV QHXURYVFLtpasertare PD OKH X
utilisable en routine clinique du fait de la barriére constituée par les os du crane

KXPDLQ ODLV O:-xLO WUDQVSDUHQW DX[ XOWUDVRQV HVW

donne acces a la rétine qui est un tissu neural du systeme nerveux central, le seul
QH EpQplILFLDQW SDV G- XQH SURWHFWLRQ RVVHXVH 'DQV
VRPPHY DWWDFKpV j DGDSWHU O:-LPDJHULH 186 | O-L

neurovasculaire dans la rétine, afin de tirer parti de cet organe précieux. Pour cela,

nous avons élucidé OHV P\VWqUHV GH O-DUFKLWHFWXUH YDVFXODL
O-LPDJHULH -GHVROXNMMULRQ 1RXV DYRQV HQVXLWH PRQWU
IRQFWLRQQHOOH UpWLQLHQQH pWDLW ELHQ GpWHFWDEO
stimulation visuelle classiguementuti OLVpH SRXU O-pWXGH GH OD UpSRQ’
GDQV OHV VWUXFWXUHV FpUpEUDOHV LPSOLTXpHV GDQV O
O-LQIRUPDWLRQ YLVXHOOH (QILQ QRXV DYRQV RSWLPLYV

DQDO\WH GHV UpVXOWDWYV DILQ mifieMaUdhctidddPidpodse H GH T XI
hémodynamique rétinienne de maniere simple, rapide et fiable.

La troisieme partie de cette étude était consacrée a la validation de notre
PPWKRGRORJLH 3RXU FHOD QRXV QRXV VRPPHV LQWpUHV\
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fléau d u XXIéme siécle. Sur un modeéle de rat transgénique de cette maladie, nous

DYRQV PRQWUp TXH O:-LPDJHULH 186 RFXODLUH SHUPHWWD|
sains des animaux malades par la mesure de la fonction de réponse
hémodynamique rétinienne. Ainsi, hous avons realisé les premieres
H[SpULPHQWDW L R U8 dé laLr&ibelddrond-brgane pertinent pour ce type

de mesure en préclinique .

/-LPDJHULH 186 HVW XQH PRGDidvasivp, [ulcélizude tlfati€ldR Q
PHWWUH H QauliX dlpdti@nt ». Nous pensons que dans un futur proche, elle
SHUPHWWUD O-H[SORUDWLRQ GH URXWLQH GHVY DOWpUDWLF
O-xLO &HWWH UpDOLWpP QRXV SHUPHW G-HPEOpH G-HQYL
maladies chroniques neurodégénérat ives ou cardiovasculaires qui permettra de

débuter une prévention ou un traitement au meilleur moment. Elle pourra

également étre un outil de suivi de traitement. Parallelement, le développement

DFWLI GHV PpWKRGHY GH FRUUHFWLRQH®-\WEMH-UB D IMWRICH | B &
O-H[SORUDWLRQ GX FHUYHDX HQ URXWLQH
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'‘DQV FHWWH SDUWLH QRXV SUpVHQWRQV XQH pWXGH SUpOL
pharmacologique de la connectivité fonctionnelle induite par un cannabinoide de

synthese. Le cannabis est une drogue largem ent répandue dans notre société : la

France se situe ainsi en téte du classement européen et a un niveau comparable a

celui du Canada. En revanche, s'agissant des plus jeunes, la situation s'améliore
significativement. Ainsi, en 2018, les adolescents francais étaient au 10éme rang

des consRPPDWHXUV DX FRXUV GX GHUQLHU PRLV ©Q (XURS
occupaient la premiere place. Malgré cette amélioration, le cannabis est

I UpTXHPPHQW DVVRFLp j O:-pFORVLRQ GH JUDYHV SDV
(schizophrénie) chez les jeunes utilisateurs réguliers.

A.(WXGH GH O-DOWpUDWLRQ GH OD FRQQHFWL
cannabinoides

Le systéme endocannabidoide (eCB) est connu pour avoir un réle essentiel pendant

le développement du cerveau, particulierement au moment de I'adolescence, mais
les mécanismes sous-jacents font encore I'objet de discussions. Au cours de la vie,
les synapses ne cessent de se modifier, constituant un réseau neuronal en
continuelle évolution. Les cannabinoides exogenes interférent avec le systeme eCB.
lls modifient la pl asticité neuronale et donc la connectivité intrinseque. De plus,
on observe une forte corrélation entre les pathologies psychotiques et l'altération

de la connectivité fonctionnelle (CF). Les cannabinoides modifient  /n vitro la
morphologie des neurones en développement. Une nouvelle voie moléculaire,
impliquant la contractilité¢ de I'actomyosine, a récemment été découverte par
O-pTXLSH GH = /HQNHL DX ODERUD VGRIL O H( 68IROPGMAItFLWp &pU
étre impliquée lors des changements de CF induit s par des cannabinoides. Notre
étude explore cette nouvelle voie /n vivo et nous donne des résultats préliminaires
plaidant pour que l'altération de la CF induite par les cannabinoides puisse étre
évitée en bloquant la contractilité de I'actomyosine. Ceré sultat nous aménera donc
a envisager differemment les effets des cannabinoides sur le cerveau. Il ouvrira
également de nouvelles options dans le traitement des psychoses.

