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Résumé

Les études non destructives des processus physiologiques dans les produits agro-
nomiques exigent des résolutions spatiales et temporelles de plus en plus élevées.
L’imagerie par résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique totale-
ment non-invasive qui permet d’accéder a plusieurs types de variables (architecture
des tissus, variabilités spatiales de la composition, flux entrants et internes au cours
de la croissance du fruit) plus difficilement quantifiables avec des méthodes destruc-
tives classiques. Un des enjeux majeur également réside dans la faculté de localiser
spatialement ces transformations physiologiques et morphologiques dans les produits
agronomiques. Les travaux de recherches réalisés dans le cadre de cette thése ont
pour objectif principal, la mise en ceuvre d’une méthodologie de calcul et d’ana-
lyse quantitatives en imagerie RMN appliquée a ’agronomie. L’implémentation,
loptimisation et la validation de la séquence FLASH combinée avec des agents de
contraste efficaces en terme de relaxivité et bio-compatibles a permis d’une part,
la cartographie des paramétres de relaxation et d’autre part, la quantification du
transport de '’eau d’un systéme agronomique modéle au cours de sa croissance in
vitro. Les nanoparticules de l'agent de contraste Gd**[Fe(CN)g]*~ /Mannitol ont
été utilisées comme des marqueurs afin de localiser les flux hydriques dans le fruit.
Le choix de la séquence d’imagerie FLASH a été motivé par la nécessite d’atteindre
des résolutions temporelles suffisantes pour suivre la dynamique des changements
physiologiques liés au transport de ’eau dans ce type de matériau. La validation de
la méthode de calcul du T} menée sur le fantome a révélé un bon accord par rapport
aux T mesurés par relaxométrie. Une étude expérimentale portant sur I'évaluation
des inhomogénéités des champs magnétiques By et By a été proposée. Nous avons
également mis au point une procédure d’évaluation du rapport signal-sur-bruit (SB)
et des incertitudes commises dans chaque voxel des images paramétriques My et T7.
[’évaluation de ces incertitudes est un élément fondamental de cette analyse quan-
titative, afin d’assurer des interprétations fiables des images RMN. La segmentation
des images nous a permis de localiser précisément les tissus ot régne une forte ac-
tivité cellulaire. Enfin, les parameétres cinétiques liés au transport de ’eau dans le
fruit ont été quantifiés via la mise en ceuvre d’une modélisation compartimentale.

Mots-clés : Imagerie RMN quantitative, paramétres intrinséques, segmentation,
modélisation compartimentale, agents de contraste, tissus végétaux



Abstract

Non destructive studies of physiological processes in agronomic products require
increasingly higher spatial and temporal resolutions. Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) imaging is a completely non-invasive technique providing access to several
types of variables (tissue architecture, spatial variability of the composition, external
and internal flow during fruit growth) more difficult to quantify with conventional
destructive methods. One of major challenge lies in the ability to spatially localize
the physiological and the morphological changes in the agricultural products. The
main objective of the research work in this thesis is to carry out a methodology
in order to calculate and analyze quantitative NMR imaging applied to agronomy.
The implementation, optimization and validation of the FLASH imaging sequence
is performed in combination with innovative biocompatible contrast agents efficient
in terms of relativity which allow to map in wvivo relaxation parameters and then
to explore water transport in an agronomic model : the tomato during its growth.
Nanoparticles of Gd**[Fe(CN)g]*>~/Mannitol contrast agents have been used as
markers to localize the water flow in the fruit. The choice of the FLASH imaging
sequence is motivated by the necessity to achieve sufficient high temporal resolution
for monitoring the dynamics of physiological changes related to the water transport.
The validation of the T} calculation method performed on a phantom shows a good
agreement, compared to 77 measured by relaxometry. An experimental investigation
relating to the evaluation of the By and B; magnetic fields inhomogeneities was
proposed. A systematic procedure for the estimation of the signal to noise ratio on
the parametric images is also proposed which ensures a carefull determination of the
intrinsic parameters of living tissues (Mg and T7) and their uncertainties. This step
in the analysis ensures reliable interpretation of NMR images and permits image
segmentation in order to precisely localize the tissues where there is a high cellular
activity. Finally, the time dependance and the compartmental modeling allowed us
to quantify the kinetic parameters associated with the water transport in the fruit.

Keywords : Quantitative NMR imaging, intrinsic parameters, segmentation,
compartmental modeling, contrast agents, plant tissues
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Introduction générale

Les méthodes des sciences physiques et des développements de l'informatique
sont actuellement au coeur des études modernes d’investigation dans les sciences
du vivant a différentes échelles. La résonance magnétique nucléaire (RMN), est
une technique spectroscopique totalement non-invasive et non-destructive qui est
susceptible de sonder les propriétés électroniques, magnétiques et dynamiques
intrinséques de la matiére. L'une de ses applications les plus importantes est
incontestablement, l'imagerie par résonance magnétique nucléaire. Dans cette
modalité d’imagerie, 'application de gradients de champ magnétique dans les trois
directions de l'espace, permet de sélectionner une région d’intérét a étudier, par
discrétisation de son volume (coupe anatomique) par la fréquence et la phase de
I'aimantation de chaque élément de volume (vozel) et d’en construire des images
en deux ou trois dimensions et selon différentes orientations. De plus, au-dela de la
simple visualisation des structures morphologiques (la forme, la taille, I’épaisseur
et la nature des parois des cellules et la structure des tissus), des informations
quantitatives peuvent étre obtenues & partir des images, par segmentation (calcul
du volume de différents tissus) ou par mesure directe de lintensité du signal
des pixels. Au cours de ces deux derniéres décennies, cette technique a bénéficié
d’importants développements théoriques, méthodologiques et instrumentaux. Ainsi,
elle s’est révélée un outil trés puissant et incontournable, pour des investigations
multi-échelles en sciences agronomiques [1][2]. L’intensité du signal émanant de
chaque voxel, dépend principalement de la densité de proton (My), des temps de
relaxation magnétique (77 et T) et dépend également de paramétres instrumentaux,
tel que le type de séquence choisie et le gain du récepteur. Les variations de ces
parameétres induisent des changements dans l'intensité du signal et causent ainsi
des modifications de contraste, perceptibles sur les images. Cependant, I'extraction
de linformation physiologique (les cellules d’un tissu étant spécialisées dans l'ac-
complissement d’une ou plusieurs fonctions) & partir des images est une opération
qui n’est pas simple. En effet, l'intensité et le contraste dans les images dépendent
de fagon complexe de la densité de proton, des temps de relaxation magnétique
nucléaire, de la température, de la diffusion, des déplacements chimiques, des
échanges chimiques et des différences locales de susceptibilité magnétique |[3].
Par voie de conséquence, pour disposer d’'un bon contraste entre les différentes
structures tissulaires et avoir des images les plus informatives possible, le controle

12



Introduction générale
et l'optimisation de tous ces parametres se révélent indispensable.

Le fonctionnement et la qualité (forme, taille, couleur, fermeté, saveur et texture)
des fruits dépendent de multiples paramétres physico-chimiques qui découlent des
processus physiologiques, dont les dynamiques sont susceptibles d’étre observées a
différentes échelles. Le fruit est assimilé & un systéme complexe qui évolue spatiale-
ment et temporellement sous le controle de mécanismes mesurables sur des échelles
tissulaires, moléculaires et cellulaires [4]. La croissance du fruit se produit par la
multiplication et la croissance cellulaires [5]. La multiplication cellulaire permet
d’atteindre un effectif cellulaire définitif. La pression de turgescence dans les cellules
est I’élément moteur de l'expansion cellulaire. Ceci implique que 1’accroissement
du volume cellulaire dépend de la quantité d’eau absorbée et de la richesse en
solutés. En effet, I’évolution du volume du fruit est la conséquence du bilan entre
les apports en eau et en carbone via le xyléme et le phloéme et des pertes par la
transpiration et la respiration. Une difficulté dans I'étude de ces mécanismes tient
son origine dans leur localisation dans le fruit. Les techniques RMN /imagerie RMN
étant non invasives, peuvent permettre d’accéder a plusieurs types de variables
plus difficilement quantifiables (architecture des tissus, variabilités spatiales de la
composition, flux entrants et internes au cours de la croissance du fruit) avec des
méthodes destructives classiques. Ces divers mécanismes physiologiques et biochi-
miques liés aux propriétés biophysiques des tissus ont des incidences directes sur la
qualité des produits agronomiques. Nous allons montrer dans ce présent manuscrit,
que l'imagerie RMN combinée avec des agents de contraste bio-compatibles et
efficaces en terme de relaxivité, a un grand potentiel de devenir un outil majeur en
recherches biophysiques dans le domaine des sciences agronomiques.

On distingue deux catégories d’agents de contraste [6], les agents T7 dont 'effet
principal se manifeste par une diminution du 77 des protons. Ce sont principalement
des complexes paramagnétiques de petite taille, de 'ordre de 4 nm, ayant un ion
métallique avec des électrons non appariés, le plus utilisé étant le gadolinium
(GdT). Avec ses sept électrons célibataires et un temps de relaxation électronique
relativement long (10°~ s) par rapport aux autres lanthanides, il permet un transfert
efficace de l'information magnétique vers les molécules d’eau. L’autre catégorie
d’agents de contraste, sont des agents 75 dont l'effet principal se traduit par une
diminution du 75 des protons. Ils sont formés de nanoparticules d’oxyde de fer
super-paramagnétiques ou ferromagnétiques dont le diamétre varie entre 5 et 200
nm. Dotées d’'un fort moment magnétique, ce dernier crée localement une grande
hétérogénéité du champ magnétique dans la région ou diffusent les molécules d’eau.
Cette hétérogénéité magnétique induit une accélération du déphasage des spins
nucléaires des protons, qui se traduit par une perte de l'intensité du signal RMN
par effet T ou T5.

Pour une utilisation in wvivo, il existe des contraintes physiologiques qui
affectent la bio-distribution de ces nanoparticules tel que leurs tailles, leurs
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formes, leurs caractéres hydrophiles et hydrophobes et la nature chimique du
motif de fonctionnalisation. Il est donc nécessaire de disposer de nanoparticules
fonctionalisées avec une taille et une distribution de taille controlées et de plus,
stables en suspension. La fonctionnalisation est également un moyen d’apporter
de nouvelles fonctions aux nanoparticules et ainsi conduire & des nanomatériaux
hybrides multi-fonctionnels présentant des propriétés nouvelles. Le greffage de
molécules fonctionnelles bio-compatibles sur des nanoparticules va permettre
de combiner les propriétés des molécules a celles des nanoparticules. 11 faut
noter que la distribution de ces nanoparticules dans le milieu physiologique, est
complétement pilotée par les propriétés physiques et chimiques du motif fonctionnel.

On s’est focalisé particuliérement sur la variabilité spatiale et temporelle des
molécules d’eau et du sucre, qui sont les principaux moteurs de croissance des
fruits. L’eau qui arrive dans le fruit détermine sa croissance en volume. Une partie
des sucres est importée aussi par flux de masse donc avec I'eau. Ces deux éléments
sont des facteurs fondamentaux de la croissance et par conséquent de la taille
finale du fruit. Et d’autre part, suivre la distribution de ces flux dans le fruit en
utilisant des agents de contraste Fe3(O, super-paramagnétique et des nanoparticules
de polymeéres de coordination a base du gadolinium, fonctionnalisés par un motif
de type osidique comme marqueurs de cette mobilité. Le choix d’un motif de
fonctionnalisation de type osidique, est fortement motivé par ses propriétés de
bio-compatibilités. L’information sur la distribution de ces flux en fonction des
tissus est importante pour savoir s’il existe des hétérogénéités au niveau tissulaire.
Par exemple chez la péche les parties les plus ensoleillées (tissus situés a la surface
du fruit) sont plus sucrées a cause de la forte transpiration du fruit. Pour la tomate,
dans la partie apicale du fruit une carence en calcium induit une pourriture or ce
dernier est transporté par 'eau [7].

Hormis la mise en avant des atouts et le potentiel de 'imagerie RMN pour
I’étude de la matiére végétale. Le but principal de la présente étude est la mise en
ceuvre d'une méthodologie de mesures quantitatives de cette modalité d’imagerie
en combinaison avec des agents de contraste efficaces et bio-compatibles, dédiée
a la caractérisation des tissus végétaux, a la localisation du transport moléculaire
et a la modélisation des processus physiologiques dans le domaine agronomique.
L’originalité de nos travaux est liée a la nature des échantillons étudiés. Nos
expérimentations sont menées au cours de la culture de fruits détachés dans un
milieu nutritif de composition connu et nous avons suivi la croissance in vitro dans
un champ magnétique de 4.7 T'esla.

Afin d’extraire des informations physiologiques a partir des images, nous nous
sommes intéressés a la dépendance temporelle du temps de relaxation 7 et de
la densité de proton M, dans les tissus de la tomate cerise, prise comme modéle
agronomique. Le suivi de I’évolution du 7T} est accomplie au moyen de la séquence
d’imagerie rapide FLASH (Fast Low Angle SHot) que nous avons implémentée,
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validée et optimisée sur un spectromeétre (Tecmag, Apollo) de 4.7 Tesla (200
M H?z). De plus, nous nous sommes servi des agents de contraste afin de modifier
artificiellement ce paramétre RMN. Dans cette étude nous avons fait le choix d’ex-
ploiter leffet 77 (rehaussement de signal) pour l'acquisition des images. Ce choix a
été motivé par le fait que effet 75 (ou T3) peut étre facilement confondu avec les
effets d’inhomogénéités du champ By, des artefacts de susceptibilité magnétique et
du bruit de fond. Afin de maximiser cet effet d’exaltation du signal di aux agents
de contraste, les acquisitions dynamiques des images ont été effectuées avec une
séquence FLASH fortement pondérée T7.

Le présent manuscrit est organisé en quatre chapitres. D’abord nous commen-
cerons par situer le contexte de I'’étude. Dans cette partie, nous allons fixer les
principaux thémes abordés et nous rappellerons les notions de base de la physiologie
végétale. Cette étape est cruciale pour appréhender les résultats obtenus dans ces
travaux de thése. Dans le premier chapitre, nous présenterons d’abord, les principes
physiques et les fondements de la RMN dans les limites de la théorie classique, en
s’appuyant sur le concept vectoriel. Nous rappellerons les équations du mouvement
de l'aimantation placée dans un champ magnétique, dites équations de Bloch.
Ensuite, nous discuterons les bases physiques de I'imagerie RMN, nous aborderons
particulierement le principe de formation des images, le contraste des tissus biolo-
giques et les différentes séquences implémentées. Nous rappellerons briévement les
principales techniques de pondérations utilisées pour ces séquences d’imagerie. En
dernier lieu, nous verrons comment extraire de I'information physiologique depuis
des images RMN, en reliant 'intensité des pixels aux paramétres de relaxation.

Le deuxieme chapitre sera consacré a l’étude des agents de contraste. Nous
verrons leurs types, leurs effets sur les images et les différents mécanismes d’in-
teractions avec les moments magnétiques des protons des molécules d’eau. Les
modeéles couramment rapportés dans la littérature pour décrire quantitativement
les mécanismes de relaxivité de la sphere interne et de la sphere externe seront
présentés. Nous mettrons en avant également, les principaux parameétres physico-
chimiques qui influent directement ou indirectement ces deux types de mécanismes
et notamment la fagon dont il faudra les optimiser pour avoir des agents de contraste
de plus en plus performants. Nous verrons comment mesurer expérimentalement
les temps de relaxation magnétique 7 et T5 pour ensuite remonter aux relaxivités
longitudinale (r1) et transversale (rp). Ces derniéres seront considérées comme
indicatrices de l'efficacité des agents de contraste utilisés dans cette étude. Notons
que la quantification de cette efficacité est conduite systématiquement par une
étude comparative entre les relaxivités des agents de contraste synthétisés et un
agent de contraste commercial, pris comme référence.

Le troisiéme chapitre est dédié¢ a la description de la séquence d’imagerie
FLASH, qui appartient a la classe des séquences d’écho de gradient avec destruction
de l'aimantation transversale résiduelle. Dans un premier temps, nous verrons
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N

ses principales caractéristiques et les motivations qui nous ont amenées a choisir
particulierement cette séquence. Nous analyserons en détail 1’équation analytique
de l'intensité du signal de cette séquence. Cette analyse sera conduite par la des-
cription de I'aimantation en régime d’équilibre, imposé par une suite d’impulsions
périodiques espacées d'un délai Tg. Ensuite, nous déterminerons l'influence des
principaux paramétres instrumentaux sur le contraste de cette séquence. Sauf
mention contraire, la séquence d’imagerie FLASH implémentée nous servira comme
outil d’acquisition des images tout au long de ce travail. Dans un second temps,
nous présenterons l'étude qui a été menée sur fantome pour sa validation. Des
approches expérimentales portant sur la quantification des inhomogénéités des
champs magnétiques B, et B; ainsi que la cartographie des 7} seront également
abordées. Un algorithme d’optimisation des angles de bascule de I'aimantation sera
présenté.

Nous aborderons dans le dernier chapitre, de facon détaillée, la mise en ceuvre
d’une méthodologie de mesure quantitative appliquée au fruit de la tomate cerise
verte en croissance in vitro. Nous insisterons plus particuliérement sur les techniques
et outils mathématiques inhérents a l'imagerie RMN implémentés et optimisés,
afin d’extraire des informations physiologiques et morphologiques sur des échelles
tissulaires et cellulaire.

Enfin, une conclusion générale terminera ce manuscrit en exposant les perspec-
tives envisagées et les améliorations qui peuvent étre apportées.
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Elément de la physiologie végétale

Les travaux de thése présentés dans ce manuscrit s’articulent autour de deux
themes principaux. Le premier théme est consacré au développement d’outils et de
méthodes quantitatives en imagerie RMN du proton dédiés a 1’étude des aspects
structuraux et physiologiques dans le domaine de I’agronomie. Le second théme est
focalisé particulierement sur la détermination, la quantification et la localisation
de la distribution des flux hydriques dans un fruit modéle. Des agents de contraste
paramagnétiques efficaces en terme de relaxivité et bio-compatibles sont utilisés
afin de tracer ces flux. Dans ce qui suit nous rappellerons des notions élémentaires
sur la constitution et l'organisation cellulaire et tissulaire des végétaux. Cette
étape se révele nécessaire et fondamentale afin d’appréhender et de fournir des
interprétations fiables des résultats de la spectroscopie et imagerie RMN obtenues
dans ces travaux de thése. Toutes les notions biologiques abordées dans cette partie
sont tirées des références [8](9][10].

Aspect structurel tissulaire des végétaux

L’eau joue un role essentiel dans le développement et le fonctionnement des
plantes. A titre illustratif, pour chaque gramme de matiére organique élaboré par la
plante, environ 500 g d’eau sont absorbés par les racines, transportés et perdus dans
I'atmosphére par évaporation [8]. Des déséquilibres dans ce flux d’eau peuvent entrai-
ner des déficits hydriques et de sévéres dysfonctionnements de nombreux processus
cellulaires. Chaque plante doit délicatement équilibrer son absorption et ses pertes
hydriques. L’eau, est non seulement un vecteur des ressources nutritives, substrat
dans les cinétiques de réaction et de solubilisation des constituants hydrophiles, elle a
aussi une grande influence sur la structure, I’apparence, la qualité et la conservation
des produits agronomiques. Les molécules d’eau dans les tissus végétaux peuvent
exister principalement sous trois formes physique : I'eau fortement liée, elle forme
par des liaisons hydrogéne une couche mono-moléculaire rigide a la surface des mo-
lécules organique et minérale. Cette eau n’est pas disponible pour le transport ou
comme solvant pour les réactions biologiques. Eau faiblement liée, elle se trouve
sous forme de couche poly-moléculaire. Elle est le siége d’échanges chimiques avec
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I’eau libre. Cette eau est utilisable comme solvant mais pas comme moyen de trans-
port. L’eau libre, non liée chimiquement et elle est disponible & accomplir toutes les
fonctions physiologiques dans les cellules et les tissus. Par exemple, chez la tomate
la proportion massique en eau est d’environ 90 & 95 % en fonction du stade de
développement du fruit.

Cellule végétale

La matiére végétale se distingue, comparativement a celle du régne animal,
par la constitution et la composition de ses cellules et de sa structure tissulaire.
Les cellules végétales sont caractérisées par une taille plus importante par rapport
aux cellules animales. Elles sont protégées d'une paroi de type polysacchridique
et protéique qui leur confére une structure rectangulaire. L’eau et les nutriments
(sels minéraux) sont stockés dans la vacuole. La pression hydrique sur les parois
cellulaires constitue la pression de Turgescence. Une autre spécificité des végétaux
réside dans leur capacité a synthétiser leur propre nourriture a partir des diverses
ressources apportées par la séve brute (eau et les sels minéraux) et le gaz carbonique
(CO4) absorbé a partir de I’atmospheére.

Vacuole Noyau

Chloroplaste /[ ? g S

Cytoplasme

Membrane cellulaire

Paroi cellulaire

Mitochondrie

FIGURE 1: Cellule végétale. Modifiée depuis : http://www.life.illinois.edu/ib/102/
Levetin/2.%20The’20Plant?20Cell . pdf.

Pour mieux comprendre le fonctionnement de la cellule végétale, nous allons
décrire succinctement la structure et la fonction de chacun de ses constituants :

Paroi cellulaire : c’est une membrane épaisse et rigide qui entoure les cellules

des plantes. Cette couche de fibre de cellulose confére a la cellule plus de soutien et
de structure.
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Membrane cellulaire : c’est une fine couche de protéines et de graisses qui
entoure la cellule, elle est située a 'intérieur de la paroi cellulaire. Cette membrane
cellulaire est semi-perméable, ce qui permet donc a certaines substances de diffuser
a travers la cellule mais aussi le cas échéant, le blocage d’autres molécules. Elle a
une épaisseur de 80 a 100 A°.

Noyau : le noyau est un corps sphérique entouré par la membrane nucléaire. Il
contient principalement ’ADN dans les chromosomes. Le noyau controle la plupart
des fonctions de la cellule.

Vacuole : c’est un grand espace li¢ & la membrane a l'intérieur de la cellule
végétale. Elle est remplie avec un liquide, 1'eau, sucre et des acides aminés. La
quantité d’eau dans la vacuole évolue en fonction de I'age de la cellule. La plupart
des cellules végétales possédent une seule vacuole qui occupe une grande partie de la
surface de la cellule. Elle aide a& maintenir I’équilibre de I’eau et la forme de la cellule.

Mitochondrie : constituant de forme sphérique ou en forme de batonnets,
caractérisé par une double membrane. Le mitochondrie convertit 1’énergie stockée
dans le glucose en ATP (adénosine triphosphate), une molécule a haute énergie,
pour une utilisation par la cellule.

Chloroplastique : organite de forme allongée ou en forme de disque, qui
contient de la chlorophylle. La photosynthése (dans laquelle I’énergie du soleil est
convertie en énergie chimique - nourriture) a lieu dans les chloroplastes.

Cytoplasme : matiére gélatineuse a l'extérieur du noyau de la cellule dans
laquelle baignent les différentes organites.

Tissus végétaux

Les tissus biologiques sont constitués d’un groupe de cellules ayant une méme
fonction physiologique. On peut ainsi distinguer : des tissus protecteurs (paroi mem-
branaire), des tissus de conduction (xyléme et le phloéme), des tissus d’¢laboration
(les parenchymes) et les tissus de croissance (méristémes). Un ensemble de tissus
différents va constituer un organe qui accompli une tache bien définie, on peut citer
entre autre, la nutrition, la reproduction et la croissance. Une organisation tissulaire
forment des organes tels que les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles, les graines
et les fruits.

Transport chez les plantes : xyléme et phloéme

Les plantes sont alimentées par deux réseaux vaisseaux de transport paralléles et
de sens opposé, séve brute dans le xyléme et séve élaborée dans le phloéme (Fig. 2).
La séve brute, majoritairement composée d’eau et de nutriments (sels minéraux),
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progresse par un mouvement vertical et unidirectionnel des racines jusqu’aux
organes terminaux (feuilles; fleurs et fruits). La transpiration de ces organes
terminaux est 1'un des éléments moteur du transport xylémique. Le phénomeéne
de capillarité dans les vaisseaux conducteurs et la différence de pression osmotique
entre le sol et les racines contribuent également a l’ascension de la séve. Une fois
cette seve arrivée au niveau des organes terminaux, elle est répartie dans les parois
des cellules parenchymateuses. Les ions dissous sont absorbés et utilisés sur place.
Cependant, il a été montré que la plante perd par transpiration environ 10 % de
ce qu’elle a absorbée. Les surfaces d’évaporation sont les parois cellulaires situées
a lintérieur des feuilles et les tissus qui se trouvent a la surface des fruits. Les
produits de la photosynthése synthétisés au niveau des feuilles sont ensuite mis en
circulation pour constituer la séve élaborée. Elle est constituée principalement par
de I'eau et des sucres , comme le saccharose. Cette séve circule dans un mouvement
descendant multidirectionnel alimentant ainsi toutes les parties de la plante et
retourne jusqu’aux racines de la plante via les vaisseaux conducteurs du phloéme
(la séve du phloéme est plus visqueuse a cause des sucres). Le transport phloémien
de la séve élaborée se produit en trois étapes : un mouvement latéral dans les
feuilles, un transport longitudinal puis une diffusion dans les organes puits.

pointe de croissance
O2

phloéme

tissus vasculaires xyleme

poils absorbants

. ,}; \
racine /Nf

FIGURE 2: Transport chez les plantes. Modifiée depuis : http://dls.ym.edu.tw/sa/dls/
upload/2-3/leg/plant_001.pdf.

On comprend bien que le phloéme et le xyléme jouent un role central dans
la distribution des plus importantes ressources (’eau, nutriments et les glucides)
nécessaires a la croissance et au développement des plantes. L’eau est un élément
vital qui permet la transpiration, l’absorption de CO2 et la croissance. Il a été mis
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en avant que par exemple chez les plantes herbacées, la teneur en eau est d’environ
95 % et la plupart de la résistance mécanique est assurée par les cellules qui sont
rigides seulement parce qu’elle sont remplies d’eau. Les sucres transportés par le
phloéme fournissent de 1’énergie et participent aussi aux processus de croissance
des plantes. Les fruits croissent car les ressources nécessaires a leur croissance leurs
sont fournis au moyen des tissus vasculaires. L’équilibre entre les flux phloémiens et
xylémiens conditionne les teneurs en sucre dans le fruit. A titre d’exemple, pour la
tomate, il existe une forte corrélation entre la teneur en sucre et la qualité gustative
du fruit. Donc pour améliorer cette qualité, on peut stimuler les flux du phloéme
pour renforcer la teneur en glucides. Les tubes de xylémes sont constitués de
cellules mortes, il sont rigides, plus étendus et robustes comparativement a ceux du
phloéme. Il est communément admis que chez la tomate, la majeure partie de I'eau
entre dans le fruit via le phloéme. Ainsi, 90 % d’eau atteint le fruit par le phloéme
alors que le xyléme ne délivre que 10 % de celui-ci. Cette faible contribution du
xyléme serait liée a la présence d'une certaine restriction dans la connexion entre
les tubes de xyléme des fruits et celui de la tige principale des plantes. Malgré ces
résultats, il existe toujours une controverse sur ce sujet car les flux du xyléme et
du phloéme vers le fruit sont de méme direction ce qui rend leur identification trés

difficile [10].

extérieur de la cellule

A o °Y o’
%-O dQO f OAO &% ore
g@g;@é} z}&%‘?‘f A v

T 84 T P haspoded
Pl e o

membrane

cytoplasme

FIGURE 3: Diffusion des molécules d’eau a travers la membrane bicouche par un flux de
masse microscopique a travers un pore formé par des protéines et des polysaccharides.
Modifiée depuis : http://dls.ym.edu.tw/sa/dls/upload/2-3/leg/plant_001.pdf.

Outre le transport axial, un transport radial (Fig. 3) existe également dans
les tissus végétaux. Ce dernier se produit en intra et intercellulaire par diffusion
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moléculaire. La diffusion induit le mouvement des molécules des régions de forte
concentration vers les régions de faible concentration, dans le sens de la réduction
du gradient de concentration.

Le coefficient de diffusion (D) est la grandeur qui permet de mesurer la facilité
avec laquelle des molécules peuvent se déplacer dans un milieu particulier. Cette
constante de diffusion est une caractéristique de la substance (les substances ayant
un haut poids moléculaire ont des coefficients de diffusion plus faibles) et elle dé-
pend aussi fortement de la viscosité du milieu (diffusion dans 'air est beaucoup plus
rapide que la diffusion dans un liquide). A la lumiére de ce qui a été discuté précé-
demment, il est clair qu'une bonne connaissance de 1'organisation de 1’eau et de ses
interactions avec les microstructures et les macromolécules présentes dans les tissus
végétaux, apparait primordiale pour controler et améliorer la qualité des produits
agronomiques.
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Dans ce premier chapitre, nous posons les fondements de base indispensables a la
n des phénomeénes physiques de la RMN /imagerie RMN abordés dans

compréhensio

le cadre de cette étude. Nous nous limiterons a la théorie classique pour présenter
et expliquer les différents concepts de la RMN. Dans un premier temps, nous abor-
derons l'origine du magnétisme nucléaire, en écrivant I’équation de 'aimantation a
I’équilibre d’une population de spin soumise & un champ magnétique. Nous rappel-
lerons ensuite les équations qui régissent le mouvement de cette aimantation sous
I'influence d’un champ magnétique statique et d’une impulsion de radiofréquence ap-
pliquée a la résonance. Dans un second temps, nous rappellerons les bases physiques
de I'imagerie RMN et nous verrons, le principe de codage spatial par la fréquence et
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la phase du signal, le principe de formation des images, c¢’est-a-dire le passage de I'es-
pace réciproque (signaux RMN qui émanent des gradients de champ magnétique) a
I'espace réel (image). Nous présenterons ensuite, les différentes séquences d’imagerie
implémentées et optimisées dans le cadre de cette thése et nous verrons notamment
comment améliorer le contraste des images en modulant les différents paramétres de
ces séquences. Une description plus détaillée de la théorie RMN /imagerie RMN est
disponible dans les références [11][12][13][14][15][16][17][18].

1.1 Principe de la spectroscopie RMN

1.1.1 Magnétisme nucléaire

Lorsqu’une population de spin N, les noyaux de 'H (I = %) par exemple, est
placée dans un champ magnétique statique d’amplitude By, elle acquiert une aiman-
tation macroscopique dirigée suivant l'axe du champ appliqué. Cette aimantation
résultante est la conséquence de l'existence de différentes orientations des spins par
rapport au champ By. Ces orientations sont quantifiées par le biais du nombre quan-
tique magnétique m. A 1'équilibre thermique, et d’aprés I’équation de Boltzmann,

. . > : : —Em
les populations des niveaux d’énergie sont proportionnelles au facteur exp(kB—T).
[’aimantation macroscopique résultante de cette population de N spins est donnée
par [11] :

M = Nyp™=" (1.1)

T B,
3 exp (KBT)

m=—1

E,, est I'énergie magnétique Joule, = est le rapport gyromagnétique qui vaut
42.58 M Hz/T pour le proton, kg est la constante de Boltzmann 1.23 x 10723K 1,
T est la température absolue K et A = % est la constante de Plank réduite
1.05 x 1073*Js . Dans le cas des expériences classiques de la RMN, nous avons la
relation F,, < kgT, alors 'Eq. (1.1) peut étre simplifiée en tenant compte de cette
approximation exp(z%}”) =1- ]i—% Dans le cas du proton 'H (I = 1), le module

de 'aimantation nucléaire macroscopique est donné par :

By
4kpT

De I'Eq. (1.2), on remarque que 'amplitude de I’aimantation est directement pro-

M = N~*R? (1.2)

portionnelle & l'intensité du champ magnétique By et a la population de spin V.
Pour une intensité du champ Bj constante, on peut avancer que la technique RMN
est intrinséquement peu sensible. A titre indicatif, pour une intensité de champ de 1
Tesla, seulement trois sur un million de protons participent au signal [12]|. En effet,
pour augmenter la sensibilité de cette technique, on peut agir soit sur l'intensité
By, la population de spin N (échantillon riche en proton) ou la diminution de la
température. Or, Les expériences RMN sont trés souvent réalisées a la température
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ambiante et plus le By est intense plus le cotit de la machine est élevé. Nous verrons
dans le second chapitre qu’il existe un autre moyen, pour influencer artificiellement
ce signal en introduisant dans le milieu des substances paramagnétiques.

1.1.2 Précession de Larmor

A Tlinstar de toute particule, un noyau, posséde une charge électrique et
une masse. Il est pourvu également d’'un moment cinétique L et d’'un moment
magnétique M (ce vecteur de magnétisation macroscopique s’écrit comme la somme
des moments magnétique nucléaire individuels) qui caractérisent son mouvement
de rotation intrinséque. L’application d’'un champ magnétique statique éo sur une
population de noyaux de moment magnétique M va engendrer l'apparition d’un
couple de forces T [11][12] :

['=MA B, (1.3)

Ce dernier modifie le moment cinétique L des noyaux de I’échantillon soumis a
I’étude, en vertu du principe fondamental de la dynamique :
dE - — —

Le moment magnétique M étant & une constante prés (constante gyromagnétique)
proportionnel au moment cinétique total L :

M =~L (1.5)

ainsi, le mouvement du moment magnétique obéit a 1’équation :

dM L
— =M A B 1.
7t N Dy (1.6)

En présence du champ magnétique externe gg uniforme et homogeéne, I'aimantation
des noyaux décrit un mouvement de rotation autour de By. Ce mouvement est régi
par 'Eq. (1.6). La solution de cette équation différentielle est un mouvement de
précession de M autour de axe de By. Afin de mieux illustrer ce propos, a partir
de la Fig. 1.1, nous remarquons que le vecteur % est normal au vecteur M. Comme
le produit scalaire dM x M est nul, il en résulte que la norme M est constante. De
méme, le produit scalaire dM x By est nul par conséquent, ByM cos(f) = cte. Ce
qui implique, que I'angle 6 est toujours constant. Dans ce cas, 'extrémité du vecteur
ailmantation décrit autour de la direction du champ magnétique un cone d’axe
By et d’angle au sommet 6. Ce mouvement de rotation est appelé précession de
Larmor. Cherchons désormais & déterminer la vitesse angulaire w, de l'aimantation.
Géométriquement, & partir de la Fig. 1.1, nous tirons dM = M sin(6)dp, or par

définition, nous avons :

woz—:>—:Msin(9)w0:>—:cJE)/\M (1.7)
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FIGURE 1.1: Précession de Larmor : le couple exercé sur I'aimantation M par le champ
magnétique statique BB, induit un mouvement de précession de M autour de B} avec
une vitesse angulaire wg. Modifiée depuis : http://eos.univ-reims.fr/LSD//JmnSoft/
livre.pdf.

A partir de 'Eq. (1.6) et par identification, il vient :

Ainsi, la vitesse angulaire de rotation est proportionnelle a l'intensité du champ
magnétique appliqué. Le signe négatif indique le sens de la précession.

1.2 Impulsion de radiofréquence

L’aimantation totale initiale M, de I’échantillon est soumise & ’action seul du
champ magnétique B%. Pour basculer de I'état d’équilibre a l'état excité on doit
la soumettre a l'action d’un champ magnétique oscillant Erf(t). Ce champ de
radiofréquence de pulsation w,; et de phase ¢ est produit par une bobine qui sert a
recueillir les variations de I'aimantation de ’échantillon, mais également a exciter
I’échantillon lorsqu’elle est traversée par un courant alternatif sinusoidal. Ce champ
magnétique excitateur peut étre décomposé en deux composantes circulairement
polarisées a droite et a gauche, selon [12] :

—

B4 (1)

B (t) + B(t) (1.9)
By (e7rst40) | omilerst+o)) (1.10)

B?}(t) et B:Tf(t) tournent respectivement dans le plan transverse a des vitesses
angulaires +w, s et —w,s. La composante B?:rf(t) est celle qui tourne dans le méme

sens que la précession de 'aimantation M et est appelée la composante résonante.

—

Alors que celle (B (1)) qui tourne dans le sens opposé¢ a la précession, n’a pas
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d’influence sur I'aimantation et est appelée la composante non-résonante. Tenant
compte de ce terme d’excitation, 'Eq. (1.6) devient :

dM S,
T YM A (By + B(t)) (1.11)

et posons,

Pour le choix du référentiel nous pouvons utiliser un référentiel fixe (i, j, k) mais
dans ce cas, méme en absence de perturbation nous avons déja la fréquence de
Larmor & prendre en considération. Le plus pratique consiste donc a travailler dans
un référentiel tournant a cette méme fréquence. Dans ce cas les deux référentiels
sont liés par :

(i,5,k) = (", j" k") T (1.13)

avec T est la matrice de passage entre les deux référentiels qui est donnée par :

cos(wyrt)  sin(w,rt) 0
T = | —sin(w,ft) cos(wst) 0 (1.14)
0 0 1

Dans tout ce qui suit, nous travaillerons uniquement dans le référentiel tournant,
nous allons donc omettre son indice. Dans ce nouveau repére le champ magnétique
grf(t) paraitra immobile. Par conséquent I'Eq. (1.11) devient analogue dans sa
forme a I'Eq. (1.6)

M -
= Q4T A M (1.15)

avec

Q’eff = (WQ — wrf)/z—l— Qlﬁ = QO + Ql (116)

Dans le cas d'une excitation exactement a la fréquence de résonance des noyaux
de Déchantillon Q¢ = (O et pour un angle de phase ¢ nul. L’aimantation M
comme est illustré sur la Fig. 1.2, décrira un mouvement de rotation autour de
I’axe ox. Nous avons supposé que le champ de radiofréquence d’amplitude B; est
dirigé suivant l'axe ox du référentiel tournant. En réalité les spectrométres RMN
permettent d’appliquer ce champ excitateur suivant n’importe quelle direction du
plan transversal. On repére sa position par ’angle ¢ qu’il fait avec un axe de référence
(l'axe ox). Les différentes phases pour une impulsion de radiofréquence appliquée a
une aimantation a I’équilibre sont (¢ = 0°) suivant , (¢ = 90°) suivant y, (¢ = 180°)
suivant —x et (¢ = 270°) selon la direction —y. La position finale de I'aimantation
est dépendante de ces phases d’impulsion [19].
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FIGURE 1.2: Effet d’une impulsion radiofréquence appliquée a la résonance. http://eos.
univ-reims.fr/LSD//JmnSoft/livre.pdf.

1.3 Equations de Bloch

Le comportement de I'aimantation macroscopique de la population de spin en
présence d'un champ magnétique excitateur B, ¢ et sous l'influence des phénomeénes
de relaxations magnétiques nucléaires est régi par ’équation de Bloch, donnée par
I'expression [20] :

M =~M A B — R(M — M) (1.17)

R est la matrice de relaxation qui s’écrit :

1
— 0 0
T
1
R=]10 — 0 1.18
- (1.18)
0 0 !
T
Bt = By + B,y et pour un champ excitateur linéairement polarisé¢, on aura

B,y = 2B cos(w, st + ¢) . Nous pouvons désormais exprimer 'aimantation globale
M et le champ magnétique effectif dans ce référentiel tournant par 'expression
mathématique suivante :

4
M,
M:r =7 (Msz Msz) ?
M
M={ M,=~(M,B, — M,B.) — Ty (1.19)
2
M, — M,
M, =~ (M,B, — M,B,) — ( = °>,
\ 1

Les composantes du champ magnétique effectif dans ce référentiel sont données par
[14]
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(1.20)

Qy = wo —wy, s étant la précession effective du vecteur aimantation dans le référentiel
tournant. Pour un champ magnétique érf dirigé selon 'axe de référence (ox), sa
phase ¢ serait donc nulle et dans ce cas on aura B, = By, B, =0 et B, = —%. En
portant ces valeurs dans les Egs. (1.19), on aura :

(
. M.
M, = —M,Qy — ==
y=e0 T2
. . My
M = My = Mszf + MxQO — ? (121)
2
M, — M
M, = —Myw,; ( 0),
T

Les Egs. (1.21) traduisent une double précession, I'une autour de By a la vitesse
angulaire €y et 'autre autour de érf a la vitesse angulaire w,s. Les termes en 75
et 17 correspondent au retour de 'aimantation a l’équilibre par les mécanismes
de relaxation. Les solutions de ces équations de Bloch sont obtenues en régime
permanent comme [17] :

( AW’}/BITg
M, = M,
1+ (LAw)? + 2B T, °
B 15
M YT 14 (I Aw)? + BT, 0 (1.22)
M, = L+ (BhAw)” M
LT 1+ (AW + BT,

nous remarquons a partir de ces solutions, que toutes les composantes de ’aiman-
tation sont proportionnelles a My, cela traduit le fait qu’en absence de différences
de populations entre les niveaux d’énergie magnétique (absence de polarisation
initiale), la résonance nucléaire est inobservable. En RMN, le signal détecté est
proportionnel aux composantes transversales M, et M, de 'aimantation. Le terme
v? BT\ T étant proportionnel a la puissance de la radiofréquence (P ~ B%), donc
pour les faibles puissances on peut écrire v2B3T1T, < 1 [17]. Sous cette condition,
les composantes transversales peuvent étre réécrites, selon :

AwyBT?
Me = T tmawe ™
M = 2 (1.23)
M= VB 15 u
Y 1 + (TQAW)2 0

Ainsi, les composantes M, et M, sont nommeées respectivement, Lorentzienne en
dispersion et en absorption.

29



Résonance magnétique nucléaire

1.4 Relaxation magnétique nucléaire

L’impulsion B, 7 a pour effet le basculement de I'aimantation globale d'un angle
de nutation ¢ proportionnel a son amplitude (B;) et a sa durée (1), § = vB;7.
Il en résulte ainsi la décomposition du vecteur aimantation en deux composantes
transversale ]\wa = M$Z+ Myj et longitudinale ]\ZZ A Tarrét de la perturbation,
laimantation M va revenir & sa position d’équilibre (niveau de basse énergie) et
s’aligner de nouveau avec le champ By.

C’est ce mouvement de retour a ’équilibre suivant des processus mono-exponentiels

4

X

FIGURE 1.3: Composantes longitudinale et transversale de ’aimantation. http://eos.
univ-reims.fr/LSD//JmnSoft/livre.pdf.

(Egs. (1.24)) qu’on appelle Relazation. Cette relaxation est caractérisée par des
constantes de temps appelées; temps de relaxation magnétique nucléaire T et T5.
T, est le temps de relaxation magnétique spin-réseau. Ce processus de relaxation
implique un échange d’énergie entre le systéme de spin (dans notre cas, les protons)
et le réseau (environnement moléculaire dans lequel les protons sont noyés).
En outre, les spins peuvent échanger de l’énergie entre eux via des interactions
d’échanges qui vont provoquer une perte de cohérence de phase des moments
magnétiques dans leur mouvement autour de g@. Cela donne lieu a la relaxation
spin-spin avec un temps caractéristique 75. Tenant compte de ces deux mécanismes
de relaxation, il s’en suit donc simultanément une destruction de l'aimantation
sur le plan transversal M,,(t) et une construction de l'aimantation suivant 'axe
longitudinal M., (t), selon les équations :

M(t) = My x (1 — 7))
M = q M,(t) = M x "7 cos(wot) (1.24)
M, (t) = My x %) sin(wot)
T, et T sont également fortement dépendants, entre autre, de la nature du noyau

considéré, de 1'état de I’échantillon (solide ou liquide), de la température et des
mouvements moléculaires [13][14], comme nous le verrons plus loin.
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1.5 Bases physique de I'imagerie RMN

Pour pouvoir construire une image RMN, on doit introduire I'information spa-
tiale. C’est-a-dire, discriminer spatialement toutes les contributions, des éléments
de volume (voxels) de la coupe sélectionnée au signal total. La détermination de
cette information spatiale est obtenue au moyen de l'application séquentielle de
trois gradients (un gradient de champ linéaire est généré par I'application d’un
courant électrique dans une bobine) de champ magnétique d’amplitudes G,, G,
et G, (mT/m). On applique d’abord un gradient de sélection G, qui permet de

(a) (b)

e

FIGURE 1.4: Tllustration du principe de codage spatial du signal RMN. (a) spectre RMN
d’un tube rempli d’eau. Une seule raie, tout les protons résonnent & la méme fréquence.