A.1l. Contexte

A.1.1. Le Cannabis

La marijuana est la substance illicite laplusco mmunément utilisée dans le monde,
et il existe une forte corrélation entre son usage et l'incidence des psychoses.
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&HSHQGDQW OH OLHQ GH FDXVDOLWp IDLW O-REMHW GH FF

nombreuses études se sont intéressées a cette question. Dan s une étude
SURVSHFWLYH G-XQH SRSXODWLRQ VXLef&/MHors i¢th&Sdd& W
un lien de causalité entre l'usage de cannabis et la survenue de troubles
psychotiques persistants chez des adolescents!. Leurs résultats suggerent
fortement I'existence d'un lien entre la consommation réguliere de cannabis et
'augmentation du risque du développement de troubles psychotiques durables

chez les adolescents et les adultes jeunes.

A.1.2. Le Systeme Endocannabin oide

Les effets psychologiques des cannabinoides exogenes sur le systéme nerveux
central sont modulés par le systeme eCB, particuliérement par les récepteurs
cannabinoides de type 1. Il existe deux types de récepteurs cannabinoides: Le
récepteur de type 1 (CB1R), principalement exprimé dans le systeme nerveux
central et périphérique sur les neurones et sur les cellules gliales et le récepteur
de type 2 (CB2R), principalement exprimé sur les cellules immunitaires. C'est donc

le récepteur CB1 qui est implig ué dans les effets psychotropes des cannabinoides.
CB2R, quant a lui, est impligué dans limmuno -modulation. L'Anandamide
(arachidonoyléthanolamide) et le 2 -AG (2-arachidonoyglycérol) sont les deux
principaux neurotransmetteurs cannabinoides. En dépit de | eurs propriétés
neurotransmettrices, ils sont différents des neurotransmetteurs classiques. Ces
derniers sont synthétisés dans le cytoplasme des neurones et stockés dans les
vésicules synaptiques pour étre relachés par exocytose dans la fente synaptique
aprés une excitation pré -synaptique provoquée par des potentiels d'action. La
production d’Anandamide et de 2 -AG provient de la stimulation de différents
récepteurs et de I'hydrolyse de précurseurs lipidiques. Du fait de leur nature
lipidique, ils sont direc tement relachés par la cellule aprés leur production sans
étre stockés dans des vésicules synaptiques. Les effets psychotropes des dérivés du

DQ'

FDQQDELV VRQW GXV j O-DFWLRQ GH OHXUYV IspibcpBlLSHYV DF\

p WD QW -9tétidhyéirocannabi nol ou | -THC), qui sont des cannabinoides
exogenes capables de passer la barriere hémato -encéphalique et prennent la place
des cannabinoides endogénes sur les récepteurs CB1 centraux 2.

Notre étude explore les eff ets du cannabis et des cannabinoides sur la connectivité
fonctionnelle du cerveau. Néanmoins, il est important de noter que les
cannabinoides ont un grand potentiel thérapeutique qui ne peut étre négligé.
Dailleurs le cannabis est utilisé a des fins théra peutiques dans de nombreuses

FXOWXUHYV GHSXLV GHV FHQWDLQHY G DQQpHV /H SUDWLFL

cet usage dans la médecine moderne, a rapporté en 1839 son utilisation dans
plusieurs indications, telles que I'épilepsie ou les rhumatismes. Dans la seconde
moitié du 19 éme sjecle, des préparations a base de cannabis étaient produites par
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des compagnies pharmaceutiques occidentales pour traiter la douleur chronique,

la migraine, les troubles du sommeil et d'autres affections médicales. Mais a
I'époque, du fait de la difficulté a isoler le principe actif, la standardisation des
préparations fut impossible et cela aboutit a un rapide déclin de ces
thérapeutiques. De nos jours, on constate un regain d'intérét spectaculaire pour
les traitements a base d e cannabis. Le premier essai thérapeutique randomisé fut
mené en 1975 pour évaluer les effets du THC sur les nausées et vomissements
induits par les chimiothérapies. Pour le moment les autorités réglementaires n‘ont
validé l'usage thérapeutique du cannabis que pour peu d'indications, comme la
spasticité dans les scléroses en plaques, les vomissements pendant les traitements
cytotoxiques, ou les anorexies avec cachexie du SIDA. Une étude clinique incluant
61 participants fut conduite en 2007 aux USA pour éva luer l'efficacité du THC
dans I'amélioration du symptéme de la nausée retardée apres chimiothérapie, et

la comparer avec un médicament antiémétigue 3. Les nausées furent
significativement moins fortes dans le groupe traité au THC par com  paraison avec

OH JURXSH SODFHER FRPPH GDQV OH JURXSH WUDLWp SDU

THC fut aussi démontrée dans le traitement des douleurs neuropathiques d'origine
centrale ou périphérique, résistantes aux traitements classiques. Le Nabiximols
(Sativex) est un extrait de cannabis administré en spray oral qui a été validé pour

le traitement de la spasticité dans la sclérose en plaques 45. Il a aussi été montré
gu'il améliorait les douleurs neuropathiques périphérigues 6. Dans beaucoup
d'autres indications comme le syndrome de Tourette, le glauco me, ou la maladie
de Crohn, des études sur des cohortes plus petites ont rapporté des effets positifs.
Ces dernieres années, il y a un intérét croissant pour le potentiel thérapeutique du
cannabidiol (CBD), un cannabinoide présent dans les fleurs de cannab is. Il montre
des résultats encourageants pour le traitement de l'anxiété, le stress post -
traumatique, la schizophrénie, la maladie de Parkinson, la dystonie et |'épilepsie.