La fleche indique la direction de By. (b) un spectre est enregistré pour le méme tube
d’eau apreés 'application d’un gradient de champ magnétique. La variation de l'intensité
du champ magnétique total (By + gradient) est représentée par la rampe de fleches. Sur
le cété gauche du tube, le gradient s’ajoute a By, en revanche sur le coté droit le gradient
décroit le champ By. Il en résulte, que les protons de tube d’eau vont résonner & des
fréquences dépendant de leurs position suivant l'axe d’application du gradient, d’ol cet
éclatement en fréquence de I’échantillon.

sélectionner une coupe. Ensuite, chaque point de coordonnées (x,y) a l'intérieur
de la coupe sera codé verticalement par l'application d'un gradient de phase G,
et horizontalement par un gradient de codage par la fréquence G,. L’'intensité de
ces gradients est directement proportionnelle a I'intensité du courant qui traverse
la bobine correspondante. Lorsque un gradient de champ est appliqué, le champ
magnétique augmente et diminue linéairement & partir du centre (Eq. (1.25)). Il
en découle que le champ magnétique auquel sont réellement soumis les spins sera
une superposition du champ magnétique By et des gradients du champ appliqués,
il vient [39] :
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dB dB dB
B - B T y z

=By+ Gz +Guy+ Gz

(1.25)

Les spins tournent soit plus rapidement ou plus lentement par rapport a la fréquence
centrale wy, ils sont a des fréquences de résonance différentes. Ces gradients de
champ peuvent étre appliqués indépendamment ou de maniére corrélée. Ainsi, on
peut réaliser des coupes dans toutes les directions, ce qui est un atout majeur pour
cette technique d’imagerie. La transformée de Fourier est 'outil mathématique qui
va nous permettre d’identifier la contribution de chaque fréquence au signal total.
Chaque fréquence est associée a une position suivant ’axe d’application du gradient,
et 'intensité déterminera le niveau du gris du voxel.

1.5.1 Gradient de sélection de coupe

En imagerie RMN, une coupe anatomique est sélectivement excitée par I'appli-
cation simultanée d'un gradient de sélection G, et d’une impulsion RF de sélection
de différents profils (sinc, gaussien ...). En présence du gradient G, appliqué selon
I’axe z, le champ magnétique total pergu par les spins vaut By + 2G,. Ce dernier est
a sa valeur initiale By au point zg = 0. L'impulsion RF de sélection est appliquée
avec une largeur spectrale Aw autour de la fréquence centrale wy, dans ce cas on
aura excité uniquement les spins situés a la position :

B Aw
G,

Par conséquent, tous les spins sélectivement excités a z; < 2y < zo seront carac-

Az (1.26)

térisés par un intervalle de fréquence étroit v(By + G,21) < wy < Y(Bo + G,29).
Les spins situés a l'extérieur de cette coupe sont hors résonance, et ne seront pas
excités. Par ailleurs, deux incidences découlent de 'Eq. (1.26) :

— on peut moduler I’épaisseur de coupe en agissant soit, sur 'amplitude du
gradient G, ou bien sur la largeur de la bande passante du pulse de sélection.

— la position de la coupe peut étre modifiée en déplacant le spectre de fréquence
de 'impulsion de sélection.
1.5.2 Codage spatial par la fréquence

La fréquence et la phase de 'aimantation en mouvement de précession, peuvent
étre exprimées comme étant une fonction dépendante des coordonnées spatiales
dans la coupe. L’application d’un gradient de champ linéaire GG, dans la direction
x, aura pour conséquence de lier la fréquence de résonance de chaque voxel & sa
position x, selon :

w(z) = wo + 7Gx (1.27)
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FIGURE 1.5: Hlustration de la sélection de coupe lors de I'application d’un pulse de sélec-
tion en présence du gradient G ..

Le signal total s’écrit comme une somme de toutes les contributions des voxels,
suivant :

S(k,) = / / ple, y)dy oxp (—jkea) de (1.28)
—_—

projection

p(x,y) représente la densité de protons a la position (x,y) dans la coupe. k, est un
vecteur d’onde qui dépend de 'amplitude du gradient de codage par la fréquence
G, et de sa durée d’application t,, k, = vG,t,.

1.5.3 Codage spatial par la phase

La construction finale de I'image est achevée par 'application d’un autre codage
du signal suivant la direction y. Ce dernier est établi au moyen d’un gradient
supplémentaire qu’on appelle gradient de phase G,. Comme précédemment, cette
variation linéaire de l'intensité du champ magnétique va modifier la fréquence de
précession de I'aimantation suivant la direction ¥, selon :

w(y) = wo +vGyy (1.29)

Ce gradient de phase d’amplitude variante est appliqué pendant une durée constante
t, et est éteint juste avant l'acquisition du signal. Donc a l'arrét de ce gradient,
I’aimantation de chaque voxel va précesser a sa fréquence de résonance wg, mais elle
aura accumulée un déphasage ¢(y) fonction de la position y. A I'instant ¢, les spins
auront tourné d’un angle [21] :

t?/
wmﬂ=/wwﬂﬁzw%@ (1.30)
0
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L’angle de rotation est proportionnel & l'ordonnée y et a l'aire du gradient de
phase. En utilisant ces gradients de codage par la fréquence G, et par la phase G,
nous avons repéré chaque aimantation dans la coupe sélectionnée avec un couple
unique de fréquence w et de phase . Ce couple s’écrit aussi comme une fonction
qui dépend des positions x et y dans ’espace de la coupe. Le signal total qui émane
des gradients est donné par [22] :

S(ky, k) = // o(,y) exp (—j ket + kyy)) dedy (1.31)
—_——— ——— /
k—space real—space phase— factor

L’image dans I’espace réel est obtenue, selon :

plavy) = [ [ (b k) exp itk + ) b, (1.32)

La fréquence spatiale k, = ynAG,t, est incrémentée pour différentes valeurs de
nAG, avant I'acquisition du signal, alors que k, = G nAt, est échantillonné a
des intervalles de temps régulier pendant l'acquisition du signal. De cette facon
I'espace k est rempli ligne par ligne. Aprés l'acquisition compléte des couples
(ky, ky), la distribution de la densité de proton est obtenue par Transformée de
Fourier inverse & deux dimensions (TFI-2D). A la lumiére de ce qui a été rap-
porté dans cette section, la résolution spatiale dans le plan des images s’écrit comme :

2 2
Ay — _ 1.33
T GnAt,  4Gatee (1.33)
9 9
Ay T T (1.34)

 ynAG,t, VG
Avec, G'** est lamplitude maximale du gradient de phase et t,, est le temps
d’acquisition des n échantillons (acquisition d’une seule ligne, selon k,, du plan de
Fourier). 1l vient a partir des Eqs. (1.33) et (1.34), plus le plan de Fourier est
étendu, meilleur est la résolution spatiale. En imagerie RMN, on fait toujours en
sorte de trouver un compromis entre la résolution spatiale, le rapport SB et le temps
d’acquisition des images.

1.6 Echo de spin

Une séquence d’imagerie RMN est une suite chronologique d’impulsions radio-
fréquence d’angles 0 et des gradients de champs magnétique. La Fig. 1.6 décrit
le chronogramme de la séquence d’écho de spin. La coupe est sélectionnée par I’
application de I'impulsion de radiofréquence (A) et le gradient de sélection G, (C).
Durant 'application de I'impulsion (A), la composante transversale de 'aimantation
croit et atteint son maximum d’amplitude a 6 = 7. A Tarrét de cette excitation,
I’aimantation basculée revient & son état d’équilibre thermique, sous l'influence des
phénomeénes de relaxation que nous avons déja décrit. Ainsi on aura simultanément,
une destruction de la composante ]\wa dans le plan transversal suivant un rythme
TLZ et une construction de 'aimantation de la composante longitudinale M, suivant
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un rythme T% Le gradient de sélection est inversé (D) pour rephaser tout les
spins de la coupe excités. Le gradient de sélection en (E) nous permet de travailler
toujours sur la coupe sélectionnée en (C). Le gradient de phase (F), est appliqué
dans le méme intervalle de temps et a différentes amplitudes. Un gradient de lecture
(G) de préphasage est appliqué simultanément. Ensuite, un gradient de lecture
(H) est appliqué pour l'acquisition de 1’écho de Hahn (I). Notons que dans le plan
transverse, la perte de 'amplitude de la composante ]\Zm,y est dii aux déphasage
des spins, sous leffet des interactions dipolaires (73) et des inhomogéniétés du
champ By (T3). Ce déphasage s’opére tout au long de l'intervalle de temps TTE,
aprés I'excitation a 6§ = 7. Aprés cet intervalle de temps, (B) on applique une
impulsion de rephasage de 180° (# = ). Les spins retrouvent leurs cohérence de
phase et 'aimantation transverse atteint de nouveau son maximum d’amplitude a
Tg. Cette deuxiéme impulsion (0 = 7) permet de s’affranchir du déphasage da aux
inhomogénéités constantes yABy de By . Chaque fois qu'une nouvelle impulsion de
0 = 7 est envoyée, un écho provenant de I'ensemble des protons de la coupe est
recueilli et numérisé. Chaque point de 1’écho représente tout les protons qui ont subi
G, pendant ¢, et un G, pendant un temps ¢, qui augmente au cours de la lecture.

En répétant régulierement le pulse de 180°, on peut générer une série d’échos.

B R T i >
\ A B Temps de répétition
/ /\
RF V/\V : V/'\V VA\./ \/AV
o« N, N
V4
| D
I
«

Durée d'application
des gradients

I

I

I

I

I
Gy L

: FEcho

! i

: F |1

Signal : VAV : VAV

Gx E / G \ / H E \ 5[

M >

Temps d'écho

FIGURE 1.6: Chronogramme de la séquence d’écho de spin.

Le temps entre 'impulsion de sélection et 'acquisition de 1’écho est appelé temps
d’écho. Le temps de répétition est le temps entre deux pulses de sélection (deux
cycles successifs). La séquence est répétée par l'incrémentation du gradient de
codage de phase, jusqu’a ce que tout l'espace de Fourier (espace-k) soit rempli.
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Chaque cycle de séquence est répété avec le nombre d’accumulation n désiré, de
telle facon a améliorer le rapport SB des images. Ainsi, le temps d’acquisition ¢,
de la séquence est donné par :

tag =Tr X Ny xn (1.35)
Avec T, le temps de répétition de la séquence, N, est le nombre de lignes de codage

par la phase et n est le nombre d’accumulation (c’est-a-dire le nombre d’acquisition
de chaque ligne de codage par la phase).

Pour la séquence d’écho de spin, l'expression mathématique du signal qui
provient de chaque voxel de la coupe sélectionnée est exprimée par [16] :

S = My x <1 ) 26(_%{%)) S ) (1.36)

( — ) sin 6 x e< T2
1+ e\ Tt/ cost

Tres souvent la séquence d’écho de spin est utilisée pour des pulses 0 = 7, de
I'Eq. (1.36), il vient :

S = My x (1 — (TR 4 6(—3)) x o(7%) (1.37)

1.7 Echo de gradient

La Fig. 1.7 décrit le chronogramme de la séquence d’écho de gradient avec
destruction de l'aimantation transversale résiduelle. Suite a la sélection de la
coupe par 'application d’un pulse de sélection (A) et d'un gradient de sélection
(B). Le gradient de sélection est inversé¢ (C) pour rephaser tout les spins de la
coupe excitée. Le gradient de phase (D) est appliqué dans le méme intervalle
de temps. Un gradient de lecture (E) de dephasage est appliqué simultanément.
Ensuite, un gradient de lecture (F) est appliqué a la fois pour rephaser les
spins au milieu de ’écho et pour l'acquisition de ’écho de gradient (G). Des
gradients (H) supplémentaires (spoilers) sont employés aprés l'acquisition de
I’écho de gradient afin de détruire 'aimantation transversale résiduelle. Notons
qu’au cours de l'intervalle de temps T, le signal décroit en 77, ainsi en écho de
gradient les images sont pondérées T3 car les hétérogénéités de champs constantes
~vA By ne sont pas compensées. L’expression mathématique du signal de la séquence
d’écho de gradient, qui émane de chaque voxel de la coupe considérée est donnée par :

Ty
= My x — sinf x e\ "2 1.38
1— e<TL1R) cos T; factor
Tlf;rctor

Cette relation dépend a la fois des parameétres naturels des tissus (T3, Ty et M) et
des paramétres de la séquence a savoir, le temps d’écho Tg, le temps de répétition
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FIGURE 1.7: Chronogramme de la séquence d’écho de gradient.

Tr et I'angle de bascule de 'aimantation 6. La séquence d’écho de gradient autorise
I'utilisation des angles de bascule inférieurs a 90°. Ceci & pour incidence de réduire
les temps de répétitions et ainsi, diminuer le temps d’enregistrement des images ce
qui donnera acces a des acquisitions rapides.

1.8 Contraste en imagerie RMN

Pour réaliser une analyse pertinente et rigoureuse sur les images, il faut disposer
d’un contraste optimal et d’'un niveau de signal suffisant entre les différentes struc-
tures tissulaires. Le contraste est déterminé a la fois par les paramétres intrinséques
des tissus et les parameétres extrinséques. Cette variabilité de paramétres offre la
possibilité d’améliorer le contraste des images pour mieux segmenter les différents
tissus. Cette optimisation du contraste est obtenue, en sélectionnant précisément
le type de séquence et les différents parameétres d’acquisition correspondants. On
peut encore aller plus loin on calculant voxel-par-voxel des cartographies de 77, de
T, et de My a partir des images obtenues avec différentes pondérations. L’avantage
de ces cartographies est qu’elles offrent généralement un meilleur contraste que
les images pondérées. Par définition [34], le contraste entre deux tissus adjacents
A et B est exprimé par la valeur absolue de la différence des signaux S, et Sp, selon :

Cap =| 54— Sp | (1.39)

Dans la section suivante, nous allons illustrer 'influence des paramétres tissu-
laires et d’acquisition sur le contraste des images, nous travaillerons sur la séquence
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d’écho de spin. Le raisonnement est analogue pour n’importe qu’elle séquence d’ima-
gerie. On se focalisera dans la suite de cette partie, uniquement sur les trois méca-
nismes du contraste Tj, To (ou Ty en écho de gradient) et My. Nous verrons dans
les prochains chapitres, que le contraste des images en T} et M, acquises par une
séquence d’écho de gradient est affecté non seulement par le Tk et le T, mais aussi
par le choix de I'angle de bascule 6.

1.8.1 Contraste M,

Afin d’obtenir un contraste densité de proton, la dépendance du signal de la
séquence d’écho de spin en T} et T35 doit étre minimisée. La minimisation des effets
Ty et Ty est atteinte par un choix judicieux des paramétres Ty et Tp. A partir
de I’équation du signal de la séquence d’écho de gradient (Eq. (1.37)) et pour un
Tr >> Tg (cette inégalité est systématiquement respectée pour la spin écho), il
vient :

CAB = MO,A (1 — eiTR/TI’A) X eiTE/TQ’A — MO,B (1 — eiTR/Tl’B) X 67TE/T2’B (140)

T,

Ty < Ty, —> e T —1 (1.41)
T,
Tp>Ti,,—>e M —0 (1.42)
de I'Eq. (1.40), on aura :
CAB ~ M()’A — MO,B (143)

Le contraste densité de proton est proportionnel & la différence des densités proto-
niques des deux tissus A et B. Cela donne la régle générale pour avoir un contraste
principalement da a la densité de proton : maintenir le Tz & une valeur supérieure
au T} le plus long, et le T a une valeur inférieure au T le plus faible des tissus [15].

1.8.2 Contraste T3

Les contrastes 17 et T, ont une dépendance exponentielle pour les valeurs T}
et Ty des tissus. Les tissus mous ont généralement une faible variation de M, en
revanche ils présentent des valeurs de T} trés différentes [14]. Par conséquent, une
image pondérée T conduira a un bon contraste entre ces deux tissus. Pour ce
faire on doit donc minimiser les effets T, dans la séquence d’écho de spin, mais la
contribution de la densité de proton ne peut étre négligée. Un choix judicieux du
Tr entrainera donc une réduction de la contribution de 715, il vient :

_Tg
TE < TQA’B — ¢ [ | (144)
A partir de 'Eq. (1.40), on aura :
Cap = (Moa — Myg) — (Moae "#/T04 — My ge=Tr/Ton) (1.45)
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On observe une certaine corrélation de 77 et de T avec la densité de proton. En
d’autres mots, les tissus présentant une forte densité protonique ont souvent des va-
leurs élevées de T7 et de T5, et les tissus a faible densité protonique sont caractérisés
par de faibles valeurs de T; et de T,. La pondération 77 exprime les tissus ayant
de fortes valeurs de T} en hyposignal, et les tissus avec de faibles valeurs de 77 en
hypersignal. Néanmoins, la densité de protons contrecarre cette tendance. Dans le
but de minimiser son effet, on a alors intérét a optimiser le Tz de fagon a favoriser
le contraste 7. En annulant la dérivée de C'4 p par rapport a la variable T, on écrit :

MO7A€_TR/T1,A B MO7Be_TR/T1,B (1 46)
Th 4 T\ B .

En tirant le Tk optimal de cette relation, on obtient :

In (IMO,B> —In (IMO,A>
Tip Tia
( T ) (1.47)
Tvg Tia

Cette valeur optimale du temps de répétition Tx .+ peut étre également déterminée

TR7opt =

graphiquement, en tragant C'4 g en fonction du Ty [15].

1.8.3 Contraste 75

A partir d'une démarche similaire a celles des mécanismes de contraste M, et
Ti, dans le but de favoriser le contraste T, on doit alors minimiser autant que
possible Deffet T}, selon :

T

Tp>T,,— ¢ ™ —0 (1.48)

Et a partir de 'Eq. (1.40), on aura la relation :

Cap = (Mg,AefTE/TZA) - (Mo,BefTE/TQ’B) (1.49)

En annulant la dérivée de Cy p par rapport a la variable T, on aura un maximum
de contraste pour une valeur optimale du temps d’écho T 4, selon :

My B Moy, a
In - —In -
2.B 2.A
< I ) (1.50)
Top Toa

En regle générale, pour avoir une pondération 75, ou 75, on doit disposer d’un temps
de répétition le plus long possible et d’un temps d’écho de 'odre de Ty des tissus [15].

TE ,opt —
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1.9 Conclusion

De nombreux concepts fondamentaux pour la compréhension des bases physiques
de la RMN /imagerie RMN ont été décrits dans ce chapitre. Nous avons vu au cours
de ces rappels, que I'imagerie RMN repose entiérement sur les fondements et les
concepts théoriques de la RMN. Cependant, cette technique d’imagerie se distingue
par l'introduction de I'information spatiale qui est obtenue via I'application de gra-
dients de champ magnétique dans les trois directions de 'espace. Il a été mis en
avant entre autre, que l’atout incontestable de cette technique d’imagerie tient au
fait qu’elle dispose d’'une panoplie de paramétres d’optimisation du contraste entre
les tissus. Toutefois, afin de réussir cette opération d’optimisation, I’expérimentateur
doit faire un choix judicieux des paramétres de la séquence en fonction de sa connais-
sance a priori des caractéristiques intrinséques du matériau soumis a 1I’étude. Par
ailleurs, nous avons mis en valeur le fait que la RMN est intrinséquement peu sen-
sible. Dans le chapitre qui suit, nous allons montrer qu’il existe un moyen d’influen-
cer artificiellement le signal RMN en injectant dans 1’échantillon soumis a 1’étude,
des nanoparticules magnétiques, qu'on appelle Agents de contraste. Dans le second
chapitre, nous expliquerons ce que sont les agents de contraste, leur mode d’action
et comment ils interagissent avec les protons de 'eau des tissus biologiques pour
améliorer le contraste des images. Ensuite, nous allons mettre en avant les modéles
mathématiques qui régissent leurs interactions et nous présenterons les parameétres
importants qui influencent leurs efficacités.
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Cette these s’est inscrite dans le cadre d’un projet de recherche regroupant
quatre laboratoires, L2C (Laboratoire Charles Coulomb, Montpellier), IES (Institut
d’Electronique, Montpellier), ICG (Institut Charles Gerhardt, Montpellier) et PSH
(Plantes et Systémes de culture Horticoles, INRA - Avignon). L’objectif principal est
la mis en synergie de cette pluridisciplinarité afin de mettre en ceuvre des techniques
innovantes en imagerie RMN pour étudier les aspects fondamentaux de la biologie
végétale pour les sciences agronomiques. Les thématiques abordées dans le cadre
de cette collaboration sont : (1) promotion de la qualité des produits agronomiques
(PSH). (2) développement instrumental et de techniques quantitatives en imagerie
RMN (L2C et IES). (3) conception et synthése d’agents de contraste efficaces et
bio-compatibles (ICG).

Au cours de ces deux derniéres décennies, la technique d’imagerie RMN s’est
imposée comme un outil d’analyse qualitatif et quantitatif de premier plan, pour
I'étude des propriétés physiologiques et morphologiques des végétaux [1][2]. Grace
a son abondance dans les tissus biologiques, le noyau le plus étudié est I’hydrogéne
'H. D’autres noyaux d’intérét biologique comme le phosphore *'P ou le sodium
BNa sont également étudiés. Sauf mention contraire, toutes les mesures des temps
de relaxation magnétique (73 et T3) et les images RMN sont réalisées par rapport
au noyau 'H. Dans ce qui suit, nous tacherons de relater les principales études
qui portent sur 'application des techniques RMN /imagerie RMN a la plante de la
tomate, prise comme modéle agronomique. Nous mettrons en exergue l'originalité de
notre contribution a cette étude, par rapport a ce qui existait déja dans la littérature.