Le systeme eCB est connu pour jouer un rdle essentiel durant le développement du
FHUYHDX HW QRWDPPHQW GDQV OD FURLVVDQFH
neuronale. Son action est principalement médiée par les récepteurs CB1, dont nous
avons dit qu'ils sont majoritairement exprimés dans le systeme nerveux, central et
périphérique. Chez les mammiféres, CB1R participe a la régulation de la
coordination motrice, de l'anxiété, de la mémoire et de l'appétit 7. L'activation de
CB1R module l'excitabilité cellulaire, la libération de ne  urotransmetteurs, la
transmission synaptique transitoire ou permanente, participant ainsi a la

HW O-R

plasticité a court et long terme par différentes voies de signalisation. /| -DFWLYDWLRQ

des récepteurs CB1 par les endoCB inhibe différents canaux calciques et mo dule
certains canaux potassiques présents a la fois sur les corps cellulaires et les
prolongements axonaux 2. Cela entraine une réduction de la libération de

QHXURWUDQVPHWWHXUV GH OD GXUplt I& KeqGeR HQWLHO C
GpFKDUJH QHXURQDOH j O-RULJLQH G-XQH PLVH VRXV VLO
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exprimantlesCB1 8 6L O-DFWLYDWLRQ GHV UpFHSWHXd4e&% HQW
O-DFWLYLWp GH FHUWDLQV QHXURQHV FHOD QH VLJIQLI
FDQQDELQRWGHYVY VRLHQW © LQKLELWHXUV @ GHV IRQFWLRQ
FLUFXLWV SDU H[HPSOH G-XQ HIIHW GH © GpVLQKLELWLRQ
activer un circuit en inhibant des voies inhibitrices, les cannabinoides ont
également la capacité, infine GH SURYRTXHU O-H[FLWDWLRQ GH SRSX
ou de noyaux cérébraux®. L'hippocampe a démontré un rble essentiel dans les

fonctions cognitives et émotionnelles, impliquant des processus de plasticité tels

gue des changements structurels et fonctionnels et la production de nouveaux

neurones (Fanselow & Dong, 2010 ; Gould, 2009). CB1R est fortement exprimeé

dans I'hippocampe et médiateur des fonctions d'apprentissage et de mémoire 7,

régule les états d'humeur 10 et |es changements synaptiques associés.

Le systeme eCB a été détecté des les premiers stades de la vie, pendant le
développement pré- et post-natal, y compris pendant le développement
embryonnaire. Durant cette période, | e cytosquelette neuronal joue un rél e crucial
dans le processus de stabilisation des neurones. Il est constitué de deux polymeres
principaux : les microtubules organisent les organelles dans le cytoplasme, les
filaments d'actine (F -actine) donnent aux cellules leur capacité de motilité. Ces
filaments forment un réseau qui, associé a la myosine, une protéine motrice, donne
ala cellule la possibilité de se déplacer, de croitre ou de changer de forme. En 2007,
Berghuis et a/.11 montrent que la signalisation e CB guide les axones en croissance
vers des cibles spécifiques et régule la synaptogénése. Puis en 2008, une étude /i
vitro menée par Vitalis et al.12 montre que le CB1R est présent a la fois dans les
dendrites et dans les cénes de croissance des neurones en développement 12. Par
ailleurs, il semblerait que I'exposition prénatale au cannabis altérerait la
connectivité fonctionnelle des nouveaux nés et serait souvent associée a des déficits
cognitifs 13,

Dans une étude réalisée en 2014, I'équipe de Roland et al. a exploré les
conséquences de l'activation de CB1R sur le cytosquelette neuronal 14. Des

neurones hippocampiques d'embryons de rats furent cultivés puis transfectés avec

du LifeAct, un marqueur fluorescent de la  F-actine, ainsi qu'avec un marqueur du

CB1R, de telle sorte gqu'ils purent visualiser les neurones exprimant des CB1R et

OHXU UpVHDX G-DFWLQH / H[SRVLWLRQ j XQ DJRQLVWH GH
(WIN55, 212 -2 ou CP55, 940) déclenche une rétraction spe ctaculaire des cénes de

croissance, illustrée sur la Figure 72.
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&KURQRSKRWRJUDSKLH G-XQ QHXURQH KLSSRFDPSLTXH H[SL
O - D F WL Q H-mChetry$ét dés récepteurs CB1 (CB1eGFP). /| -DFWLYDWLRQ GHV pPgsFHSWHXU!
le WIN induit une rétraction des cones de croissance riches en actine en quelques minutes. Adapté
de Roland eral. 14

Par aill eurs, une exposition préalable a un antagoniste de CB1R prévient la

rétraction du cone de croissance. De plus, aprés une exposition a un agoniste des

CB1R, le lavage permet la reprise normale de la progression des cones de

croissance. L'exposition & des cannabinoides entraine donc une rétraction rapide

HW UpYHUVLEOH GX F{QH GH FURLVVDQFH $ILQ G-LGHQWLI
impliqué dans la rétraction induite par les cannabinoides, les «  terminaisons plus »

des microtubules (Mts) et le réseau d' actine ont été marqués. Leurs dynamiques

RQW pWp FRPSDUpHV SHQGDQW XQH H[SRVLWLRQ j O:DJ
montrent une co -localisation de la F -Actine avec la boucle des Mts résultant de leur

courbure, suggérant que la F -Actine exerce une force sur les Mts. Le candidat le

SOXV SHUWLQHQW FDSDEOH GH FRXUEHU OHV OWV HVW OD
ATP-ase car elle génére son énergie mécanique par « digestion 2 GH O-DGpQRVLQ!
triphosphate (ATP). Les protéines de myosine se lient a celles de l'act ine et
V-DFWLYHQW 8QH IRLY DFWLYpHVY OHXU SURSULpWp FRQW
base des mouvements cellulaires. La Blebbistatine est un inhibiteur ATP  -ase

sélectif de la myosine non musculaire de type Il (NMII), qui bloque NMII dans un

état détaché de l'actine. Apres un pré -traitement par de la Blebbistatine, le cone

de croissance exposé a WIN ne se rétracte pas, plaidant pour une contraction

NMII -dépendante. Finalement, en modelant la morphologie des neurones et en

influencant le guidage axona |, le systeme eCB joue un rdle trés important dans la

mise en place des connections synaptiques du cerveau pendant sa phase précoce

de développement. Cette contractilité acto -myosine induite par les cannabinoides

pourrait étre la cause de l'apparition de t roubles de la connectivité cérébrale

observés chez les consommateurs de cannabis avec un haut risque de
transformation en psychoses.