Muse M. et al ont déterminé, par relaxométrie RMN, la répartition des
temps de relaxation magnétique T, dans le péricarpe de la tomate. Cette étude
a été menée a bas champ, a la fréquence de résonance de 20 M Hz (0.47 T). Les
auteurs ont avancé l'existence de plusieurs compartiments de distribution des
T,. Chacune des distributions correspond & un compartiment qui traduit 1'état
physique de 'eau (quantité d’eau, mobilité et interaction des molécules d’eau avec
les macromolécules). Ils ont mis en évidence également, que plus les distributions
de T, se déplacent vers les Ty courts et plus les molécules d’eau présentent une
mobilité réduite. Et inversement, plus ces distributions se rapprochent des T, longs
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et plus les molécules d’eau sont mobiles. Les compartiments (caractérisés par la
valeur moyenne T, pour chaque distribution et la proportion d’eau correspondante
Iy %) mis en évidence sont : compartiment vacuolaire ( Iy = 68 % et T = 1528
ms), compartiment cytoplasmique ( Iy = 20 % et Ty, = 551 ms), compartiment
extra-cellulaire ( Iy = 9 % et Ty = 134 ms) et compartiment des parois cellulaires (
In =4 % et Ty = 18 ms) [23]|. Le méme nombre de compartiments a été corroboré
par les travaux de Duval F. et al [24|, Marigheto N. A. et al [25] et Sibgatullin T.
A. et al |26].

Zhang L. et al ont appliqué cette technique d’imagerie RMN, pour révéler
des changements physiologiques de la tomate au cours des différents stades de
maturation. Cette étude a été conduite, en exploitant la variation et la distribution
de l'intensité des signaux des images en écho de spin (par des régions d’interét)
dans les tissus du péricarpe [27].

Cheng Y. et al ont montré que pendant le processus de maturation, les fruits et
légumes subissent des modifications physico-chimiques qui influent sur leurs qualités
(couleur, texture, aspect et la teneur en sucre). Pour la tomate, le changement de
couleur est le principal indice du stade de la maturation, et il est associé au lycopéne
métabolisée. Ils ont pu déterminer les changements internes des contenus en sucre
et en lycopéne par imagerie de déplacement chimique. Les résultats d’imagerie ont
indiqué que la variation du contenu en sucre n’avait pas une tendance constante,
tandis que la teneur en lycopéne augmentait de facon significative dans le péricarpe
et la columelle [28].

Muse M. et al ont étudié les aspects structurels de la tomate par imagerie
RMN. Ainsi, des images en écho de spin ont été acquises pour la visualisation
de sa macrostructure. Le contenu en bulle d’air, dans les tissus a été évalué par
I’exploitation des effets de susceptibilité magnétique & partir de multiples images en
écho de gradient. Ils ont rapporté, que la teneur en bulle d’air varie en fonction des
tissus. Les cartographies T et Th, ont montré que le contraste est meilleur entre les
différentes structures tissulaires. Ces mémes auteurs, ont étudié la microstructure
de la tomate en mesurant la distribution des temps de relaxation magnétique
nucléaire T et T [29].

Ishida N. et al ont étudié la variation de l'activité physiologique dans les
différents tissus de la tomate, au cours de sa maturation. Cette étude a été
menée en exploitant les variations du 77 des différents tissus, & partir de mul-
tiples images acquises a différents temps de répétition a l'aide de la séquence
saturation-récupération. La mobilité des molécules d’eau est considérée comme le
facteur principal de régulation de l'activité physiologique dans les tissus. Ils ont
montré que cette activité est beaucoup plus importante dans le péricarpe externe
et dans les graines. Ces mémes auteurs, ont également avancé que la quantité
et la mobilité de I'eau sont fortement corrélées a des processus métaboliques et
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enzymatiques dans les cellules des tissus. Ils ont montré aussi que le placenta
dans les tomates immatures, est le tissu qui assure le stockage des produits de
la photosynthése avant que le transport de ces produits s’achéve dans les graines [30)].

Windt C. W. et al ont étudié le transport dans le phloéme et le xyléme dans la
tige principale de la tomate. La capacité des transports de 1'eau et des nutriments
est essentielle pour le bon fonctionnement des plantes. Le transport dans les plantes
se produit le long de deux vaisseaux paralleles, le xyléme et le phloéme. Le xyléme
est responsable du transport de ’eau et des nutriments du sol vers les feuilles, tandis
que le phloéme se charge d’importer les produits de la photosynthése a partir des
feuilles au reste de la plante. Les flux des deux systémes de transport sont entrainés
par des différences de pression. Ils ont déterminé, a ’aide de la séquence d’imagerie
Pulsed Field Gradient - Spin Echo - Turbo Spin Echo (PFG-SE-TSE), des carto-
graphies des flux volumiques du xyléme et du phloéme. Toujours dans la tige de la
tomate, ils ont observé une faible différence dans les profils des flux, du cycle diurne
du phloéme. Les flux volumiques moyens enregistrés passent de 0.4 mm?/s le jour
a 0.35 mm?/s la nuit. En revanche, les flux du xyléme ont montré des différences
appréciables dans les profils des flux du cycle diurne. Ainsi, ces valeurs passent
de 8 mm?/s durant la journée a 2.2 mm?/s la nuit, soit une réduction de (72 %) [31].

Windt C. W. et al, comparent les contributions au transport du xyléme et
du phloéme dans la tomate. Le xyléme et le phloéme sont reconnaissables par
leurs directions opposées dans la tige. Les fruits sont des organes terminaux qui
dépendent complétement du transport. Afin de les fournir en eau et en sucre pour
leurs croissances, ’eau est importée par le biais du phloéme et du xyléme, alors
que les sucres sont seulement importés via le phloéme. C’est pour cette raison que
le xyléme devrait étre sensible aux changements hydriques de la plante. L’eau est
nécessaire pour permettre la transpiration, ’absorption de C'O,, la photosynthése
et la croissance des plantes. Les fruits sont donc en concurrence pour 'eau avec
le reste de la plante. La mesure des contributions du phloéme et du xyléme au
transport de I'eau est menée sur une tomate, pendant huit semaines de croissance.
D’apres la littérature [32][33], 90 % de l'eau entrant dans le fruit se fait par le
biais du phloéme, et le xyléme ne contribue que de 10 % et devient dysfonctionnel
a stade précoce. Les auteurs expliquent, que cette faible contribution du xyléme
au transport est die a la présence d’'une forme de restriction dans la connexion
(articulation) entre la plante et le fruit. Toutefois, les résultats rapportés par
Windt C. W. et al, ne corroborent pas ces conclusions. En effet, ils ont trouvé que
le transport dans le xyléme est resté fonctionnel pendant les huits semaines de
croissance de la tomate. Ainsi, 75 % du transport se produit via le xyléme et 25 %
est assuré par la région périmédullaire qui contient a la fois le xyléme et le phloéme.
Ces auteurs ont conclu donc que la plus grande quantité d’eau qui arrive dans le
fruit est importée par le xyléme [34].

Il est bien connu que le comportement de la relaxation de I'eau dans les maté-
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riaux végétaux poreux est influencé par le diamétre des pores [35]. Windt C. W., a
étudié a I'aide de la séquence d’imagerie (PFG-SE-TSE), comment le comportement
de relaxation 75 de la séve xylémique (plante entiére) est affecté par le diamétre des
vaisseaux du xyléme. Il a montré que le 75 des flux d’eau diminue avec la taille des
pores. Il a également mis en évidence une corrélation entre le 75 et la vitesse des
flux dans ces vaisseaux de transport. Cette étude a été réalisée au niveau de la tige
de deux type de tomate, I'une est cultivée dans un milieu humide, et I’autre dans un
milieu sec. Le Ty passe de la valeur de 541 ms pour celle en milieu humide (sur sol
mouillé) & 384 ms en milieu sec. Ainsi, il a conclu que plus le diamétre des pores des
vaisseaux est faible, plus le temps de relaxation T, diminue. A partir de la méme sé-
quence d’imagerie (PFG-SE-TSE), il a pu déterminer la distribution des rayons des
pores de ces vaisseaux. Toujours sur la tige de la tomate, cette distribution s’étend
de 20 pm jusqu’a 100 pm. La vitesse des flux d’eau mesurée dans la tige s’étale
sur 0.4—3.8 mm/s [36]. Une étude comparable a été réalisée par Van As H. et al |37].

Edzes H. T. et al ont déterminé, au moyen de la séquence d’imagerie Multi-spin
écho, des images paramétriques Ty et M, (densité de proton). L’étude a été
menée sur une tomate cerise. Le nombre d’écho utilisés dans cette séquence est
choisi afin de couvrir toute la gamme des T (5 & 2000 ms). A partir de ces
images paramétriques, les auteurs ont pu relier les paramétres naturels des tissus
a des informations physiologiques telles que, I’échange des molécules d’eau entre
les différents compartiments subcellulaires. Ensuite, ils ont caractérisé l'effet de
I'intensité du champ magnétique statique, la résolution spatiale et le temps d’écho
sur les valeurs calculées du T5. Ils ont mis en exergue que la combinaison, dune
intensité du champ magnétique relativement basse, un temps d’écho court et
une résolution spatiale moyenne induit un excellent contraste entre les différentes
structures tissulaires [38].

Ishida N. et al ont étudié I'influence des temps de répétition et le temps d’écho
sur le contraste des images pondérées T des tissus de la tomate, au moyen de la
séquence d’écho de spin. Ils ont ensuite relié les intensités des signaux pondérées
T, et Ty a la mobilité des molécules d’eau dans les différents tissus. A cet égard,
ils ont montré que la mobilité de 'eau associée aux cellules est le facteur clé qui
régule le métabolisme cellulaire, la croissance et que tout les événements cellulaires
se rapportent a 1’état physique de I'eau. En concluant, ces auteurs ont mis en avant,
que l'intensité du signal des images et la variation des temps de relaxation T et 75
sont étroitement lices a I’état physiologique des tissus [39)].

Chez les plantes, le transport de ’eau et 'accumulation de la matiére séche dans
les différents organes et tissus sont déterminant pour leurs croissance et composition
finale. Les flux d’eau et de carbone montrent des fluctuations importantes a des
courtes échelles de temps au cours du cycle diurne et a une échelle de temps plus
longue au cours des cycles de production, en fonction de 'environnement de la
plante [40]. Les méthodes actuelles d’évaluation de ces flux sont soit destructives
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ou limitées a certains organes. Dans les fruits qui sont composés de divers tissus
ayant de fortes hétérogénéités de structure et de composition, la mesure des flux
hydriques et la cartographie de 1'eau et d’autres constituants du transport n’est
pas simple, bien que trés importante pour comprendre la croissance des fruits et
la qualité finale en réponse a des stimuli internes ou externes. Le développement
de méthodes a haute résolution temporelle et spatiale qui permettraient de suivre
ces informations n vivo au niveau des tissus voire a des échelles cellulaires, leurs
quantification et leurs localisation dans le fruit constituent donc un véritable enjeu
pour comprendre leur fonctionnement. Trés peu de travaux ont été consacrés a
I’é¢tude du transport et la distribution de '’eau dans les produits agronomiques.
Une des raisons a cela est que les tissus vasculaires sont extrémement sensibles a
I’expérimentation invasive. Ce transport repose sur des gradients de pression qui
sont tres facilement perturbés par la coupe ou la perforation [36]. Presque toutes
les études d’imagerie RMN des flux d’eau ont été réalisées sur la tige principale
des plantes. Cette derniére conduit de grands flux et elle est robuste et stable.
Mais la mesure des flux vers le fruit est plus difficile car les flux sont faibles et les
tiges des fruits sont courtes, minces et fragiles. Afin de contourner ces limitations,
des méthodes non-invasives comme l'imagerie RMN combinée avec des agents
de contraste fonctionnels et efficaces en terme de relaxivité, sont indispensables.
Au-deld de son caractére totalement non-invasif et non-destructif, cette technique
fournit aussi une information spatiale sur la dynamique du transport moléculaire

C’est dans ce contexte que ce travail de thése a émergé. Dans le but de surmonter
la difficulté de mesurer des faibles flux d’eau qui arrivent dans le fruit de maniére
entiérement non-invasive, nous avons combiné cette modalité d’imagerie avec des
agents de contraste fonctionnalisés. Ces derniers, nous ont servi de marqueurs de
la mobilité des flux d’eau dans le fruit. Les agents de contraste utilisés dans cette
étude, sont des nanoparticules de polymére de coordination a base du Gd** avec
un diamétre de 3.4 nm et des nanoparticules d’oxyde de fer super-paramagnétiques
de diametre 6 et 18 nm. Les deux types de nanoparticules sont formées d'une entité
minérale, et d’un motif organique de type osidique. Ces agents ont été sélectionnés
d’une part, pour leur forte relaxivité et d’autre part, pour leur bio-compatibilité
avec le milieu physiologique de notre étude. Le suivi de ces agents de contraste
dans la plante de la tomate in vivo, nous a conduit & quantifier la quantité d’eau
absorbée par le fruit et sa localisation en fonction des tissus. A cet égard, nous
avons choisi d’exploiter l'effet T} (rehaussement du signal) des agents de contraste
avec des séquences d’écho de gradient rapides (séquence d’imagerie FLASH) afin
de pouvoir réaliser des acquisitions dynamiques. Dans le but de maximiser cet
effet 71, nous avons travaillé sur une séquence FLASH fortement pondérée Tj.
Cette séquence d’imagerie rapide, a été implémentée, validée et optimisée sur un
spectrométre de 4.7 Tesla (Tecmag, Apollo) & la fréquence de résonance de 200
M H z. La validation de la séquence a été conduite sur fantome formé d’une batterie
de tubes avec différentes concentration en agent de contraste. Les concentrations
ont été choisies, de facon a couvrir toute la gamme des temps de relaxation
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T7 du fruit modeéle. Les temps de relaxation 7 mesurés sur cette batterie de
tubes par spectroscopie RMN sont considérés comme référence. Ces 77, nous ont
ensuite permis de valider les T calculés par imagerie au moyen de la séquence
FLASH. L’optimisation de cette séquence d’imagerie, a pour but d’augmenter le
contraste entre les différentes structures tissulaires, sans pour autant perdre en
resolution spatiale et la qualité du rapport signal-sur-bruit (SB). Le choix de
cette séquence d’imagerie a été fortement motivé par des temps d’acquisition des
images rapides, ce qui permet d’améliorer la résolution temporelle. Ses principales
caractéristiques sont, 1'utilisation des angles de la bascule de 'aimantation inférieur
a 90°. Cette réduction de I'angle de bascule entraine une diminution substantielle
du temps de répétition de la séquence du fait de l'existence d’une aimantation
longitudinale résiduelle. Cette réduction du temps de répétition permet a ’aiman-
tation de récupérer rapidement sa valeur a l’équilibre. Par ailleurs, le rephasage
des spins pour 'acquisition de I’écho de gradient est assuré non pas par un pulse
de 180°, mais par un gradient bipolaire appliqué suivant ’axe de la lecture du signal.
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Comme il a été montré au premier chapitre, I'imagerie RMN offre plusieurs
possibilités d’optimisation du contraste dans les images. Elle permet d’accéder a une
différenciation optimale entre les différentes structures tissulaires de 1’échantillon
soumis a 1’étude. Cette opération d’optimisation est réalisée par un choix judicieux
des parameétres extrinséques et de la technique d’acquisition des images. Nous
avons également mis en avant le fait que la RMN, souffre intrinsequement de
manque de sensibilité pour les raisons énumérées dans le premier paragraphe du
chapitre précédent. Un faible contraste est dii aussi au fait que les différents tissus
présentent des 17, 15 et M, trés comparables ce qui rend leurs discrimination trés
difficile. Ceci nous améne & dire que trés souvent, une simple optimisation des
paramétres de la séquence d’imagerie peut s’avérer insuffisante pour fournir des
images pertinentes afin de mener a bien les analyses qualitatives et quantitatives.
Dans le but de remédier a ce faible contraste, 'emploi d’agents de contraste efficace
en terme de relaxivité, se réveéle étre un moyen efficace pour conduire & une meilleure
différenciation entres les différentes structures tissulaires présentant un contraste
naturel (sans agent de contraste) faible.
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On distingue deux types d’agents de contraste selon leurs propriétés physico-
chimiques et leur mode d’action [6]. Les agents de contraste dits positif, dont Ueffet
principal se manifeste par une diminution de temps de relaxation magnétique
nucléaire longitudinal (7)) des protons. Ce sont principalement des complexes
paramagnétiques de petites tailles, de 'ordre de 4 nm, ayant un ion métallique avec
des électrons non appariés, le plus utilisé étant le gadolinium (Gd*"). L’autre type
d’agents de contraste, sont les agents dits négatifs ou 'effet principal se traduit par
une diminution de temps de relaxation magnétique nucléaire transversal (73) des
protons. Ils sont formés de nanoparticules d’oxyde de fer super-paramagnétiques
dont le diameétre peut varier entre 5 et 200 nm. Dotées d'un fort moment magné-
tique, ce dernier crée localement une grande hétérogénéité du champ magnétique
dans la région ou diffusent les molécules d’eau. Cette hétérogénéité magnétique
induit une accélération du déphasage des spins nucléaires des protons, qui se
manifeste par une perte du signal RMN par effet 7, ou 77;. Selon la taille de ces
nanoparticules, on distingue les SPIO (Super Paramagnetic Iron Oxide) ayant
un diamétre supérieur a 50 nm et les USPIO (Ultra-small Super Paramagnetic
Iron Oxide) pour celles présentant un diamétre inférieur a 50 mm. Parmi ces
agents de contraste commercialisés, on peut citer : Endorem®(Guerbet, France),

Feridex®(Berlex, USA) et Resovist®(Schering AG, Allemagne).

Compte tenu de ce qui a été rapporté au chapitre précédent, l'intensité du
signal RMN est modulé par de nombreux paramétres tel que le T3 et le T5. L’agent
de contraste interagit avec les protons de l'eau dans les tissus en question, ce
qui permet de modifier les propriétés intrinseques (77, T et My) de ces tissus et
donc de créer un contraste avec la zone sans agents de contraste. Dans ces tissus
biologiques, les noyaux d’hydrogénes se présentent sous trois formes distinctes : les
protons de 'eau libre, les protons des macromolécules (protéines, glucides, lipides
...) et les protons de I'eau liée chimiquement ou adsorbée par les macromolécules.
Notons toutefois, qu’au sein de ces tissus, les agents de contraste ne sont pas
directement visualisés sur les images. C’est leur effet de raccourcissement des temps
de relaxation magnétiques des protons qui est détecté. De nombreuses études ont
montré que I’évolution temporelle de la concentration en produit de contraste est
étroitement liée a la nature du tissu et permet, entre autre, de nous informer sur
ses caractéristiques morphologiques et physiologiques [41][42].

Par ailleurs, le développement de nouveaux agents de contraste offre des défis
intéressants pour des chercheurs de divers horizons, aussi bien en science physique,
chimique et biologique. Ces challenges comprennent la conception et la synthese de
substances paramagnétiques et super-paramagnétiques, stables en solution aqueuse,
non toxiques et bio-compatibles. En outre, une compréhension quantitative de leur
incidence sur le comportement de la relaxation nucléaire en solution et dans les
tissus vivant s’avére indispensable afin de maximiser la relaxivité in wvivo.

Dans ce chapitre nous discuterons dans un premier temps, l'origine de la modifi-
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cation naturelle (sans intervention des agents de contraste) des temps de relaxation.
Cette étape s’avere primordiale pour comprendre le phénomeéne et la genése, d’un
point de vu physique, des parameétres de relaxation RMN. Dans un second temps,
nous montrerons comment les agents de contraste agissent afin de modifier locale-
ment ces paramétres. Dans la section expérimentale nous aborderons les différentes
techniques spectroscopiques que nous avons implémenté sur le spectrométre, dédiées
a la mesure des 77 et T, des agents de contraste synthétisés. Les résultats expéri-
mentaux des relaxivités de I’ensemble des agents de contraste sont présentés.

2.1 Contraste naturel des tissus

2.1.1 Origine de la relaxation 77 et 75

Dans cette section nous allons tenter d’expliquer les variations naturelles de T} et
de T5. Pour appréhender le formalisme qui régit la relaxation naturelle des protons
des molécules d’eau, nous nous focaliserons sur les mécanismes d’interactions
dipolaires entre moments magnétiques nucléaires identiques (spins des protons
des molécules d’eau). En milieu liquide, les propriétés de magnétisme nucléaire
sont le siege d’importants changements. Ces derniers sont dus a l'existence dans
ces échantillons de mouvements moléculaires rapides de grandes amplitudes et
de nature aléatoire [30|[31]. Parmi ces mouvements on peut citer principalement,
les mouvements rotationnels et translasionnels des molécules individuelles. Une
fagon d’expliquer 'origine de cette relaxation, est de considérer que chaque spins
"ressent" un champ magnétique fluctuant généré par un voisin qui induit des
transitions parmi ses niveaux d’énergie [18].

Souvent les mouvements aléatoires (rotationnels et translasionnels), sont décrits
par une fonction qu’on appelle fonction de corrélation qui est exprimée par, e~ |71/
ol la constante 7., est le temps de corrélation, qui est une caractéristique du milieu.
La Transformée de Fourier d'une telle fonction s’écrit alors [15] :

27T,

I =T

(2.1)

J(w) est la fonction de densité spectrale qui exprime la probabilité par unité
de temps pour qu'un mouvement aléatoire 7, présente une pulsation w. A partir
de cette relation et pour une fréquence donnée w, la fonction J(w) présente un
maximum pour 7, = % Ce résultat traduit le fait que la probabilité de transition
de relaxation induite est maximum lorsque le temps de corrélation 7. est de 'ordre
de %, c’est-a-dire de la période de Larmor.

Parmi les interactions responsables de la relaxation 7j, on peut distinguer
celles qui sont d’origines intra-moléculaires, entre spins d’une méme molécule,
et celles d’origines intermoléculaires qui se produisent entre spins de molécules
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différentes. Pour les interactions intramoléculaires, le couplage dipolaire provient
essentiellement de la rotation de la molécule [30][31]. En revanche, dans le cas des
interactions intermoléculaires, interviennent les deux mouvements de rotation et de
translation [30]|31]. Ainsi, compte tenu de la forme de la fonction de corrélation
écrite précédemment. Les mécanismes de relaxation, exprimés en terme de taux
de relaxation longitudinal et transversal dus a ces mouvements aléatoires pour un
systéme de protons (spins I identiques) ol les sommes sont prises sur les i voisins,
sont décrits par [17] :

13 (1) (2)

7 =W+ ) :<JZ_ (wy) + J (2w1)) (2.2)
1 3 15 3
o YRI(I+1)) (g‘]i(lj)<2w1) + Z‘]z’(kl)(wl) + gji(zg)(o)) (2.3)

Avec, J™ représente la densité spectrale d’ordre n des mouvements moléculaires
associés aux protons et wy leur fréquence de Larmor. Dans la section suivante, nous
allons mettre en avant les mécanismes d’action des deux types d’agents de contraste
et montrer comment ils modifient localement ces temps de relaxation.

2.2 Mode d’action des agents de contraste T}

La premiére théorie qui a formalisé les mécanismes de relaxation induit par des
substances paramagnétiques dissoutes dans un solvant aqueux est développée par
Solomon-Bloembergen [43]. Ces mécanismes sont expliqués en terme d’interaction
d’origine dipolaire entre le moment magnétique électronique du cation métallique
(lanthanides et métaux de transition) et le moment magnétique nucléaire des
protons des molécules d’eau. Pour une meilleure compréhension théorique des
propriétés de relaxation RMN des noyaux en présence de spin d’électrons non
appariés, une théorie trés détaillée est disponible dans les références [44][45]]46].

Les agents paramagnétiques induisent une exaltation des taux de relaxation
longitudinal (Til) et transversal (TLQ) des protons des molécules d’eau avoisinantes.
Les contributions diamagnétiques (sans agents de contraste) et paramagnétiques
aux taux de relaxation sont additives, selon [47] :

(7).~ (). (7). a4

(Til)obs représente le taux de relaxation en présence d’agents paramagnétiques,
(T%)dia est le taux de relaxation diamagnétique du solvant (en absence d’agents pa-
ramagnétiques) et (%)pam représente la contribution paramagnétique additionnelle.
Cette composante paramagnétique contribue par 'amplitude et les fluctuations du
champ magnétique local crée par l'ion paramagnétique qui modifie la relaxation
des protons avoisinants. L’influence de ce champ local diminue rapidement avec
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la distance métal-proton. En effet, les mouvements translationnels relatifs, les
mouvements de rotation du complexe paramagnétique et les interactions chimiques
qui attirent les molécules d’eau preés de l'ion métallique jouent un role clé dans
la transmission de l'effet paramagnétique. De plus, chaque type d’interactions
chimiques peut ou pas donner une relaxation efficace, car elles sont controlées a la
fois par la distance métal-proton et par le temps de résidence de la molécule d’eau
a proximité de l'ion métallique. La relaxivité de 'agent paramagnétique est alors
donnée par [43] :

(%)Wu:<%)m+(%>% (25)

Avec les (Til)sZ et (Til)se sont respectivement les contributions de la sphére in-
terne et la sphére externe a la relaxivité. La section suivante souligne les différentes
approches quantitatives pour comprendre les mécanismes de relaxivité des spheres

interne et externe.

2.2.1 Meécanisme de la sphére interne

Nous allons expliquer ce mécanisme de relaxation on se basant sur ’équation de
Solomon-Bloembergen. Dans cette théorie la contribution de la spheére interne a la
relaxivité longitudinale résulte d’un échange chimique de molécules d’eau entre la
premiére sphére de coordination du centre paramagnétique (sphére d’hydratation)
et le solvant, il vient [43][48] :

1 Jm4q
il —_Jmd 2.6
(Tl > st Tlm + T ( )

(1):@Xm%m%wﬂﬁ

il 2.7
T, T (71 + 15,002 4+ Aw?, (2.7)

fm est la fraction molaire de l'ion métallique, ¢ représente le nombre de
molécules d’eau liées par ion métallique, T}, et Ts,, sont respectivement les temps
de relaxation longitudinal et transversal de 1’eau liée, 7,, est le temps de résidence
de P'eau liée dans la premiére sphére de coordination et Aw? est la différence du
déplacement chimique entre ’eau liée et 1'eau libre. Les T}, et T5,, sont donnés par
les équations de Solomon-Bloembergen selon [43][48] :

)@ (), e e

272g2S(S + 1) 2 2
(i) _ 2719 (S + )Nﬁ » (@) x( TTeo n 3Te1 ) (2.9)
DD

1576 s 1+ w?rd  1+with
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2
(l) ::§g§ii2x<é> x(—;ELT) (2.10)
T1 sC 3 h 14 ngeQ

1 202S(S + 1) p? 2 137, 37,
(—) _ N9 ( )Mﬂ X <@> X ( Te2 5 + T; 5 +4Tcl) (2.11)
T ) np 15r6 A 1+w?rs  1+with

S

1 S(S+1) (AN Tey
- -\ 7 - . — 2.12
<T2)SC 3 <h> x (1+w§r§2 + T (2.12)

g est le facteur de Landé pour I'électron libre (g = 2 pour le Gd™), pg correspond a

la perméabilité magnétique du vide, S spin électronique total de I'ion métallique, 13
est le magnéton de Bohr, r est la distance métal-proton, wy et wy sont respectivement
les fréquences de Larmor électronique et nucléaire (proton). % constante qui tient
compte du couplage électron-noyau. Cette relation exprime la contribution d’une
interaction dipolaire (a travers l’espace, notée DD) et d’une interaction scalaire
ou de contact (a travers les liaisons de coordination ou les liaisons chimiques,
notée SC). Ces deux composantes sont modulées respectivement, par les temps de

corrélation 7. et 7., donnés par :

1 1
— + — 1=1,2 2.13
Tei TR ﬂe Tm ( )
1 1 1
—=—+4+ — 1=1,2 2.14
Tei T‘z Tm ( )
Ti. et Th, sont respectivement les temps de relaxation longitudinal et transversal
du spin électronique de I'ion métallique et 75 représente le temps de corrélation de

rotation de I’agent paramagnétique.

2.2.2 Meécanisme de la sphére externe

La contribution de la spheére externe a la relaxivité a reque moins d’attention
que celle de la sphere interne pour appréhender le mode d’action des agents
de contraste paramagnétiques. La plupart des études ont porté sur des agents
paramagnétiques en solution aqueuse (g élevé) ou chélatés par de macromolécules
(Tr long), ot la composante de la sphére interne est plus prédominante. Néanmoins,
il a été constaté, que lors de la conception d’agents de contraste pour l'imagerie
RMN;, T'utilisation de ligands polydentés pour assurer leurs stabilité in vivo réduit
le nombre de molécules d’eau liées a la premiére sphére de coordination. La
contribution de la sphére externe pour les complexes de faible poids moléculaire
devient trés importante. Contrairement & la composante sphére interne qui est
fondamentalement régit par des échanges chimiques entre deux sites (ion métallique
et proton). Le mode d’action de la sphére externe est un probléme plus complexe.
Elle intervient par des aspects relatifs a la dynamique de solvatation du complexe
[49]. La théorie de la sphére externe est traitée dans le cas limite ot il n’existe pas
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d’interactions chimiques ou électrostatiques entre les protons et 'ion métallique [49].

La forme la plus générale de cette théorie tient compte des effets des fluctuations
dues a la relaxation électronique (pour le cation) ainsi qu’a celle due a la diffusion
translationnelle relative des deux espéces (métal et proton) [47][50]. Le formalisme
mathématique décrivant cette interaction présente des similitudes avec celui décrit
par Solomon-Bloembergen écrit précédemment, il vient :

X (7J(ws,7D,T16) +3J(w1,TD,T1€)) (215)

1Y\ _ aNafES(S + )R
Tl se N dgTD

N, est le nombre d’ion métallique par em?, d est la distance de rapprochement
de la molécule d’eau de I'ion métallique et 7p est le temps de corrélation de diffusion
par translation. J(ws, 7p, T1e) et J(wr, 7p, T1e) sont les densités spectrales. Plus de
détailles sur la forme de ces densités spectrales sont disponibles dans la référence [50].

Il en ressort de ce qui a été rapporté dans cette section, que la relaxivité sphere

L, le
Tm

interne dépend de nombreux paramétres (taux d’échange de proton k. =
temps de corrélation rotationel 7, les temps de relaxation électronique Tj., la dis-
tance métal-proton r et le nombre de molécules d’eau dans la premiére sphére de
coordination ¢). Pour maximiser la relaxivité, le controle et I'optimisation de ces

parameétres sont des étapes cruciales.

2.3 Mode d’action des agents de contraste 75

De nombreux travaux de recherches ont été consacrés a I’étude des propriétés re-
laxométriques des nanoparticules super-paramagnétiques [51][52]. Toutes ces études
ont pour but principal, la quantification des différents parameétres qui influencent
la relaxivité de ce type d’agents de contraste. Comme nous ’avons souligné précé-
demment, les SPIO (Super Paramagnetic Iron Oxide) et les USPIO (Ultra-small
Super Paramagnetic Iron Oxide) ont une relaxation 7o plus prépondérante que
celle qui est due a l'effet ;. Trés souvent se sont des suspensions de nanoparticules
super-paramagnétiques d’oxyde de fer fonctionnalisées avec divers groupements
chimiques. Dotées d’un fort moment magnétique et en présence du champ magné-
tique statique By, ces nanoparticules créent autour d’elles un gradient de champ
magnétique, noté dB,. Pour une nanoparticule sphérique repérée a l'origine des
coordonnées sphériques, cette perturbation 0B, a la position (r,0), s’écrit selon [53] :

SB.(r,0) — %BoAx(E)S(BCOSZH ) (2.16)
T

Avec R est le rayon de la particule et Ay est la différence de susceptibilité
magnétique entre la nanoparticule et le milieu. A partir de cette relation, nous
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remarquons que ce gradient de champ est directement proportionnel a la taille (R)
et aux propriétés magnétiques de la nanoparticule (Ay). Lorsque les molécules
d’eau diffusent a travers cette région ot régne le § B,, les protons de ces molécules se
déphasent et par conséquent le signal RMN décroit par effet 75 ou 7. Néanmoins,
ce champ magnétique local généré par le moment magnétique de la nanoparticule
chute rapidement avec la distance en ().

2.4 Section expérimentale

2.4.1 Nanoparticules de Gd**[Fe(CN)g]*~ /Mannitol

Dans cette section, nous présentons briévement le principe de la synthese et de la
caractérisation des nanoparticules de Gd*T[Fe(CN)g]>~ /Mannitol utilisées comme
agent de contraste. Ajouter a une solution aqueuse de K3Fe(C'N)g (3,9 x 1072
M, 65 mg, 5 mL) contenant 5 X 107> mol de D-Mannitol, une solution aqueuse
de Gd(NO3)3,6H,0 (4 x 1072 M, 91 mg, 5 mL) contenant 5 x 10~° mol de D-
Mannitol. Aprés 18 h de réaction, filtrer la solution avec un filtre seringue de 0, 45
pm. Précipiter les nanoparticules a I'acétone puis centrifuger pendant 10 min a
20000 rpm. Faire deux lavages H,O /acétone. Sécher le solide sous vide, m = 77 myg.
Nous rappellerons que les synthéses de tous les agents de contraste utilisés dans le
cadre de cette thése, ont été réalisées par les chimistes de I'Institut Charles Gerhardt
de Montpellier.
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FIGURE 2.1: Image TEM et la distribution de taille des nanoparticules.

La structure chimique du Mannitol et le diffractogramme de ces nanoparticules
sont disponibles dans I'annexe B.
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2.4.2 Mesure des relaxivités r; et ro

L’efficacité d'un agent de contraste se mesure par la valeur de ses relaxivités.
En effet, plus les valeurs de relaxivité sont importantes plus l'agent de contraste
est efficace et il entrainera un raccourcissement significatif des T} et T des protons
avoisinants. Les relaxivités longitudinale (r;) et transversale (ry) sont données par
la pente de la droite des taux de relaxation (R;2) en fonction de la concentration
en agent de contraste C| selon :

Rip=R,+r2xC (2.17)

Avec,

1
= | = 2.1
fz (Tl,z ) obs (218)
RY (

1
. 2.19
T172>dia ( )

( 1
Tlv para

2
o= T (220)

Ry sont les taux de relaxation (s™!) respectivement longitudinal et transversal

en présence de agent de contraste, R, (s~') sont les taux de relaxation en absence
de l'agent de contraste, C' (mM) est la concentration de I’agent de contraste et r 2

sont respectivement les relaxivités longitudinale et transversale (mM~!' s71).

2.4.2.1 Mesure du T}

Les temps de relaxation T} ont été systématiquement mesurés au moyen de la
séquence nversion-récupération que nous avons implémentée sur un spectromeétre
(tecmag, apollo) de 4.7 Tesla opérant a la fréquence de résonance des protons de
200 M Hz. Le principe de la mesure du 7} par cette séquence, consiste a basculer
l'aimantation M, dans un état hors équilibre, puis durant un certain délai 7 (table
de délais), une séquence de lecture est appliquée afin de mesurer la valeur de
I’aimantation pour les différents délais. La Fig. 2.2 illustre le chronogramme de la
séquence 1nversion-récupération.

Avant D'application de I'impulsion RF d’inversion § = 180°, le vecteur magnéti-
sation est & sa position d’équilibre le long de 'axe z, tel que M = (0,0, My). (A)
inversion de I'aimantation a 1’équilibre M, suite a 'application du pulse d’inversion.
Apreés cette inversion, les composantes transversale et longitudinale de 'aiman-
tation sont données respectivement, par M, , = Mysinb,,, et M, = My cos 8.

us

(B) lecture du signal & l'instant 7 aprés une impulsion de radiofréquence § = 7.
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FIGURE 2.2: Chronogramme de la séquence inversion-récupération.

L’enregistrement de la valeur de l'aimantation pour des 7 strictement inférieurs
a log(2) x T, donne des valeurs négatives. Pour une valeur particuliére du temps
d’inversion T = log(2) x T laimantation est nulle. Des valeurs positives de
l'aimantation sont enregistrées pour des 7 strictement supérieures a log(2) x 73.
L’évolution de l'aimantation M (7) pour différentes valeurs de 7, est une courbe
croissante de — My a +M,, selon :

M,(7) = My x (1 — (1 —cosf,) x e /™) (2.21)

My et Ty étant les parameétres d’ajustement. La liste des délais 7 est choisie de
fagon a ce que I'aimantation M (7;,,) retrouve systématiquement sa valeur maximale
+ M, (aimantation & 1’équilibre thermique). Pour s’assurer que "aimantation soit a
I’équilibre aprés chaque répétition de la séquence, un temps de répétition (Tx) de
I’ordre de 5717 est choisi.

2.4.2.2 Mesure du 715

Les temps de relaxation T, ont été mesurés au moyen de la séquence echo de
spin CPMG (Carr-Purcell Meiboom Gill) que nous avons implémentée sur le spec-
trométre. La Fig. 2.3 illustre le chronogramme de la séquence echo de spin.

L’amplitude de 'aimantation décroit dans le plan transverse selon :

M, ,(t) = My x sin 6o x (e "/72) (2.22)

Avec t = nTg, n est le nombre d’écho enregistrés. M, et T étant les paramétres
d’ajustement. Les temps de relaxation T) et T, (Figs. 2.4 et 2.5) des protons
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FIGURE 2.3: Illustration du principe de la mesure du 75 par la séquence d’écho de spin.
Polarisation de I'aimantation suivant ’axe longitudinal (A). Basculement de I’aimantation
dans le plan transverse suite a Iapplication de I'impulsion RF de 90° (B), 'aimantation
présente une amplitude maximale. Une fois la RF arrétée, les spins se déphasent (C).
L’application de 'impulsion RF de 180° aura pour effet de rephaser les spins et 'amplitude
de aimantation transversale atteint son maximum (D) au temps d’écho (délai entre B et
D). En répétant régulierement la RF 180°, on peut générer une série d’écho.

en solution aqueuse colloidale ont été mesurés a différentes concentrations des
nanoparticules magnétiques (Gd*T[Fe(C'N)g]>~/Mannitol). Les valeurs de T}
et de Ty ont été obtenues respectivement par ajustement des Eqs. (2.21) et
(2.22). La procédure d’ajustement a été conduite par 1’Algorithme non linéaire de
Levenberg-Marquardt que nous avons implémenté dans le logiciel MATLAB (The
MathWorks, Natick, MA). L’échelle semi-logarithmique est utile pour détecter un
éventuel comportement multi-exponentiel (agrégation des nanoparticules) de la
relaxation.

Les résultats des temps de relaxation 717 et T, mesurés, sont énumérés sur les
Figs. 2.4 et 2.5. D’aprés ces valeurs, on observe systématiquement une diminution
des T et T; lorsque la concentration des nanoparticules magnétiques en solution
aqueuse augmente. Cette corrélation est observée pour toute la gamme de concen-
trations. Ces résultats sont en bon accord avec ceux escomptés, étant donné que
I'ajout d’un matériau magnétique raccourcit les temps de relaxation [54][55]. Cette
corrélation positive entre les taux de relaxation (77 ) et la concentration des
agents de contraste est une caractéristique utile dans des applications en imagerie
RMN dynamiques ou l'effet détecté de ces substances sur le signal est corrélé a
la concentration des agents de contraste dans les tissus vivants [41][42]. De plus,
le comportement mono-exponentiel de la relaxation observé dans ces expériences
montre clairement que les nanoparticules sont bien dispersées.
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FIGURE 2.4: T7 mesurés par la séquence inversion-récupération et évolution de I’aimanta-
tion en log(1— MMO) —log(2) en fonction de temps de récupération de 'aimantation longitu-
dinale pour différentes concentrations des nanoparticules de Gd3*[Fe(CN)g]*~ /Mannitol.
La gamme de concentrations est de : x : 2mM, x : 5mM, O : 7.5 mM, A\ : 10 mM et
+:20mM.

Les paramétres de la séquence inversion-récupération sont : pointlD (nombre
de point pour chaque spectre) = 2048, point2D (nombre de spectre; partie
réelle de la TF) = 20, temps de répétition = 8 s, période d’échantillonnage
= 50 ps, nombre de d’accumulation = 4, durée du pulse 7/2 = 150 us et
atténuation du pulse = 23 db. La table des délais 7 est fixée de telle sorte
que laimantation M, retrouve systématiquement sa valeur & 1’équilibre M,
pour toutes les concentrations des agents de contraste. Le cyclage de phase
a 6té réalise comme suit : 0(x) 2(—z) 2(—=z) 0(x) 1(y) 3(—y) 3(—y) 1(y) pour
le pulse 7w, 0(z) 0(x) 2(—x) 2(—=x) 1(y) 1(y) 3(—y) 3(—y) pour le pulse 7/2 et
0(z) 0(z) 2(—z) 2(—z) 1(y) 1(y) 3(—y) 3(—y) pour la réception du signal.

Les paramétres de la séquence écho de spin sont :acq.pts (nombre de point de
chaque écho) = 64, temps de répétition = 5 s, période d’échantillonnage = 50 us,
nombre de d’accumulation = 8, durée du pulse 7/2 = 132 us et atténuation du
pulse = 20.5 db. Le temps inter-écho = 3.2 ms. Le nombre d’écho est choisi de
telle sorte que l'aimantation M, , décroit complétement pour toutes les concen-
trations des agents de contraste. Le cyclage de phase a été réalisé comme suit :
0(z) pour le pulse 7/2, 1(y)3(—y) pour le pulse 7 et 0(z) pour la réception de I'écho.
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FIGURE 2.5: T5 mesurés par la séquence CPMG et évolution de I'aimantation en log(%)
en fonction de temps de destruction de 'aimantation transversale pour différentes concen-
trations des nanoparticules de Gd**[Fe(CN)g]3~ /Mannitol. La gamme de concentrations
estde: x:2mM, x:5mM,0:7.5mM, A :10mM et +: 20 mM.
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FIGURE 2.6: Représentation des taux de relaxation longitudinal et transversal (s~!) en
fonction de la concentration (mM) des nanoparticules de Gd>*[Fe(CN)g)3~ /Mannitol
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FIGURE 2.7: T} mesurés par la séquence inversion-récupération et évolution de 1’aiman-

MMO) — log(2) en fonction de temps de récupération de l'aimantation

tation en log(1 —
longitudinale pour différentes concentrations du Dotarem®. La gamme de concentrations

estde: x:1mM,x:2mM,O:5mM, N :7.5mM et +:10mM.
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FIGURE 2.8: T5 mesurés par la séquence CPMG et évolution de I'aimantation en log(%)
en fonction de temps de destruction de 'aimantation transversale pour différentes concen-

trations du Dotarem®). La gamme de concentrations est de : x : 1mM, x : 2mM, O : 5mM ,
A :7.5mM et +:10mM.
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FIGURE 2.9: Représentation des taux de relaxation longitudinal et transversal (s7!) en
fonction de la concentration (mM ) du Dotarem®.