Au cours de la vie, les synapses sont en perpétuelle évolution, formant un réseau
neuronal en constante transformation. La  connectivité des neurones est sous

tendue par deux types de plasticité : d'une part, la plasticité structurelle définie
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par des modifications sur le long terme de l'arborescence dendritique et par la
guantité de synapses. D'autre part, la plasticité fonct ionnelle définie par des
modifications de court terme dans les fonctions synaptiques. Dans une étude 15
conduite en 2016, Renard et a/. ont caractérisé l'impact de I'exposition aux
cannabinoides pendant I'adolescence sur la structure et la fonction du cortex pré -
frontal adulte ( Prefrontal Cortex , PFC). Le CP55, 940 est un cannabinoide de
synthese qui mime les effets naturels du THC. Dans cette étude, des rats
adolescents furent traités régulierement avec des doses croissantes de CP pendant
trois semaines (P29 a P50), pendant que le groupe contrdle recevait la solution
contrble ( vehicle, VEH). Leurs structures synaptiques et la fonction de leurs PFC
furent alors mesurés a P92 (age adulte). L'analyse morphologique des neurones
pyramidaux du PFC révele une baisse du nombre de dendrites ainsi que de leur
index de complexité et une diminution de leur longueur chez les rats du groupe CP,

en comparaison avec le groupe controle. Plus spécifiquement, ces différences furent
particulierem ent observées au niveau des dendrites basales par rapport aux
dendrites apicales. Afin de comprendre si les changements fonctionnels étaient
corrélés aux changements structurels, ils explorérent la plasticité avec des
enregistrements électrophysiologiques. lls implanterent des électrodes réceptrices
dans l'aire pré -limbique du PFC des rats ainsi qu'une électrode stimulante dans la
partie ventrale de I'hnippocampe. lls induirent une potentialisation a long terme
(Long Term Potentialisation , LTP) par simulatio n haute fréquence (HFS). Les
potentiels post -synaptiques ( Post-Synaptic Potentials , PSP) furent enregistrés
pendant 120 minutes apres HFS par sessions de 30 minutes. Le groupe CP montre
une baisse significative de I'amplitude des PSP et une LTP plus courte  que le
groupe contrdle. Pour mieux comprendre ces modifications synaptyiques, une
analyse western blot fut réalisée sur I'nippocampe et le PFC des animaux afin de
mesurer les concentrations des marqueurs pré -synaptiques, synaptophysin et
VGLUTS3 et du marq ueur post -synaptique PSD95. Ces analyses n'‘ont montré une
baisse significative que pour le PSD95 dans le PFC. L'ensemble de ces résultats
nous apprend qu'une exposition chronique aux cannabinoides pendant
O DGROHVFHQFH PgqQH G:-XQH SDUsmMplexi@ iderdnitiGué B8 LRQ GH
QHXURQHV S\UDPLGDX[ GX 3)& G:-DXWUH SDUW j XQH DOWpU
Hébbienne dans la voie hippocampe -PFC, et enfin a une diminution de I'expression
de PSD95 suggérant un effet au niveau post -synaptique.

Nous avoQV YX G-XQH SDUW TXH OHV FDQQDELQRWGHV DC(
neuronales du PFC et leurs connectivité fonctionnelle chez le rat adolescent.

"“DXWUH SDUW XQH YRLH PROpFXODLUH GpSHQGDQWH Gl
contractilité de l'actomyosine agit s ur le cytosquelette neuronal, entrainant des

modifications de court et long terme de la fonction synaptique. Nous émettons

I'nypothese que cette voie moléculaire, peut modifier la CF du  resting state in vivo .

Notre premier objectif est de caractériser les changements de CF induits par les
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cannabinoides nmvivo SDU 186 &RPPH QRXV O:-DYRQV H[SOLTXp SL
blebbistatin bloque la contractilité induite par les cannabinoides mais les

expériences /n vivo sont limitées par sa faible capacité a se dissoudre et son

importante cyto -toxicité. La para -aminoblebbistatin (ou Neurelaxin -A) est un

dérivé de la blebbistatin synthétisée en 2016 par I'équipe de Andras Malnasi -

Csizmadia 16. Elle posséde les mémes propriétés inhibitrices de la myosine de type

Il mais sa capacité a se dissoudre est meilleure. Elle peut donc étre plus  facilement

injectée /n vivo pour bloquer la contractilité acto -myosine. Grace a cette nouvelle

molécule, nous pouvons inhiber la contractilité actomyosine  /n vivo pour la

premiere fois. Notre second objectif est donc de tester si la Neurelaxin -A peut

prévenir les changements de CF induits par un cannabinoide de synthése (le CP

mentionné précédemment) chez des jeunes rats /n vivo, ce qui plaiderait pour une
LPSOLFDWL R-Qy&ide @ad R\BbRnectivité fonctionnelle cérébrale. Comme