A partir des Figs. 2.6 et 2.9, il apparait clairement que la linéarité entre la
gamme de concentration des nanoparticules et les taux de relaxation a été conservée.
Une concentration des nanoparticule trop forte aura certainement pour conséquence
une déviation dans le comportement linéaire [54][55]. Cette perte de linéarité ne
se pose pas pour les faibles concentration des nanoparticules magnétiques. Ainsi, la
conservation de cette linéarité est trés importante si I’on souhaite relier les variations
des temps de relaxation a la concentration des agents de contraste dans les tissus
biologiques, comme on pourra le voir au chapitre 4.
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Les valeurs mesurées des relaxivités longitudinale et transversale des divers
agents de contraste sont reportées dans le tableau suivant :

TABLE 2.1: Relaxivités longitudinale et transversale mesurées pour les différents
agents de contraste

agents de contraste ry (sTExmMY) | vy (s7Ex mMTY) | taille(nm)
Dotarem® 3.50 5.40 /
Gd3* [Fe(CN)e* PEG 6.50 9.55 7.85
Gd** [Co(CN)eJ* PEG 4.82 5.52 2.50
Gd* [Fe(ON)g]> PEGN 10.82 11.21 4.20
Ni2H[Fe(CN)sJ*” PEGN 0.13 4.98 5.95
T+ [Fe(CN)g*~ PEGN 0.08 0.73 3.55
Gd* [Cr(CN)gJ* PEG 6.61 9.67 3.50
TW+[Fe(CN)s* PEG 0.11 2.45 2.80
Gd** [Fe(CN)g]* NAD 9.90 13.21 3.18
Th**[Fe(CN)s]*” PEGN 0.15 3.60 3.02
Gd**[Cr(CN)g]* PEGN 6.15 9.51 3.10
Fes[Fe(CN)g)*~ PEGN 0.10 1.98 /
Gd¥* [Fe(CN)sJ> MAN 12.18 13.85 3.40
Ni2H[Fe(CN)e* PEG 0.10 1.32 /
CuH[Fe(ON)g* PEG 0.26 1.10 /
Y3 [Fe(CN)oJ* PEG 0.01 0.05 /

Les agents de contraste présentés dans ce tableau différent, d’'un point de vu
chimique, par la combinaison deux a deux des centres paramagnétiques et la nature
des motifs d’enrobage. Tenant compte de ces valeurs de relaxivités, nous remarquons
que le Gd*"[Fe(CN)g]*~ /Mannitol est quatre fois plus efficace que le Dotarem®
(utilisé comme référence). Ce facteur va se révéler (cf. chapitre 4) déterminant pour
visualiser des effets significatifs de rehaussement du signal. En outre, le rapport ro /7
< 2 ce qui signifie que le Gd*"[Fe(C'N)g]*>~/Mannitol est un agent de contraste
positif (T}-relaxant) [6].

2.5 Conclusion

Nous comprenons bien, tenant compte de ce qui a été rapporté dans ce chapitre,
que la conception de nouveaux agents de contraste efficaces pour I'imagerie RMN,
nécessite une bonne compréhension de tous les facteurs et les mécanismes qui
impactent la relaxivité des protons. Les agents de contraste agissent en augmentant
le taux de relaxation des protons de I’eau présents dans les tissus biologiques, grace
a leurs paramagnétismes. La majorité des agents utilisés actuellement sont des
chélates de gadolinium (IIT) stables en solution. Cet ion appartenant a la famille des
Lanthanides posséde le plus grand nombre d’électrons non appariés (7 électrons)
et un temps de relaxation électronique (77.) long. Ces deux caractéristiques font
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du Gd?* Tion le plus paramagnétique parmi les ions stables. La relaxation parama-
gnétique des protons de I'eau est une conséquence des interactions dipolaires entre
le spin nucléaire du proton et les fluctuations du champ magnétique local généré
par les électrons célibataires du centre paramagnétique. Il existe deux contributions
principales & la relaxation paramagnétique qui conduisent a l'exaltation de la
relaxivité des protons. La contribution sphere interne qui est due a des interactions
entre les spins électroniques du centre paramagnétique et les protons de I'eau de la
premiére sphére de coordination et a ’échange chimique entre ces protons et ceux
du solvant. La diffusion relative par translation des molécules d’eau au voisinage de
I'ion métallique constitue la contribution de la sphére externe. A la lumiére de ce
qui a été discuté dans ce chapitre, le développement et la conception de nouveaux
agents de contraste passent inéluctablement par une meilleure compréhension des
facteurs gouvernant les contributions sphére interne et sphere externe. En effet,
une facon d’influencer efficacement les propriétés relaxométriques des agents de
contraste T} consiste a augmenter le nombre de site de coordination des molécules
d’eau dans le premiére sphére de coordination. Cette augmentation ne doit pas
se faire au détriment de la toxicité du chélate. Nous avons constaté également
que l'interaction dipolaire, entre le spin [ des protons de l'eau liée et le spin S
des électrons non appariés du centre paramagnétique séparée par une distance de
contact r, chute en %6 Donc une maniere d’augmenter la relaxivité est de réduire
cette distance. Nous avons relevé aussi que la diminution du temps de corrélation
rotationnel 7z, correspondant & une augmentation du poids moléculaire de ’agent
de contraste, contribue & majorer la relaxivité. Un allongement du temps de
relaxation du spin électronique (107 & 107 s pour les ions Gd(III), Mn(II) et
Fe(III)) contribue aussi a augmenter la relaxivité. Les deux termes sphére interne
et sphere externe contribuent plus au moins a 'augmentation du taux de relaxation
paramagnétique. Notons toutefois, que la notion d’agents de contraste positif ou
négatif est sujette a discussion. En effet, chaque agent qu’il soit paramagnétique
ou super-paramagnétique, peut agir sur le signal RMN par des effets de sphére
interne et/ou sphére externe. Donc on comprend que le nature du contraste n’est
pas exclusivement inhérente a la molécule utilisée mais dépend, de sa concentration
dans le milieu et des paramétres instrumentaux.

Dans cette étude, les nanoparticules de Gd** [Fe(CN)g]3~ /Mannitol ont été uti-
lisées comme agent de contraste Ti-relaxant (effet positif). Elles présentent plusieurs
avantages pour mener des investigations in vivo des propriétés morphologiques et
physiologiques des tissus des produits agronomiques, on peut en citer : (1) elles pré-
sentent une relaxivité r; quatre fois plus importante que celle des agents de contraste
commerciaux (comme le Dotarem®). (2) elles sont solubles dans l'eau et mono-
disperses. (3) elles ont une taille suffisamment petites 3.4 nm qui leur permettent
de circuler dans les vaisseaux de transport des tissus biologiques. (4) elles sont en-
robées par un dérivé de sucre (Mannitol). Ce ligand assure la bio-compatibilité de
ces nanoparticules leurs permettant ainsi d’étre transportées par les flux hydriques
en milieu physiologique.
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Les séquences d’imagerie conventionnelles (écho de spin, inversion-récupération,
saturation-récupération ...) utilisant des angles de bascule de I'aimantation 6 = 90°
sont trés consommatrices en terme de temps d’acquisition des images. Pour ces
séquences un Tx long est nécessaire pour que l'aimantation récupére entiérement
aprés chaque accumulation (acquisition d’une ligne du plan de Fourier) et ainsi
éviter toute saturation du signal. En effet, afin d’acquérir des images avec un
rapport SB acceptable, le temps de répétition de ces séquences devra étre de I'ordre
de 5 T} (T du tissu le plus long). Ce temps d’acquisition long peut se révéler trés
contraignant pour suivre et étudier la dynamique des processus physiologiques
associés aux transport et a la diffusion de ’eau, qui s’opérent chez les végétaux. Une
des alternatives a cela, consiste & utiliser des séquences d’imagerie qui fonctionnent
avec des temps de répétition relativement courts conduisant ainsi & des acquisitions
dynamiques avec une bonne résolution temporelle. La FLASH (Fast Low Angle
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SHot) en est un parfait exemple de ce type de séquence d’imagerie RMN [15][16].

Dans le but d’étudier le transport et la bio-distribution de 'agent de contraste
dans un fruit modele, la séquence doit fournir une résolution temporelle suffisante
pour suivre les modifications de T dans les tissus. Il est important de souligner que
cet accroissement de la résolution temporelle ne doit pas se faire au détriment du
rapport SB et donc sur la qualité des images. Un compromis doit étre systémati-
quement trouvé entre le temps d’acquisition des images, la résolution spatiale et le
rapport SB.

Le principe de ’analyse des acquisitions dynamiques des images, consiste a relier
les variations des intensités du signal de chaque pixel, provoquées par les modifica-
tions du 7} suite a 'arrivée de I'agent de contraste dans les tissus. A partir de cette
variation du 77, nous pourrons ensuite remonter a une localisation spatiale des flux
hydriques dans le fruit. Par ailleurs, un champ By et/ou un champ B; inhomogénes
sont sources d’erreurs pour la quantification du 77 et donc de la concentration de
I’agent de contraste aux seins des tissus. Par conséquent, I’évaluation de ces inh- ou
homogénéités est un élément important & prendre en considération pour disposer
d’une mesure fiable sur la quantification du 7;. Dans ce chapitre, nous tacherons de
mettre en exergue les principales caractéristiques (expression analytique de I'inten-
sité du signal, contraste de la séquence et Angle de Ernst) de la séquence FLASH,
qui a été implémentée dans le cadre de cette étude. Nous présenterons également
les méthodes expérimentales mises en ceuvre pour la quantification des variations
spatiales des champs By et By. Afin d’évaluer I'influence de la pondération 75 sur les
images, nous avons mené a cet effet une étude sur la quantification de la cartographie
T5. La valeur moyenne estimée a partir de cette cartographie nous permettra d’éva-
luer 'ampleur de I'atténuation des images, notamment celles acquises a des angles
de bascule faibles. Une simulation des angles de bascule optimaux sera également
présentée.

3.1 Séquence FLASH

Dans un premier temps nous avons implémenté la séquence FLASH (chrono-
gramme de la Fig. 1.7) sur le spectrométre (Tecmag, Apollo) de 4.7 T (200 M Hz).
Cette séquence n’existait pas dans le spectrométre. L'interface Tecmag utilisée a
cet effet présente l'avantage d’étre un systéme totalement ouvert et doté d’une
grande flexibilité. Par voie de conséquence, 'expérimentateur peut gérer lui-méme
les multiples relations qui permettent de contrdler, en fonction des résolutions
spatiale et temporelle souhaitées, tous les parameétres qui interviennent dans la
séquence choisie. Parmi ces paramétres, on peut citer a titre illustratif : les phases
d’émission des RF et celles de la réception des signaux RMN, les intervalles du
temps et les amplitudes de gradient, la forme et I'intensité des impulsions RF et les
différents intervalles du temps pendant lesquels ces champs sont appliqués. Comme
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nous l’avons mentionné au premier chapitre, les deux principales caractéristiques
de la séquence FLASH sont, l'utilisation d’'un angle de bascule de 'aimantation
inférieur a 90° et I’absence de I'impulsion de rephasage de 180°. Le signal d’écho est
généré uniquement par l'inversion de la polarité du gradient de lecture qui rétablit
la cohérence de phase des spins. La principale incidence de cette diminution de
I’angle de bascule est la réduction de la proportion de ’aimantation basculée dans
le plan transverse. Par conséquent, le retour a I’équilibre (avant le basculement)
s'établit plus rapidement. Cette récupération rapide de l’aimantation basculée
est due a l'existence d’une aimantation résiduelle selon ’axe longitudinal. Cette
premiére caractéristique conduit a un raccourcissement du temps de répétition (7y)
de la séquence et permet ainsi d’atteindre des acquisitions dynamiques. L’absence
de I'impulsion de rephasage de 180° rend cette séquence sensible aux artefacts de
susceptibilité magnétique, car les hétérogénéités du champ constantes YABy ne
sont pas compensées. Ainsi, I'aimantation transversale M,, décroit non pas en 715
(d’origine moléculaire) mais en une constante du temps, notée 7. Ce temps de
relaxation apparent (7T5) est d’autant plus faible (décroissance rapide du signal)
que les inhomogénéités (YABy) du champ B, sont importantes. La relation entre
Ty, T et yYABy est donnée par [16] :

Ty Ty 2

On peut citer, entre autre, deux origines des inhomogénéités du champ magné-

(3.1)

tique statique By :

3.1.1 Imperfections techniques de By

Ces inhomogénéités de By augmentent avec la distance par rapport au centre de
l'aimant (zone d’homogénéité de By) et elles peuvent causer une perte importante
du signal. Par conséquent, lors de I'utilisation de la séquence FLASH, il faut faire en
sorte que I’échantillon & imager ne soit pas trop loin du centre de 'aimant (dans nos
expériences, le repérage du centre de 'aimant est réalisé par 1’étude du profile de
I'échantillon au moyen de la séquence de one pulse). La détermination expérimentale
de la zone d’homogénéités du champ By est détaillé dans la section 3.4.

3.1.2 Effets de la susceptibilité magnétique

La distribution du champ By a l'intérieur de I’échantillon soumis a l'imagerie,
dépend de la position, la taille, la forme et la susceptibilité magnétique (SM) des
différentes structures tissulaires de I’échantillon. Les différences de susceptibilité
magnétique se manifestent a l'interface des tissus. Elles peuvent étre suffisamment
violentes pour entrainer, par une réduction du 73, une perte significative du signal
au voisinage des interfaces. On peut observer cet effet avec des images acquises en
écho de gradient, principalement aux l'interfaces Air-Tissus [56]. Afin de minimiser
ces artéfacts de susceptibilité magnétique, on peut soit réduire le temps d’écho
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(Tg) de la séquence et/ou par la réduction de la taille des voxels (minimisation des
effets de volume partiel). Dans ce chapitre, les effets de la SM sont évalués en terme
de la cartographie 75, obtenue a partir de deux images acquises a deux temps
d’écho différents. En considérant ces caractéristiques, il en découle que 'avantage
majeur de I'implémentation de la séquence FLASH serait donc le gain de temps,
qui servira a augmenter la résolution temporelle et permettre ainsi des acquisitions
dynamiques. Afin d’éviter la formation des échos stimulés, nous avons appliqué des
spoilers (gradients de champs appliqués dans les trois directions de I'espace) pour
détruire 'aimantation transversale résiduelle. En conséquence, seul 'aimantation
longitudinale contribue pour chaque répétition du pulse de sélection.

Les paramétres de la séquence implémentée, via l'interface Tecmag Apollo, dans
le spectromeétre sont donnés comme suit : la durée de 'impulsion RF de sélection
vaut 2 ms, Tg = 110 ms, Ty = 6 ms, acp.point1D (nombre de point de chaque
écho) = 256 (qui correspond aussi au nombre d’échantillons acquis suivant la direc-
tion du gradient de lecture), le temps d’échantillonnage = 50 us, temps de montée
des gradients = 200 us, temps d’application des gradients = 2 ms, le gradient de
phase est incrémenté de 129 (—64 a +64) amplitudes, temps d’application des spoi-
lers = 3 ms, latténuation du pulse 6 varie en fonction de I'angle de bascule que
I’on désire appliquer. Nous avons respectivement des atténuations de 31 db et 46 db
pour des angles de bascule de 60° et 8°. Le cyclage de phase a été réalisé suivant :
0(z) 1(y) 2(—x) 3(—y) pour le pulse d’excitation # et le méme cyclage a été maintenu
pour la réception de 1’écho.

3.2 Analyse de la séquence FLASH

Trés souvent la séquence de train de pulse : 6 — Tr — 0 — Tg ..., est utilisée pour
analyser I'aimantation des séquences d’'imagerie de type d’écho de gradient [16][57].
L’aimantation a 'état d’équilibre (ou équilibre dynamique) est le concept utilisé
pour 'étude des séquences d’écho de gradient. Pour cette classe de séquence, 1'état
d’équilibre est considérée a la fois pour 'aimantation transversale et longitudinale.
Lorsque des angles de bascule # < 90° sont appliqués, l'aimantation transverse
crée (M,,) est largement supérieure & celle perdue suivant ’axe longitudinal. Cette
propriété est exprimée par la relation M,, >> (My — M,). Quantitativement cette
relation peut étre mise en évidence, en rappelant que pour un 6 << lrad, sinf ~ 6

92

est supérieur a 1 —cosf ~ .

Dans cette analyse de I'état d’équilibre de 'aimantation longitudinale, nous
supposons que 'aimantation transverse résiduelle est complétement détruite (avec
des gradients de champ ou des RF avec des phases aléatoire) avant chaque pulse

d’excitation. En se référant a la Fig. 3.1, si 'aimantation longitudinale au point A
vaut M, 4, alors aprés le pulse d’excitation 6, on a [16] :
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RF

AL\l A ALl A ALl A
VARV E’VVV VARV ARG

FIGURE 3.1: Train de pulse pour I'analyse de la séquence FLASH : aimantation en
régime d’équilibre imposé par des impulsions périodiques () espacées d’'un délai Tg.

M, p =M, X cosb (3.2)

Dans l'intervalle du temps de répétition, entre les points B et C, 'aimantation
longitudinale est soumise a la relaxation 77 en accord avec les équations de Bloch,

ainsi :

—-T

M, c =M, X 6< ) + My X (1 - 6<TT1R)> (3.3)

Lorsque 'état d’équilibre de 'aimantation longitudinale est atteint, il se traduit
par I’égalité suivante :

Mz,A = MZ,C (34)
Par substitution dans les Egs. (3.2), (3.3) et (3.4), il vient :

M 1= ()
R e = (3.5)
Mo 1 — cos 96<T71>

Avec, M?, est une mesure adimentionnelle de I’état d’équilibre de I’aimantation.

L’indice ss, traduit le terme anglais steady state. Comme nous l’avons déja mis en
avant, le signal (I’écho de gradient) est produit par un gradient bipolaire et atteint

~Te/T3)  Ainsi, a partir

son maximum au temps d’écho, et est donné par M, 4 sin fe!
de I'Eq. (3.5), 'intensité du signal de la séquence d’écho de gradient qui émane de
chaque voxel dépend des paramétres extrinséques (Tg, T et 0) et intrinseques (77,

T5 et My), selon :

.
<1 - ¢ )) ()
S = My x — sinf x e\ "2 (3.6)
11— e<T71) cosf T; factor
Tlﬁzrctor

Le terme sin § de I'Eq. (3.6) traduit la proportion de I’aimantation longitudinale
a I’équilibre basculée dans le plan transverse.

68



Implémentation, validation et optimisation de la séquence FLASH

Afin de comprendre la dépendance et I'influence de ’angle de bascule 6 sur le
signal provenant de chaque voxel, caractérisé par T, Ty et My, nous avons tracé
I’évolution de l'intensité du signal en fonction de 6 pour différentes valeurs de T.
Cette étude est menée sur le fruit de la tomTate cerise. Notons également que nous
avons travaillé avec un Tp = 6 ms = A LN Ce fruit (tomate, Solanum
lycopersicum) nous a été fourni par 'INRA (Institut National de la recherche Agro-

nomique, France).
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FIGURE 3.2: Influence des paramétres d’acquisition T et 6 sur I'intensité du signal
de la séquence FLASH

A partir de ce graphique, nous observons que pour un Tx donné (imposé par
les conditions de la mesure, ie : le type d’information recherchée) il existe un angle
particulier pour lequel 'intensité du signal passe par un maximum. Cet angle qui
maximise 'intensité du signal est appelé Angle de Ernst qui s’écrit :

(3.7)

Nous relevons également, que plus le Ty augmente plus cet angle optimal (6)
se déplace vers les grandes valeurs. Compte tenu de cette évolution du signal, deux
remarques importantes peuvent étre mise en évidence, a savoir :
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— Pour un méme temps d’acquisition des images, la séquence FLASH (6 < 90°)
donne beaucoup plus de signal pour des Tk courts, comparativement aux
séquence conventionnelles qui fonctionnent avec un 6 = 90°.

— Pour des faibles valeurs de # et pour des Tr < T3, le signal de la séquence
FLASH est indépendant du 7T3.

3.3 Application de la séquence FLASH

Nous avons appliqué la séquence FLASH implémentée sur une tomate cerise
commerciale, Fig. 3.3. Les parameétres d’acquisition de l'image sont : T = 110
ms, Te = 6 ms, 6 = 28° (I’Angle de Ernst), la résolution spatiale dans le plan
60 pum x 60 pum, 'épaisseur de coupe 500 pum, la taille des voxels 60 pum x 60
pm x 500 pm, la taille de la matrice 256 x 129 (512 x 512 aprés zero filling)
et le temps d’acquisition de l'image est de 10 mn. L’image présente une grande
résolution spatiale, quand on sait que la taille des cellules du placenta et des
columelles par exemple, est en moyenne de 100 um (celles du péricarpe peuvent
étre supérieures a 200 um) [58]. Tout les constituants anatomiques du fruit de la
tomate sont facilement identifiables. Comme attendu, 'acquisition de l'image &
I’Angle de Ernst nous a permis d’acquérir un rapport SB trés élevé en dépit d’un
temps d’acquisition relativement court. De plus, 'image est dépourvue de toute

Epicarpe
Mésocarpe
Endocarpe

Placenta

Columelle

Loge carpellaire

FIGURE 3.3: Application de la séquence FLASH implémentée sur une tomate cerise et
annotation de ses différents tissus.
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information artéfactuelle. Ainsi, I’ensemble de ces résultats viennent confirmer le
fait que tout les paramétres (paramétres décrits dans le dernier paragraphe de la
section 3.1) de la séquence ont été implémentés avec succés sur Uinterface Tecmag
Apollo. Par ailleurs, nous avons observé (les résultats ne sont pas présentés) que
pour un rapport SB comparable, la séquence FLASH est six fois plus rapide que la
séquence d’écho de spin. Pour examiner le contraste de cette séquence, nous avons
réalisé une simulation a partir de deux tissus de la tomate, le péricarpe (noté tissu
A) et le placenta (noté tissu B). A I'aide des Egs. (1.39) et (3.6), nous avons tracé
I’évolution du contraste en fonction du temps de répétition (Tg) et de l'angle de
bascule de 'aimantation (6). Le temps d’écho a été maintenu & 6 ms et donc le
terme dépendant de 773 tend vers 'unité.

1200
1000

800

TR (ms)

600

400

200

10 20 30 40 50 60 70 80 90
0 (degre)

FIGURE 3.4: Contraste de la séquence FLASH obtenu a partir des tissus du péricarpe et
du placenta. Cette évolution du contraste est tracée en fonction du T et 6 pour un Tg
< Ty. Les parameétres de la simulation sont de MA=90%, TlA = 1200 ms, MP =80 %
et TlB = 800 ms respectivement pour le péricarpe et le placenta. Ces paramétres ont été
déterminés par la séquence saturation-récupération, via des régions d’intérét pour chaque
tissu d'une tomate cerise verte.