QRXV O-DY R Q wtroduétiohl QesLaires cérébrales homologues de chaque

hémisphere entretiennent des relations fonctionnelles grace a des faisceaux

neuronaux interhémisphériques homotopes (i.e. reliant des aires corticales

symeétriques) supportant cette connectivité fonctio nnelle. Ces interactions se

traduisent au repos par des activités spontanées synchronisées, pouvant étre

altérées dans diverses pathologies. Ces travaux ont été réaisés en collaboration

DYHF =VROW /HQNHL GH O-,QVWLWXW GH 3VIsSFKLDWULH HW

A.2. Matériel & Méthodes

A.2 1. Modéle Animal

Les expériences ont été réalisées sur 12 rats males Sprague -Dawley des
laboratoires Janvier (Le Genest St Isle, France). Leurs poids varient de 200 a 250g

au début de I'expérimentation. Les animaux sont recus au laboratoire au moins
une semaine avantledé EXW GHV H[SpULHQFHVY SRXU V-DFFOLPDWHU
deux par cage, a une température constante de 22°C, avec une alternance jour/nuit
de 12 heures. La nourriture et I'eau sont fournis  ad /ibitum . Aprés la chirurgie, les
animaux sont isolés (1 par ca ge) pour assurer leur récupération. Tous les animaux
ont recu des soins respectant les directives de 2010 du Conseil de la Communauté
Européenne. Cette étude a été approuvée par le comité local d'éthique en matiére
d'expérimentation animale No. 59, C2 EA -59, «Paris Centre et Sud», sous
l'agrément No. APAFIS#3323 -2015122411279178 v3-3.

A.2.2. Chirurgie

Le crane du rat est trop épais pour réaliser une imagerie ultrasonore de bonne
TXDOLWp /D FKLUXUJLH G-DPLQFLVVHPHQW QpFHMVDLUH F
l'imagerie. Elle consiste a créer une «fenétre» en amincissant I'os du créne sur toute

140



Annexe

la surface ou les ultrasons doivent passer. Les animaux sonts anesthésiés par une

injection intra -péritonéale d'un mélange de 75 mg/kg de chlorhydrate de kétamine

(Kétamine 1000, Virbac; Carros, France) et 1 mg/kg de médétomidine (Domitor,

3ILJHU )YUDQFH PLQXWHYV DSUqV O-LQGXFWLRQ OD SUI
WHVWpH SDU OH UplIOH[H GX UHWUDLW GH OD SDWWH DILQ
la chirurgie. C e test est répété réegulierement pendant toute la durée de la

chirurgie. Le rat est installé dans un cadre stéréotaxique, sa téte est stabilisée par

une barre de gueule et des barres d'oreilles a 45°. Un tapis chauffant est placé sous
O-DQLPDO DY Heextaetie\tt@ik de la température afin de le maintenir

a 37°. Aprés rasage et désinfection par de la bétadine (Povidone iodée, Bétadine

Dermique 10%), la peau du crane est incisée sur 2 centimetres avec un bistouri. Le

perioste est enlevé pour exposer lI'os du crane et le sécher avant de débuter

I'abrasion. Nous utilisons une fraise pour micro -foret en acier inoxydable (Fine

Science Tools) pour enlever les 3 couches de I'os du crane. Le crane doit étre
réeguliéerement refroidi avec une solution saline et  un flux d'air pour empécher

l'inflammation de la dure -mere et la constitution d'un oedéme dans le cortex. De

plus il est important d'effectuer une abrasion avec un mouvement doux et une

vitesse lente a moyenne, pour éviter de chauffer excessivement le cra ne, voire de

le perforer. La chirurgie dure environ une heure sans compter la préparation de

I'animal (anesthésie et positionnement). Une fois que les trois couches d'os ont été

enlevées, la fenétre est protégée et étanchéifiée avec un gel élastomeére en si licone
biocompatible (Kwik -&DVW :RUOG 3UHFLVLRQ ,QVWUXPHQW TXL SU
diminuer la repousse de I'os. La peau est ensuite refermée et suturée avec un fil

nylon 5.0 non résorbable (Ethilon Nylon Suture, Ethicon). Apés la chirurgie, nous

re(ve UVRQV O-DQHVWKpVLH DYHF GH O $WLSDPp]J]ROH $QWL
antagoniste de la Médétomidine. Tous les animaux recgoivent une injection de

Méloxicam, contre la douleur post -opératoire (Métacam, Boehringer Ingelheim,

Belgique, 1.0 mg/kg IP) et une administration prophylactique d'antibiotique

(Borgal 24%, Virbac, Belgique, 0.2 ml/kg IP).

A.2.3. Protocole Expérimental

Les animaux sont anesthésiés par un mélange de 75 mg / kg de Chlorydrate de
Kétamine et de 1 mg / kg de Xylasine (Rompun 2%, Bayer HealthCare AG ;
Puteaux, France). L'anesthésie perturbe transitoirement la connectivité
fonctionnelle cérébrale. Nous débutons donc la session d'imagerie 1.5 heures aprées
I'induction anesthésique, le temps que celle -ci soit restaurée.
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Vue dorsale de la boite cranienne du rat indiquant Bregma, Lambda et le Plan de
SBRVLWLRQQHPHQW GH OD VRQGH SRXB.&@mMPDJHULH 186 j %UHJPD

Comme pour la chirurgie, le rat est placé sur un cadre stéréotaxique et monitoré

de la méme fagon. Les sutures cutanées puis | a protection étanche en silicone sont

enlevées de la fenétre amincie réalisée quelques jours auparavant. Cette surface

est ensuite rincée avec une solution saline stérile. Du gel couplant est placé sur la

fenétre pour assurer un passage optimal des ultraso ns entre la sonde et les tissus.

$X GpEXW GH OD VHVVLRQ G:-LPDJHULH -p&s@ricupm@LVH XQ
visualiser les principaux vaisseaux sanguins cérébraux et se placer dans le plan
G-LQWpUrw 6XU OH SO B@n#Rfigere® B3P qdi tohtiéft,Entre autre,
O-KLSSRFDPSH OH FRUWH[ VRPDWRVHQVRULHO SULPDLUH F
nettement les arteres carotides internes ( figure 74, fleches blanches), qui nous
permettent de nous placer précisément.

30DQ &RURQDO GAL P@véH DapHler Coronal a Bregma 2 3.6mm.
Identification des principaux vaisseaux cérébraux pour le positionnement de la sonde. Les fleches
blanches montrent les arteres carotide internes qui sont les principaux points de repére pour le
positonnement. % 30DQ FRUUHVSRQGDQW GH O-$WODV GH :DWVRQ 3D[LQR

PLQXWHY DSUqgV O L Q esKgréMiaiear Mhelh{@dtibn steréotaxique

dans le ventricule cérébral gauche de Neurelaxin (groupe NRLX, n=7) ou de
solution contrdle (groupe VEH, n=7). 1 heure aprés le pré -traitement, la session
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G-LPDJHULH GpEXWH (OOH GXUH 20 rinu@¥ dhhhjectebl¥ CPR XW GH
SDU YRLH LQWUDSpULWRQpDOH VDQV VWRSSHU O:-LPDJHU
résumeées sur la figure 75.

Protocole Expérimental.
A.2.3.1. Les Molécules utilisées et leurs voies dadministration

La Neurelaxin -A a été synthétisée et procurée par I'équipe de Andras Malnasi -
Csizmadia (Budapest, Hungary) 6. Elle est dissoute dans du D MSO a une
concentration de 50mM. Le jour de l'expérience, 2uL de la solution mére sont
dissous dans une solution saline a la concentration finale de 5 mM. La Neurelaxin -
A est administrée par injection stéréotaxique dans le ventricule cérébral
(coordonnées de Bregma: -1,0 mm A/P, +2,0 mm L, -4.0 mm D/V) en 5 minutes

—/ U\WWKPH G LQMHFWLRQ GH —/ PLQ /-LQMHFWLRQ HVW
(5uL, Neuros Syringe, Model 75 RN, Hamilton) spécifiguement concue pour des
applications en neurosciences. E lle posséde une aiguille ultrafine permettant de
délivrer & un endroit précis et de maniere contr6lée un microvolume, en
PLQLPLVDQW OHV GRPPDJHV VXU OH VLWH G-LQMHFWLRAQ
aministre la solution contrble ( vehicle 9 (+ F -a&Hdf @/une solution neutre de
DMSO diluée dans une solution saline pour un volume final de 5L, injecté de la
méme maniere que la Neurelaxin.

Le CP (CP55 940, Tocris Bioscience) est dilué dans du DMSO a 1M. Le jour de
I'expérimentation, 10uL de la solution m ere sont dilués dans une solution saline

avec 10% de DMSO et 10% de Tween80 (Sigma-Aldrich) a une concentration de 0,7

mg/kg. Basé sur nos expeériences précédentes, le CP est administré par voie intra -

péritonéal a un volume de 0.7 ml/kg pour une dose finale de 0.7mg/kg. Afin de
UpDOLVHU O-LQMHFWLRQ VDQV DUUrWHU O:-LPDJHULH OD V
place en IP, de maniére a ce que nous ayons juste a injecter son contenu a la 20eéme

PLOQXWH GH O-DFTXLVLWLRQ
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A.2.3.2. Séquence Ultrasonore

Le transducteur est connecté a un échographe ultrarapide en mode recherche

(Aixplorer, SuperSonic Imagine, Aix -en-Provence, France). Le scanner est controlé

via Matlab ( MATLAB R2018a, Natick, Massachusetts: The MathWorks Inc. ). La

séquence ultrasonore est émise par un réseau linéaire de 128 éléments
piézoélectriques, centré a 15MHz (Vermon, France). Les images Doppler sont

acquises toutes les secondes pendant 80 minutes. Chaque image Doppler est

formée a partir de 200 images IQ filtrées par SVD et acquises a une fréquence de

500Hz (FrameRate), elles-mémes constituées de 5 sous-LPDJHV G-RQGHV SOD(¢
angulées a -10°, -5°, 0°, 5°, 10° et acquises a une PRF de 2500Hz.

A.2. 3.3 Post-Traitement des Données

Pour chaque animal, | -DF T X L hat&elde @0 minutes est divisée en 8 «films »

Doppler de 10 minutes. Les données sont normalisées et filtré es entre 0,05 et 0,3

Hz et a chaque image est soustrait son signal moyen. On procede ensuite a une

analyse dite « seedbased® SRXU FKDFXQ GHV ILOP\WuleyQa V-DJLW
corrélation entre une zone source ( seed HW FKDTXH SL[HO GH O:-LPDJH 3
signal temporel moyen de la zone source est calculé puis les coefficients de
FRUUpODWLRQ GH 3BHDUVRQ HQWUH OHV VLIJQDX[ WHPSRUHC
et celui de la zone source sont calculés puis représentés sur une carte appelée carte

de corrélation. Pour le groupe contréle (VEH, n=7) les cartes de corrélation sont

moyennées, ce qui donne 8 cartes de corrélation moyennes.