A partir de la Fig. 3.4, nous constatons l'existence de deux zones de maximum
de contraste séparées par une région centrale oii le contraste est quasiment nul. Il en
ressort que pour des 6 faibles (inférieurs a 25°) et pour des Tg longs (supérieurs au
Ty le plus élevé des deux tissus), on a une premiére zone de maximum de contraste
qui est associée a des différences de densité de protons entre les deux tissus. Il vient
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également, que pour des Txr de l'ordre de grandeur des T} des deux tissus et au
fur et & mesure que ¢ augmente, on constate une deuxiéme zone de maximum de
contraste qui correspond a la différence des 77 entre les deux tissus. Compte tenu
de cette analyse du contraste, nous convenons bien que pour un Ty fixe (généra-
lement imposé par 'échelle du temps des dynamiques physiologiques a suivre), le
choix de l'angle de bascule de 'aimantation est une étape clé pour une meilleure
discrimination des différentes structures tissulaires. Par voie de conséquence, cette
opération aboutit & une meilleure analyse quantitative et qualitative sur les images.

3.4 Zone d’homogénéité du champ B

Une approche expérimentale portant sur ’étude de ’homogénéité du champ By
(Fig. 3.5) suivant la direction oz, a été conduite sur un tube d’eau de 2 em de
hauteur et de 2 mm de diamétre. L’objectif de cette étude était la détermination
de la zone d’homogénéité du champ By selon 'axe longitudinal. L’idée de base de
cette approche, consistait a suivre la fréquence de résonance de ’eau en fonction
de la position du tube dans 'aimant. Nous avons fait l'acquisition de onze spectres
pour une zone de balayage de 2.5cm. Cette zone est balayée par un incrément de 0.2
cm. La position du tube dans 'aimant a été pilotée par une platine a déplacement
millimétrique (Newport - Universal Motion Controller. Model ESP300).

Working area

TH NMR shift (ppm)

| | | | |
750 755 760 765 770 775
Tube distance (mm)

FIGURE 3.5: Zone d’homogénéité du champ By.

Les spectres ont été acquis au moyen de la séquence one pulse que nous avons
implémenté. Les paramétres de la séquence étaient de : durée du pulse 7/2 = 132 um,
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point1D (nombre de point pour chaque spectre) = 2048, temps d’échantillonnage =
25us et Tr = 3s. Le cyclage de phase a été réalisé comme suit : 0(2)2(—z)1(y)3(—y)
pour le pulse 7/2 et le méme cycle de phase a été maintenu pour la réception du
signal. La barre d’erreur portée sur la Fig. 3.5, a été estimée a partir de la largeur du
spectre. Compte tenu de ce graphique, il en ressort que notre zone de travail (1.5 ¢m)
correspond a une inhomogénéité du champ By de 1 ppm soit 200 Hz. L’éclatement
en fréquence de notre modéle agronomique s’étend sur une gamme de fréquence de
34kHz (pour un G = 10mT/m), soit une variation de 0.6 % de 'intensité du champ
By. A partir de ce résultat, on peut affirmer que nous avons travaillé dans un champ
By homogene.

3.5 Cartographie du champ B;

Toute quantification du 77, exige une évaluation préalable de ’homogénéité du
champ Bj. Elle a été conduite par la méthode DAM (Double Angle Method) sur
un objet test, constitué d’une bouteille (Fig. 3.6(b)) d’eau de 28 mm de diamétre.
Cette méthode présente 'avantage par sa facilité d’implémentation, mais exige des
Tk long pour que 'aimantation récupeére sa valeur a I’équilibre. Elle a été introduite
pour la premiére fois en 1993 par Insko et Bolinger [59]. Elle peut étre implémentée
soit avec une séquence d’écho de gradient ou spin écho. L’angle de bascule effectif est
évalué a partir du rapport d’une image acquise a 6 par une image acquise a 26, tout
les autres paramétres de la séquence sont constants. En effet, pour un T >> T} et
a partir de I'Eq. (3.6), on peut écrire :

Sy = My x sin 8 (3.8)

Sag = My x sin 20 (3.9)

En utilisant la relation trigonométrique, sin 260 = 2sinf cos#, et en combinant
les Eqgs.(3.8) et (3.9), il vient :

0.5 = arccos <§—§Z) (3.10)

En considérant la Fig. 3.6, il apparait que la gamme des angles de bascule
estimés a l'aide de la méthode DAM, sont assez uniformes et correspondent aux
angles de bascule prescrits. Le profile illustré sur la Fig. 3.6, a été calculé a partir
de la moyenne des cercles concentriques pour différent incrément du rayon de la
bouteille d’eau. La valeur moyenne estimée a partir du profile est de 28.8° soit
une variation de 4% par rapport a l'angle prescrit. Cependant, il a été montré
[60]|61] que la précision des méthodes de cartographie du champ B se détériore
pour les faibles angles de bascule. Parmi ces sources d’erreur on peut citer, un
défaut de linéarité de la chaine d’émission du champ B; (les atténuateurs RF
perdent leur linéarité pour les fortes atténuations) et un rapport SB faible pour les
petits angles. En effet, nous avons vérifié ce résultat par une étude comparative
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FIGURE 3.6: Cartographie des angles de bascule. L’angle prescrit utilisé est de § = 30° et
le TR =6 s.

entre les angles de bascule théoriques et ceux effectivement mesurés (Fig. 3.7). Se
basant sur la formule de l'atténuation de la puissance électrique du champ By,
att = attgge + 20 logio(foge /6), nous avons tracé I’évolution des angles théoriques
(variation supposée parfaitement linéaire entre 'amplitude du champ B; et 'angle
prescrit) pour une gamme des atténuations de 22 a 50 db. L’approche expérimentale
est basée sur la mesure de 'amplitude (volt), au moyen d'un oscilloscope (LeCroy
waveJet, 500 M H z), de la puissance effective du champ B;.

Comme le montre la Fig. 3.7, la justesse de ’angle de bascule est maximale pour
les grands angles (> 30°) et décroit au fur et & mesure qu’on se déplace vers les petit
angles. Nous avons estimé une variation (erreur relative) de 5% pour la gamme des
angles de 3° a 5° et de 3% pour la gamme des angles de 7° & 20°. Pour des angles
inférieurs a 3°, le signal RF n’est plus détectable. Récemment une nouvelle méthode
(Low Angle Mapping) a été proposé [62] pour la détermination de la cartographie
des angles de bascule trés faibles (< 5°). Cette méthode est basée sur le principe de
calcul du rapport (en arcsin) entre une image acquise a angle de bascule trés faible
par une image acquise a 90° (considérée comme étant insensible aux ihnomogénéités
du champ Bj). Aprés avoir déterminé les variations du champ B; dans le plan xoy,
nous avons jugé utile de quantifier cette inhomogénéité sur 'axe oz. Note démarche
consistait, toujours sur le méme objet test, a évaluer simplement la variation de
Iintensité du signal a différents offsets. Aprés conversion fréquence-distance, les
offsets étaient de :—6.4, —3.2, 0, 3.2 et 6.4 mm. Nous avons chiffré les variations
de lintensité du signal, dans 'ordre croissant des offsets, a 12%, 1.5%, 4% et 8%

74



Implémentation, validation et optimisation de la séquence FLASH

100 T T T T T

100 [T T T T :
P - ®
280f© 1
L) A §’ ® -
ek @ -
& 2% o
m o & ®e
) o 40k i
S eof 5 §4° 0 o, -
§ s} § 20f %)@ .
© 6 & %%‘P%
D 40 a ol . ! ! q) 7]
< K g 30 35 40 45 50
Ko
AR
20 o @) o .
Theoretical angle YAN
A Mesured angl Aggoo Oo
gle AN A @)
0 | | | | JAYN
30 35 40 45 50 55

attenuation (db)
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FIGURE 3.8: Variation de I'intensité du signal en fonction de la position des offsets.
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(Fig. 3.8). Ces pourcentages ont été obtenus par rapport a la valeur au centre de
I’aimant. Notons également que la barre d’erreur de la Fig. 3.8 a été évaluée a partir
de la valeur maximale de la distribution des pixels du fond de I'image magnitude. Il
en découle de ces résultats, que le champ B; devient inhomogéne & mesure que 'on
s’éloigne du centre de 1’aimant.

3.6 Cartographie du 75

Comme il a été mentionné précédemment, la relaxation 75 traduit la décrois-
sance de l'aimantation transverse provoquée par la relaxation spin-spin et les
inhomogénéités du champ magnétique local. Ces déphasages (Ayp = 27yABTE)
supplémentaires proviennent des inhomogénéités du champ magnétique principal,
des différences de SM entre les différents tissus, des déplacements chimiques et des
gradients appliqués pour le codage spatial. Une forte pondération 77 est obtenue
pour un @ faible, un temps d’écho long et aussi un temps de répétition long. En
effet, un faible angle de bascule réduit l'effet 7). Plus le temps d’écho est long
plus la perte de cohérence des spins est importante, par conséquent la perte du
signal est plus accrue. Un temps de répétition élevé minimise également ['effet
T,. La notion de petit angle de bascule mérite d’étre commentée. Il est généra-
lement admis que la qualification d’angle petit vérifie la condition : §* < 2Tx/T; [62].

Connaitre la distribution des 73 est une information utile dans la mesure ot elle
nous permettra d’évaluer l'influence de la pondération 77 résiduelle, notamment
pour les images acquises a 6 faible. Afin de calculer la cartographie 77, nous avons
eu recours au rapport des signaux de I’équation de la FLASH pour deux valeurs
de temps d’écho (Tgy = 5 ms et Tgy = 15 ms). Ainsi, la carte T3 a été calculée
voxel-par-voxel via la relation : Ty = (Tgy — Tr1)/log(S1/S2). Les images acquises
a Tpy et a Ty ainsi que la cartographie 75 sont montrés sur la Fig. 3.9.

L’hyposignal détecté au niveau de la loge carpéllaire haute, est un artéfact pro-
bablement provoqué par le fait que le fruit a bougé sur le support. Les pixels bleus
(Not a Number) visibles sur I'image de la cartographie Ty, caractérisent les zones ol
le rapport SB est tellement faible que le calcul donne des valeurs aberrantes. A partir
de la carte 77, nous avons estimé une valeur moyenne de 61.22 + 5.7 ms. Comme le
montre clairement la Fig. 3.9, 'allongement du temps d’écho accroit la pondération
T5. Cette chute de I'intensité du signal s’explique par déphasage supplémentaire des
protons en présence du gradient de lecture (d’amplitude G, = 10mT /m et de durée
= 2 ms) mais probablement aussi par la présence des interfaces air-tissus (zones
caractérisées par des différences de SM). Ceci est d’autant plus vrai pour un champ
By = 4.7T (SM ~ B?). La carte Ty nous informe que ces inhomogénéités sont si-
gnificatives au niveau des columelles, placenta et les graines. Une étude intéressante
menée par |[58], dans laquelle les auteurs montrent une trés forte concentration de
bulles d’air au niveau des tissus des columelles et du placenta. A ce stade de la dis-
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FIGURE 3.9: (a) image enregistrée a Tg1 = 5 ms. (b) image enregistrée a Tgo = 15 ms.
(c) carte T5. Les autres paramétres de la séquence sont : 6 = 30°, Tr = 500 ms.
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cussion il s’aveére difficile de séparer les contributions du gradient de lecture et de la
SM a la décroissance du 75 Il faut noter que I'imagerie de SM n’est pas simplement
une approche d’imagerie T35 pondérée, elle consiste a utiliser a la fois I'information
sur la magnitude et la phase du signal.

3.7 Validation de la séquence FLASH : Application

sur fantome

Avant d’appliquer I'Eq. (4.7) pour calculer les variations du 7; par imagerie
et suivre ainsi le transport et la bio-distribution n wvivo de 'agent de contraste
dans le fruit. Nous avons évalué et validé cette quantification du 77, via 'Eq. (4.7),
sur un fantoéme formé d’une batterie de tubes (cinq tubes) remplis avec 'agent de
contraste Gd*T/[Fe(CN)g|>~ Mannitol a différentes concentrations. Cette gamme
de concentrations en agent de contraste a été choisie de telle sorte a couvrir tout les
T, possibles de la tomate cerise. Pour les tissus des plantes la gamme de variation
des T est trés versatile, en moyenne elle peut s’étendre de 200 a 1500 ms [19].
Notre approche consistait a établir une analyse comparative entre les valeurs de T}
mesurées au moyen de la séquence inversion-récupération (Fig. 3.10), ces mesures
sont prises comme référence, et les valeurs du T; calculées par le biais de 'Eq. (4.7).

100 3 A O O O -
(0]
®
5., A
c 107 3 I
o ] +
E (@) T1=1280ms
E A T, =890ms
< 1024 O T1=745ms -
x T =410ms
+ T1=240ms
1 1 1 1
0 1 2 3 4
Temps (s)

FIGURE 3.10: T mesurés par la séquence inversion-récupération pour les cinq tubes a
différentes concentrations en agents de contraste et évolution de 'aimantation en log(1 —
%) —log(2) en fonction du temps de récupération. La gamme de concentrations est de :
+:1mM,x:025mM,J:0.1mM, A :0.08mM et O :0.05 mM.
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Nous avons réalisé une série d’images (dix-huit images) sur fantéme pour diffé-
rentes valeurs de 0. La Fig. 3.11 illustre deux images qui ont été acquises avec des
angles de bascule #; = 12° et 6, = 58°. Chaque numéro figurant sur l'image est
associé a une concentration de ’agent de contraste. Le contraste existant entre les
différents tubes, pour §; = 12°, est certainement engendré par une pondération 7%
résiduelle.

S(6)(a.u)
0.8 1

S(61)(a.u)
0.8 1

FIGURE 3.11: Principe de mesure du 7} par imagerie RMN sur fantéme. A gauche I'image
pondérée My (01 = 12°) et a droite celle pondérée Ty (A3 = 58°)

Comme le montre la Fig. 3.12, nous remarquons un bon accord entre les 77 de
référence et ceux calculés par imagerie. Néanmoins, une variation de 20 % a été
constatée pour la 77 (tube 5) le plus long. Ceci s’explique par le faible rapport SB
enregistré pour ce tube, car on sait pertinemment qu’'une légére diminution de ce
rapport affecte beaucoup plus les T} longs que les T courts. Toutefois, cette valeur
de T n’est pas incluse dans la gamme des T} affectés par I’agent de contraste, comme
on pourra le voir au chapitre 4.
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FIGURE 3.12: Comparaison des valeurs de 77 mesurés par la séquence inversion-
récupération (T1 de références) et ceux mesurés par imagerie. La ligne en pointillés re-
présente le cas idéal.

3.8 Optimisation de 60; et 0,

Dans le quatriéme chapitre, afin de mettre en évidence des différences dans les
caractéristiques morphologique et physiologique des tissus biologiques, nous nous
baserons sur ’évaluation quantitative in vivo des variations du 77. Ce temps de
relaxation sera quantifié par le biais de I’'Eq. (3.6) pour deux angles de bascule (6, et
0,) différents. Il en découle que la précision sur le calcul du 7 dépendra fortement
des valeurs des angles 6, et 5, nous avons ainsi jugé important d’optimiser ce couple
d’angle. Le principe de cette opération d’optimisation porte sur la minimisation des
erreurs entre les 77 mesurés pour chaque tube du fantome et les 77 simulés (pour
plus de détails, le programme informatique est disponible dans I'annexe C). Les
résultats de la simulation sont présentés sur les Figs. 3.13 et 3.14. L’angle optimal
61 se situe dans une gamme trés étroite, entre 6° et 8°. Nous observons clairement
qu’au-dela de 8°; une faible variation de #; engendre un accroissement important de
I’erreur sur le 77. L’allure de 'erreur sur le 7} en fonction de 0 est différente, ainsi
I’angle optimal 6y se déplace vers les grands angles et 'erreur diminue de fagon
exponentielle. Ces résutlats coroborent ceux obtenus dans la section 3.5. Il ressort
de cette simulation que le couple d’angles de bascule optimal respectivement, pour
les petits et grands angles sont de : 01 op; = 8° et Oa op; = 60°.
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FIGURE 3.14: Evaluation (échelle normalisée) de I'angle de bascule optimal 6,. Les
différentes courbes ont été tracées pour une gamme de 6; allant de 8° & 19°.
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3.9 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons décrit en détail les caractéristiques principales de
la séquence FLASH. Nous avons pu analyser l'origine de son signal et étudier les
différents paramétres qui impactent directement le contraste tissulaire. Nous avons
vu que pour ce type de séquence d’imagerie le signal atteint son optimum si I’angle
Ernst est employé comme pulse d’excitation. Cet angle assure un rapport SB maxi-
mal pour le temps de répétition considéré. Néanmoins comme nous l'avons démontré
dans ce chapitre, cet angle ne garantit pas nécessairement un contraste maximum
entre les différentes structures tissulaires. Comparativement aux séquences conven-
tionnelles, le contraste de la séquence FLASH dépend a la fois du temps de répétition
et de I’angle du pulse d’excitation si I’on décide de minimiser 'effet 73 Il en découle
que 'optimisation du contraste est une opération décisive pour avoir des images les
plus informatives possibles et conduire ainsi I’étape d’interprétation dans de bonnes
conditions. L’étude de validation menée sur fantome était nécessaire afin de vérifier
la précision du calcul du 7} par imagerie. Les résultats ont révélé un bon accord
entre les valeurs de références et celles calculées par imagerie. Nous avons mis en
avant que I'atout majeur d’une telle séquence est la réduction du temps d’acqui-
sition des images. C’est une condition fondamentale pour atteindre des résolutions
temporelles suffisante afin de suivre les modifications physiologiques liées au mou-
vement de I'eau dans les tissus des végétaux. Nous avons souligné également que les
images acquises a l'aide des séquences d’écho de gradient doivent étre interprétées
avec une attention particuliére en tenant compte des effets d’artefacts de SM et des
inhomogénéités du champ magnétique statique. Ces effets apparaissent notamment
au niveau des interfaces air-eau. Ils ont été évalués via la détermination de la carte
T5. Dans ce chapitre, nous avons également quantifié les inhomogénéités des champs
By et Bj. Les résultats ont mis en exergue le fait que nous avons travaillé dans un
champ By homogéne et dans un champ B; homogéne suivant le plan transverse et
relativement inhomogeéne, selon 'axe longitudinal. Par ailleurs, une simulation des
angles de bascule optimaux a été mise au point. A partir de cette simulation, nous
avons observé une évolution différente de ’erreur sur le T pour les faibles et grandes
valeurs de . L’erreur sur le T} est beaucoup plus sensible pour les petits angles de
bascule.
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Si 'on considére exclusivement les tissus mous, la proportion d’eau dans le fruit
de la tomate représente environ 90 a 95 % rapportée a la matiére fraiche. Cette
proportion varie en fonction du stade de développement du fruit. Il est évident de
comprendre que la contribution majeure au signal IRM prend origine des protons
de '’eau bien que d’autre protons de type lipidique et osidique peuvent faiblement
participer au signal. L’activité cellulaire entraine des variations de 7} et de T qui
permettent a 'imagerie RMN d’avoir une dimension fonctionnelle. Ces variations
des temps de relaxation sont la conséquence des modifications de structure et des
propriétés physico-chimiques de ’eau libre et de ’eau liée. Dans 1'eau pure, le T7 et
le T5, sont de l'ordre de grandeur de la seconde, dans les tissus ils diminuent, mais
le T; décroit beaucoup plus que le T} (voir annexe E). Il est bien connu que dans
les tissus biologiques et pour une méme proportion d’eau libre, le T peut étre dix
fois plus petit que le T7 [11].
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Tandis que les intensités relatives du contraste des structures tissulaires dé-
pendent de type de la séquence choisie, les paramétres intrinseques (77, Ty et M)
mesurés traduisent les caractéristiques physiques des tissus et sont donc indépen-
dants des paramétres de la séquence d’imagerie. En réalité, ils dépendent de la
composition chimique des tissus, des structures microscopiques et tissulaires et sont
pour cette raison autant de moyens pour 'expérimentateur afin de caractériser les
matériaux végétaux. Plus précisément, le paramétre densité de proton (nombre de
proton contenu dans un voxel) est uniquement sensible a la composition chimique,
par contre les autres parameétres (7 et Ty ou T3') sont sensibles a la fois a la compo-
sition chimique et a la structure des tissus biologiques. C’est pourquoi nous avons eu
recours systématiquement & la mesure de ces parameétres naturels afin d’en extraire
des informations physiologique et structurelle. A cet effet, notre choix s’est porté
sur I’étude de la modification de T} et de Mj des tissus sur un modéle agronomique.
Notons toutefois, que les T, Ty et My sont dépendants de I'intensité du champ ma-
gnétique statique By. Dans ce chapitre, une approche robuste et précise du calcul
des cartographies T et M, basée sur une analyse voxel-par-voxel est présentée. Nous
avons également mis en ceuvre, une procédure d’évaluation des incertitudes sur les
parameétres 17 et M associées a chaque voxel des images quantitatives. Une méthode
de segmentation a été développée afin de localiser les tissus ol un rehaussement de
I'intensité du signal a été détecté. Sur la base de cette segmentation, les caracté-
ristiques physiologiques de la tomate cerise verte ont été examinées par I'étude du
transport du Gd**[Fe(CN)g]*~ /Mannitol, utilisé comme agent de contraste, dans
le fruit. Ces nanoparticules paramagnétiques ont été utilisées pour tracer les flux
hydriques qui arrivent dans le fruit pendant sa croissance in vitro. L’étude cinétique
a été suivie par la mise en ceuvre d’une modélisation compartimentale.