A.3. Résultats

A.3.1. Le CP alt ere la connectivité fonctionnelle

/IHV UpVXOWDWYV ségdbbredd Q R Q\WRIX SH F R Q-#/diré¢ @#lanifmabixv W
prétraités avec la solution contr6le) montrent une forte connectivité corticale inter -
hémisphérique qui se maintient durant les 40 premier HV PLQXWHV GH O-DFTXL
3XLV OD FRQQHFWLYLWp FRPPHQFH j GLPLQXHU PLQXWH)
MXVTX-j OD ILQ GH O - figare X6 )VlaviiguRr@7 PRIOWUH O-pYROXWLRQ
FDUWH GH FRUUpODWLRQ G:-XQ DQL Pod@eutr&e) Meruguaar. WUD LW p
/ID FRQQHFWLYLWp HVW PDLQWHQXH MXVTX:j OD ILQ GH O-D
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Cartes de corrélation moyennes (n=7) calculées sur 10 minutes et pendant 80
minutes entre la seed (rectangle noir sur la premiere carte ) et les autres pixelsde O-LPDJH /HV
animaux ont été prétraités avec la solution contréle. On observe une décorrélation & partir de la
40éme minute.

&DUWHV GH FRUUpODWLRQ G:-XQ D:@ tekdl @ sBIRiQMeL{r©odd SRXU OH
la place du CP. On voit que la corrélatio n inter -hémisphérique est maintenue.

Pour quantifier les variations de connectivité, on veut  tester la significativité des

différences entre les coefficients de corrélation. Or, la distribution
d'échantillonnage du coefficient de corrélation r de Pearson ne suit pas la
distribution normale. La transformation de Fisher permet de convertir le r de

Pearson en une variable z' distribuée normalement . Apres avoir appliqué la
transformation de Fisher, on calcule pour chaque animal et pour chaque étape, le

coefficient de corrélation entre la seedet la zone corticale symétrique. On obtient

GRQF FRHIILFLHQWY SDU DQLPDO 3RXU FRPSDUHU OHV p\
comme référence la deuxieme acquisition ayant pour coefficient r rer. Enfin, pour

chaque anim al et pour chaque étapeioncalculer j-ref HW F-HVW VXU FHV YDOH
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O-RQ UpDOLVH GHV WHVWV GH 6WXGHQW DSSDUIEguxe /HV UpV
78.

Boxplots des coefficients de corrélation inter -hémisphérique aprés transformée de
FishHU /D GLPLQXWLRQ GH OD FRUUpODWLRQ HVW VLJQLILFDWLYH j SDUL
PLQXWHV DSUqV O-LQMHFWLRQ GX &3

& /H SUpWUDLWHPHQW j OD 1HXUHODJ[LQ VHPEOH SUp
parle CP

/I -LQMHFWLRQ GH OD tIrévXééHoarfcplisgementHdélicate. En effet,

malgré la solubilité supérieure de la Neurelaxin comparée a celle de la

Blebbistatin, sa dissolution reste limitée et des dépdts peuvent se former qui
FRPSOLTXHQW OH SUpOgYHPHQW HWu®laLserigdé Wtllisé&eQ G :-DXW
SRXU O-LQMHFWLRQ VWpUpRWD[LTXH HVW SDUWLFXOLqUI
DQLPDX[ VHXOV RQW SX UHFHYRLU OH SUpWUDLWHPHQW j
FDUWHV GH FRUUpODWLRQ GH O-DQLPDO SUpafigiieL Wp j OC
799A OHV FDUWHV GH FRUUpODW L fdore&B.B.O SDr@ésPdex VXU (
animaux, la décorrélation semble prévenue en comparaison au groupe contréle.
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Evolution des cartes de corrélation de 2 animaux prétraités a la Neurelaxin
/I "LQMHFWLRQ GH &3 QH VHPEOH SDV G L-Rdan@sphériqueOddmm& thdzplesDWLRQ LQ
animaux contrdles prétraités avec la solution neutre.

A.4. Conclusion

Chez les animaux pré -traités avec la solution contréle, la corrélation inter -
hémisphérique d isparait clairement 20 minutes apres l'injection du cannabinoide

GH V\QWKqgqVH /-DQLPDO FRQWU{OH D\DQW UHoX GH OD VRC(
garde une connectivité inter -KpPLVSKpULTXH VWDEOH WRXW DX ORQJ
Les deux animaux ayant recu | a Neurelaxin en prétraitement semble garder,

FRPPH O-DQLPDO FRQWU{OH X QémispteqQeHstame apréddp LQWH L
O-LQMHFWLRQ GH &3 &HV UpVXOWDWY VXJIJqQUHQW TXH OH
intrinséque inter -hémisphérique corticale et que la Neurelaxin pourrait prévenir

cette décorrélation.

Cette étude révele une altération pharmacologique de la connectivité fonctionnelle

au repos. 'HV DQLPDX[ FRQWU{OHV GX &3 VRQW QpFHVVDLUH
UpVXOWDWY SUpOLPLQDLUHV Glds Bnifddx Teevad®t deO0Q TXH G
Neurelaxin. Néanmoins, ¢ ette étude donne un regard neuf sur les effets des
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cannabinoides sur les fonctions cérébrales et suggere que la contractilité de

l'actomyosine pourrait étre impliquée dans les mécanismes sous tendant les ef  fets

GX FDQQDELVY VXU OH FHUYHDX HW SOXV JpQpUDOHPHQW G
cérébrale. Ces résultats ouvrent alors de nouvelles perspectives quant a la
compréhension des fonctions cognitives et de leurs altérations dans la
physiopathologie des ma ladies psychiatriques.
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RESUME

Le domaine des neurosciences a connu des avancées considérables ces derniéres années grace au développement de
WHFKQRORJLHY G LPDJHULH GH SOXV HQ SOXV SHUIRUPDQWHY '"HSXLV

activement a la progresVLRQ GH OD FRPSUpKHQVLRQ GH OYDFWLYLWp FpUpEU
QHXURYDVEFXODLUH &19 SDU OHTXHO OYDFWLYLWp QHXURQDOH LQGXI
dégradation de ce couplage semble étre un point commun a de nombreuses pathologies. Ces travaux de thése portent
VXU OIDSSOLFDWLRQ GH OfLPDJHULH 186 ] OD GpWHFWLRQ GH ELRPDUTXF
Le caractére portable des ultrasons laisse présager le développement de sondessiPSOHV GIYXWLOLVDWLE
HQ FOLQLTXH SHUPHWWDQW OfpYDOXDWLRQ GX &19 (Q SDUWLFXOLHU
diagnostic simple, rapide et précoce de maladies neurodégénératives ou cardiovasculaires. Pour cela, dans un premier
WHPSV QRXV DYRQV FDUDFWpULVp OfDOWpPpUDWLRQ GX &19 GDQV GHX
directement liés a nos modes de vie actuels XQ PRGqOH GIDOWpPpUDWLRQ SKDUPDFRORJL
SDWKRORJIpVAM GG TREXY PRQWURQV TXH OYLPDJHULH 186 SHUPHW GH PH\
mesure des fluctuations spontanées du débit sanguin cérébral ou bien par la mesure de la réponse hémodynamique
induite par une stimulation. Cependant, ce type GfH[SORUDWLRQ QfHVW SDV HQFRUH SRVVL
FUKQLHQQH HVW SHX SHUPpDEOH DX[ XOWUDVRQV &fHVW OH IUHLQ PDM
VRPPHV GRQF WRXUQpPV YHUV Of°LO DWLAB G&FMNVXWHO H MHXORW Y ¥VXDGXp
QIHVW SDV VRLIQHXVHPHQW SURWpPJp j OILQWpPULHXU GITXQH FRTXH RV\
méthodologie permettant de mesurer la réponse fonctionnelle hémodynamique de la rétine & une stimulation lumineuse
EUgYH UpSpWpH &HWWH PpWKRGRORJLH GLPDJHULH 186 RFXODLUH D pV
DSSOLFDEOH HQ URXWLQH FOLQLTXH (QILQ QRXV DYRQV DSS Oned(Mp), AltreQ
fléau du XXléme siécle. Sur un modéle de rat de la MA, nous avons pu discriminer les animaux sains des animaux
PDODGHV JUkKkFH j OD PHVXUH GH OD UpSRQVH IRQFWLRQQHOOH KpPRG\(C
avons également SX PHWWUH HQ pYLGHQFH OD GLIIpUHQFH GH WHPSRUDOLWpP
rétine au cortex visuel entre les animaux sains et les animaux malades. Finalement, nous avons démontré la faisabilité
GIXQ RXWLO GLDJagariefuEpounimeduiey B c@glagelneurovasculaire via la rétine. Par ces travaux, nous
HVSpURQVY SDUWLFLSHU DX WUDQVIHUW GH OYLPDJHULH 186 YHUV XQH XV
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ABSTRACT

The field of neuroscience has made considerable progress in recent years thanks to the development of increasingly
powerful imaging technologies. For the last 10 years, functional ultrasound imaging (fUS) has actively participated in the
progression of the understanding of brain activity. It allows the imaging of the neurovascular coupling (NVC) by which
neuronal activity induces an increase in cerebral blood flow. The degradation of this coupling seems to be a common
feature of many pathologies. This work focuses on the application of fUS imaging to the detection of early neurovascular
biomarkers of diseases of our time. The portable nature of ultrasound suggests the development of easy-to-use and
clinically accessible probes for NVC assessment. In particular, the final objective is to develop a tool for the simple, rapid
and early diagnosis of neurodegenerative or cardiovascular diseases. To this end, we first characterized the alteration of
the NVC in two representative models of chronic syndromes directly linked to our current lifestyles: a model of
pharmacological alteration by cannabis and a pathological model of obesity. We show that fUS imaging allows to measure
NVC alteration simply by measuring spontaneous fluctuations in cerebral blood flow or by measuring the hemodynamic
response induced by a stimulation. However, this type of exploration is not yet possible in adult humans because the
skull is poorly permeable to ultrasounds. This is the major obstacle to the clinical use of cerebral fUS. We therefore turned
to the eye, at the bottom of which is the retina. It is the only tissue of the central nervous system that is not carefully
protected within a bony shell. In a rat model, we have developed a methodology to measure the functional hemodynamic
response of the retina to repeated brief light stimulation. This ocular fUS imaging methodology has been optimized to be
short enough to be eventually applicable in clinical routine. Finally, we have applied this new tool to the study of
Alzheimer's disease (AD), another scourge of the 21st century. In a rat model of AD, we were able to discriminate between
healthy and diseased animals by measuring the functional retinal hemodynamic response using ocular fUS imaging. We
were also able to highlight the difference in temporality in the processing of visual information from the retina to the visual
cortex between healthy and diseased animals. Finally, we demonstrated the feasibility of a diagnostic tool using fUS
imaging to measure NVC via the retina. Through this work, we hope to participate in the transfer of fUS imaging to routine
clinical use.
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