4.1 Matériels et méthodes

4.1.1 Caractérisation des distributions de 7] et de 75

Avant d’entreprendre I’étude par imagerie, une compréhension et une connais-
sance a priori des T} et T5 est un élément indispensable pour maximiser le contraste
entre les divers tissus de I’échantillon soumis a l’étude. Il est bien connu que
ces temps de relaxation sont fortement dépendant de 1’état physico-chimique
de l'eau (sa teneur, sa mobilité et son interaction avec les macromolécules) et
a la microstructure (la forme, la porosité, la taille, I’épaisseur et la nature des
cellules) des tissus biologiques [63][64]. 11 est clair que toutes ces hétérogénéités
de composition et de structure impliquent des distributions de 77 et de T5. Par
ailleurs, des informations quantitatives sur les compartiments sub-cellulaires par
I'intermédiaire de ces temps de relaxation peuvent étre particulierement utiles pour
étudier les différents processus physiologiques se produisant dans ces tissus, comme
par exemple : la maturation, la déshydratation osmotique et le stress hydrique [65].
Il convient de rappeler que le taux d’échange entre les compartiments est controlé
par la perméabilité des membranes les séparant et /ou par la diffusion par laquelle les
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molécules d’eau atteignent les parois membranaires (voir Fig. 3). Comparativement
au 17, il a été mis en avant que les mesures du 75 fournissent des informations
plus détaillées sur la répartition et le transport des molécules d’eau & des niveaux
sub-cellulaires dans les tissus végétaux [66]. C’est dans cette optique et compte
tenu de ce qui a été rapporté dans cette section, nous avons initialement commencé
par déterminer les distributions de 77 et de T, du fruit de la tomate cerise verte.
Ces distributions ont été obtenues par le calcul de la transformée de Laplace, suivant :

M = /0“ p(u) x e % du (4.1)

Avec p(u), une distribution Gaussienne multi-modale :

) (u—Tj)?
p(u; M, T o) = M x e 207 4.2
0012 0

Les paramétres d’ajustement sont : M{, Ti et o;. n, étant le nombre de
compartiment d’eau. La méme approche a été adoptée pour calculer la distribution
de T1 .

M = /Ou p(u) x (1 —2x e ") du (4.3)

Soulignons en outre, que la minimisation de I'erreur quadratique 2 est le critére
considéré afin de fixer le nombre de terme de p(u) pour décrire les courbes de
relaxation. Généralement, les distributions Gaussienne, Lorentzienne et exponen-
tielle étirée sont les plus largement utilisées pour décrire la relaxation des protons
des tissus biologiques. Nous avons testé les trois fonctions. La Gaussienne s’est
révélée la plus représentative (meilleur ajustement) des données expérimentales.
Les transformées de Laplace (Eqs. (4.1) et (4.3)) ont été résolues numériquement
au moyen de I’Algorithme d’ajustement non-linéaire de Levenberg-Marquardt.

A partir des distributions de T} et de T, (Figs. 4.2 et 4.1), on remarque que
le rapport T)/T5 est systématiquement supérieur a l'unité. Ce résultat est en
adéquation avec la nature de ces tissus (tissus mous). Les temps de relaxation
moyens sont de : T¢ = 88 ms, T¢ = 360 ms, Ty = 1518 ms et Ty = 1530 ms. Les
écart-types des populations de proton (a), (b) et (¢) du T, sont respectivement,
de 124, 13 et 128 ms. Il en découle que la gamme des 75 des tissus de la tomate,
a son stade de développement, se répartissent en moyenne entre 88 et 1518 ms.
A partir de la distribution des T, les intensités relatives (proportion des densités
protoniques) sont de : 16.30 %, 4.60 % et 79.10 % respectivement, pour les T4,
T? et TS. Ces intensités ont été estimées on calculant l'intégrale (la surface) de
chaque population de T5. Trés souvent dans la littérature [67][68][69], on attribue
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FIGURE 4.1: Distribution de 75 dans la tomate cerise. Inset : aimantation en log(MMO) en
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ces distributions multi-modales aux compartiments sub-cellulaires (voir Fig. 1) de
la cellule végétale. Le Ty = 1518 et le 77 = 1530 ms enregistrés sont ainsi affectés &
la vacuole. Les T1, Ty et l'intensité relative (79.10 %) obtenus dans ce compartiment
sub-cellulaire sont en adéquation avec la teneur en eau libre naturellement présente
dans la vacuole. Ce constituant cellulaire est le compartiment le plus riche en
eau libre (voir Fig. 1). La quantité d’eau dans la vacuole croit en fonction de
I’age de la cellule. Elle a un role de maintien de 1’équilibre de l'eau et de la
forme de la cellule [9]. Ces caractéristiques sont communes & toutes les structures
cellulaires de la matiére végétale. La population de T3, ayant pour valeur moyenne,
T? = 360 ms, est associée au compartiment cytoplasmique. Les Ty enregistrés pour
ce compartiment sont en accord avec son aspect gélatineux (ses protons présentent
une mobilité intermédiaire entre les protons de la vacuole et ceux fortement liés
aux macromolécules). En revanche, l'assignation du 7% = 88 ms est moins évidente
car divers constituants sub-cellulaires sont susceptibles de prétendre & une telle
valeur de Ty. Selon ces auteurs [67], le Ty peut étre attribué a la paroi cellulaire. La
composition chimique des parois cellulaires est principalement polysaccharidique
et protéique (protons fortement liés ce qui implique une mobilité trés réduite)
ce qui explique les faibles valeurs de 7, obtenues pour ce compartiment. Il a
été démontré [68][69] que lorsque les cellules végétales sont soumises & un stress
hydrique, la vacuole alimente les autres compartiments sub-cellulaires (cytoplasme,
parois cellulaires et I'espace extra-cellulaire) assurant ainsi la résistance de la cellule.

La question légitime qu’on peut se poser, pourquoi la répartition des 7 est uni-
modale (un seul compartiment hydrique) contrairement & celle des T3 7. La réponse
a cette question, tient au fait que le T} augmente avec la fréquence (en w?) donc
il est sensible aux fluctuations rapide des mouvements moléculaires (translation et
rotation) de I'eau alors que le Ty est sensible aux fluctuations rapides comme aux
fluctuations lentes a cause du terme indépendant de wy dans I’expression non simpli-
fice (Voir Eq. (E2), annexe E). Cette relaxation multi-exponentielle, fréquemment
observée pour le T, dénote un échange de protons trés limité. Ceci s’explique par
une faible perméabilité membranaire ou bien par la fait que les dimensions physiques
des compartiments sont grands par rapport a la distance pour laquelle les protons
diffusent dans ’échelle du temps de la décroissance (a titre indicatif, en 50 ms le
libre parcours moyen de la molécule d’eau est de 20 um). A la lecture de la Fig. 4.1,
on peut affirmer qu’on se trouve dans le cas ot le temps de résidence dans chaque
compartiment tend vers 'infini. Si on était en présence d’un échange rapide de pro-
tons, les temps de relaxation auraient été tirés vers les faibles valeurs (effet moyen)
a causes des protons fortement liés [70].

4.1.2 Dispositif expérimental

Dans cette section, nous présenterons les conditions et le dispositif expérimental
mis en place afin de suivre le transport et la bio-distribution des molécules d’eau
dans le fruit de la tomate verte (Solanum, lycopersicom) en croissance in vitro. A cet
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effet, Pagent de contraste Gd*"[Fe(C'N)g]>~ /Mannitol est utilisé comme marqueur
de cette mobilité. Les fruits détachés ont été fournis par 'INRA (Institut National
de la Recherche Agronomique, France). Les tomates vertes en croissance étaient
placées dans des conditions stériles, dans des tubes en verres remplis d’une solution
nutritive MS (4.4 g/l de solution Murashing & Skoog (MS 5519, Sigma-Aldrish, Sa
int Louis, M) et 60 g/l de saccharose) [71]. Le pédicelle du fruit a été maintenu
dans le milieu de nutrition au cours des expériences. La hauteur totale du fruit +
pédicelle était d’environ 4.4 cm (3 em pour le pédicelle et 1.4 em pour le fruit). La
concentration de I'agent de contraste dans le récipient était de 10 mM. Une bobine
en forme de cage d’oiseaux avec un diamétre intérieur de 3 ¢m est enroulée autour
du tube contenant le fruit, transmet les impulsions RF d’excitation et recoit le
signal RMN. Des impulsions sinus-cardinal de durée de 2 ms ont été appliquées
pour l'excitation sélective. Notons enfin, pour 'acquisition des images un cyclage de
phase alternée a été utilisé sur les impulsions RF afin d’éviter les effets cumulatifs
du pulse. Le cyclage de phase a été réalisé comme suit : 0(z) 1(y) 2(—z) 3(—y)
pour le pulse d’excitation 6 et le méme cyclage a été maintenu pour la réception
des échos de gradient. Les angles de bascule §; = 8° et §; = 60° correspondent
respectivement aux atténuations : 46 db et 31 db. Le systéme (tube + fruit) a été
chargé dans l'aimant 4.7 T' (200 M Hz) (Fig. 4.3). La dynamique du traceur a
été étudiée pendant une durée de cing jours au moyen de la séquence d’imagerie
FLASH. Les conditions de température a l'intérieur de 'aimant étaient de 21 + 1
°C durant la journée et de 19 & 1 °C durant la nuit.

Dans cette étude nous avons fait le choix d’exploiter l'effet T} (rehaussement
de 'intensité du signal) pour l'acquisition des images. Ce choix a été motivé d’une
part, par le fait que leffet 75 ou T3 peut étre facilement confondu aux effets d’in-
homogéneités de By , aux artefacts de susceptibilité magnétique et aux bruits de
fond. Et d’autre part, pour des valeurs de relaxivités r; et ry trés proches (ce qui est
notre cas), la modification observée sur le signal et donc sur le contraste, sera plus
importante en pondération 77 qu’en pondération 75. L’agent de contraste utilisé est
pourvu d’un effet T} prépondérant (ry/ry < 2). En effet, dans I'objectif de maximiser
cette exaltation du signal due aux agents de contraste, nous avons opté pour des
acquisitions dynamiques avec une séquence d’imagerie FLASH fortement pondérée
T;. Les paramétres de la séquence utilisés sont : temps de répétition (T = 110 ms),
temps d’écho (T = 6 ms) et 'angle de bascule de 'aimantation #; = 8° pour I'image
pondérée M, et 65 = 60° pour I'image pondérée T7. Nous tenons a préciser, entre
autre, que dans toutes nos acquisitions, nous avons eu recours a 1’utilisation d’un
profil temporel pour les impulsions RF en sinus cardinal. La TF d’une telle fonction
est une fonction porte et nous obtenons ainsi des coupes de profil rectangulaires.

4.1.3 Calcul des cartographies T et M,

Il a été mis en avant que les changements physiologiques associés aux transport
de 'eau dans les plantes peuvent évoluer sur une échelle de temps de 1'ordre d'une
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plant stem o (0] nutrient medium and
contraste agent
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RXx [t reception
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FIGURE 4.3: Tllustration schématique de I'installation de I'imagerie RMN appliquée sur
le modéle agronomique. La bobine RF' est disposée autour du fruit. Tz et Rz symbolisent
respectivement, la transmission des RF et la réception du signal RMN.
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demi-heure [72][73]. Il en découle donc que toute étude des processus dynamiques
des végétaux doit tenir compte de cette échelle du temps. En d’autres mots,
disposé d'un moyen rapide de réalisation des expériences d’imagerie RMN est
nécessaire pour étudier les modifications physiologiques qui s’opérent dans ce type
d’échantillon. II est bien connu [74] que le rapport SB est proportionnel & I'intensité
du champ magnétique (Bp), au rayon de la bobine de réception (r~'), au volume
de voxel (v), au nombre d’accumulation (N'/2), & la largeur spectrale (Af~1/2)
et a un facteur dépendant de la géométrie de la bobine RF. Nous comprenons
ainsi qu’il appartient a 'expérimentateur d’optimiser ces paramétres en fonction de
I'information recherchée. Nous devons donc systématiquement essayer de trouver
un compromis entre la résolution spatiale, la qualité du rapport SB et la durée
d’acquisition des images. Tous les traitements des données présentés dans ce
travail, ont été réalisés en utilisant le logiciel MATLAB (The MathWorks, Natick,
MA). L’analyse quantitative est obtenue par l'application d’'une série d’étapes de
traitement. Au commencement, les données brutes (sous forme binaire) acquises
par Iimageur IRM (Apollo Tecmag, 4.7 T') ont été respectivement traitées au
moyen des opérations mathématiques suivantes : correction de la ligne de base des
échos, apodisation, zero filling et transformée de Fourier 2D (voir 'annexe D, pour
de ample détail). Ces pré-traitements mis au point visent a prévenir I'obtention
d’images contenant des informations artéfactuelles. La Fig. 4.4 illustre les différentes
étapes mises en ceuvre afin d’isoler 'objet d’intérét du fond de I'image. Toutes les
images brutes ont subi les mémes traitements mathématiques.

Une fois les images construites, les cartographies 77 ont été obtenues par I'Eq.
(4.7) déterminée a partir de deux images acquises a différents angles de bascule,
0, = 8° pour la pondérée M (S7) et f; = 60° pour la pondérée T (Ss). Par la suite,
les images 717 sont converties par un calcul voxel-par-voxel en cartes de concentra-
tion de I’agent de contraste par le biais de 'Eq. (4.10). Se servant de la séquence
FLASH implémentée, cing coupes transversales ont été acquises a différents offsets
du fruit. Apreés la conversion fréquence-distance, les offsets étaient de : 1.1, 4.3,
7.5, 10.7 et 13.9 mm, par rapport a l'extrémité du fruit. Le gap entre les coupes
était de 3,2 mm. Pour chaque offset, nous avons enregistré une image pondérée
T} suivie par une autre pondérée M,. Nous avons fait l'acquisition de soixante
images pour chaque coupe (trente images pondérée T; et trente autres pondérées
My, ce qui signifie un total de 300 images (5 coupes x 2 pondérations x 30 acqui-
sition pour chaque pondération)) au cours de 112 hr d’expérimentation. Le calcul
des images paramétriques 17 a été conduit sur la base de deux images S; et .S, selon :

(1 — e(#)) .
SQ = MO X sin 82 X G(Tg) (44)

-7

1-— e( 71 >COS(92
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- Correction de la ligne de base
- Apodisation

- Zéro filling

-FFT 2D

- Ségmentation : détection des
contours

- Construction du masque : détection de
la forme de l'objet

- Application du masque sur
lI'image brute (sans traitement)

FIGURE 4.4: Les différentes étapes de traitement des images.
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(1— 6(£R>) 1y
Sl = MO X sin 91 X €(T72*) (45)

1-— e( Ty >c0891
Les images 57 et S5 sont obtenues, respectivement, avec les parameétres suivants :
(Tgr =110 ms, T = 6 ms et 01 = 8°) et (Tr = 110 ms, Tp = 6 ms et 5 = 60°). La
taille des matrices 256 x 129 (512 x 512 apreés zero filling). Le temps d’acquisition

d’une image est de 24 min. Le rapport des équations des intensités du signal S; et
S5, est donné par :

—-T

% B 1—6< Ty )00891 " sin 6o
S 1— e(%) cos 05 sin 0y

A partir de I'Eq. (4.6), on tire le T}. Ainsi, les images paramétriques 7} ont été

(4.6)

calculées voxel-par-voxel, selon :

_TR
( Sl sin 92 — Sg sin 91 )
log 5

1 cos B sin Oy — S5 cos B, sin 04

T, =

L’Eq. (4.7) a été résolue compte tenu de la contrainte suivante :

Sl sin 02 - 52 sin 91
1 4.
0< S cos 0y sin Oy — Sy cos B, sin 04 = (4.8)

Cette contrainte assure une mesure fiable et raisonnable de T} en excluant des
valeurs aberrantes, telles que les valeurs négatives et complexes. Les images densité
de proton My sont calculées voxel-par-voxel, au moyen de la relation :

1-— e< Ty >00592

(1 _ e(_TjiR)) sin 6,

Les cartographies M, ont été calculées & partir des images S,, car le rapport
SB est meilleur que celui des images S;. Compte tenu du temps d’écho court (T'E
= 6 ms) utilis¢, l'effet de la relaxation T35 est fortement réduit dans cette étude

=

Mo = 52 X (49)

(Fig. 4.21). La conversion voxel-par-voxel du temps de relaxation magnétique
longitudinal a la concentration du traceur C(t), est réalisée par [70] :

1 1 1
0= (25 7w) (410)

Nous précisons que le 77(0) (sans agent de contraste) a été calculé sur les
moyennes des distributions de S; et Sy dans chaque tissu (voir Fig. 4.5). Les 77 (0)
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estimeés étaient de 1055 ms pour les columelles (sur les quatre premiére images) et
de 900 ms pour l'enveloppe des graines (premiére image).

200 T T T T T
+
150 _
+ Distribution S1
+ Distribution S2
100 _

u(S1) = 0.09
H(S2) = 0.12

Nombre d’occurence

)]
o
T

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Intensite du signal (u.a)

FIGURE 4.5: Estimation du 77(0).

4.1.4 Cartographie des erreurs

La précision des méthodes de calcul dépend de I'amplitude des erreurs systé-
matiques et aléatoires. Diverses sources d’erreurs dans les expériences d’imagerie
RMN conduisent a la détérioration de la qualité des images et peuvent méme
fausser tous les calculs et donc linterprétation des résultats. Le bruit peut étre
généré a l'intérieur de la bobine réceptrice et d’autres composants électroniques.
Les non-linéarités des amplificateurs et des gradients de champ magnétique sont
également des sources d’erreur inhérentes aux expérimentations pour ce type
d’imagerie. Il est clair que les voxels présentant de faibles intensités des signaux
(tissus a faible densité de proton et/ou caractérisés par un long 77) seront les plus
affectés. Par conséquent, il est nécessaire d’utiliser une méthode robuste (sans
approximations) pour quantifier et réduire autant que possible ces erreurs. Une
procédure d’évaluation des incertitudes commises sur les parameétres T et My dans
chaque voxel sur les images paramétriques a été mise au point en calculant la
différentielle totale de T; et de M,. Le 17 qui s’exprime en fonction des variables S;
et Sy, son accroissement infinitésimal d7; s’écrit sous la forme :
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_ s, 1 Mg, (4.11)

AT, = =L
1708, 95,

On cherche la différentielle totale qui s’écrit comme :

ATl ASl A52
— = |0y — Uy —= 4.12
T !1|Sl+!2\52 (4.12)
On calcul done :
T T
0, T3 51 OT1 5 (4.13)

ToST TS

Le calcul de ¥, et de ¥, conduit aux expressions analytiques suivantes :

(sin 01 cos By — cos by sin 0;) sin 65,5155

\Ill = . 9 . . . i 02
(sin” 61 cos 0253 + (— sin 6 cos By — cos by sin 6;) sin 62,5155 + cos 0; sin® 65,57)
x ! (4.14)
lo Sl sin 92 — 52 sin 91 ’
Sy cos 0 sin Oy — Sy cos B, sin 64
T — (sin 0y cos By — cos b sin ;) sin 65155
2 (sin? 6 cos 0252 + (— sin 6 cos By — cos 0y sin 0;) sin 625155 + cos 0 sin? 557)
« ! (4.15)
lo Sl sin 02 — SQ sin 01 ’
S cos 0 sin Oy — Sy cos B sin 04
Au signe preés, nous avons U = |0 | = |Ws|
AT A A
LS5 g o (4.16)

T, Sy Sy

La méme méthode de calcul a été élaborée pour estimer 'erreur relative sur les
cartographies M, selon :

ATy

T (4.17)

AMy |OMy Sy
My

~ |98, M,

ASy  |OM I
S aTy M,

Toutes ces expressions analytiques ont été calculées a I'aide du logiciel de calcul
formel Maxima 5.29.1.
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4.1.5 Estimation du bruit
4.1.5.1 Etude théorique et expérimentale

L’estimation du bruit en imagerie RMN s’impose comme une étape importante
et incontournable, car elle est porteuse d’une information sur la qualité de la
mesure. La valeur du bruit est trés souvent utilisée comme parameétre d’entrée
pour les différentes opérations de post-traitement effectuées sur les images et elle
a aussi une influence sur le contraste et la résolution spatiale. De nombreuses
méthodes ont été proposées dans la littérature pour ’estimation de niveau du bruit
[76]77]. 11 est bien connu [78| que les données brutes (valeurs complexes) du plan de
Fourier sont normalement distribuées avec une moyenne nulle. Aprés la TF inverse
(construction de I'image), le bruit sera toujours distribué selon une loi Normale
pour les composantes réelle et imaginaire en raison de la linéarité et I'orthogonalité
de la TF. En prenant la magnitude des données complexes, le bruit est réparti selon
une distribution de Rice [78|. Dans cette partie, nous présenterons une méthode
précise et fiable pour I’évaluation de niveau du bruit sur les images reconstruites &
partir de la magnitude des signaux.

Dans cette section, nous examinerons les distributions théoriques du bruit
dans les images construites a partir de la magnitude. Le signal est mesuré par
une détection en quadrature qui fournit les composantes imaginaires et réelles. Le
bruit dans chaque composante est distribué selon une Gaussienne avec moyenne
nulle et ayant la méme variance du bruit. Le bruit associé a la résistance de
la bobine de réception est la contribution majeure qui influence le rapport SB
dans les images réelles et imaginaires. Les images en magnitude sont construites
a partir des images réelles et imaginaires par un calcul voxel-par-voxel. Il s’agit
d’une cartographie non linéaire et donc la distribution du bruit est n’est plus
Gaussienne. Dans ce cas, le bruit se distribue selon une distribution de Rice.
L’intensité des pixels de 'image en 'absence de bruit est désigné par A et 'inten-
sité des pixels mesurés par m. La distribution de probabilité de Rice est donnée par :

dpy = M e (V) « Jo <A—m> (4.18)
o

ou Jy est la fonction de Bessel d’ordre zéro de premiére espéce et o désigne
Iécart-type du bruit Gaussien dans les images réelles et imaginaires. Un cas
particulier de la distribution de Rice est obtenue dans les régions de I'image, ot seul
le bruit est présent, A = 0. Dans ce cas nous avons une distribution de Rayleigh
[77] et 'Eq. (4.18) se réduit a :

2
d, ="y () (4.19)
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La variance du bruit a partir de 'image magnitude est évaluée en cherchant la
valeur de m pour laquelle cette distribution atteint son maximum :

O, _ 0 = (1 — ﬁz) = (4.20)

om
De ce fait, il est clair que 'estimation de 1’écart type du bruit est simplement
donnée par :

O = Mpas (4.21)

Une autre limite intéressante de I'Eq. (4.18), se manifeste lorsque le rapport SB
devient élevé :

7 )
O°4T

Cette équation montre que pour les régions d’image caractérisées par un rapport

dyy = (4.22)

SB élevé, la répartition du bruit peut étre considérée comme une distribution
Gaussienne avec o? la variance et la moyenne v/ A2+ o2 Cette tendance est
parfaitement visible sur la Fig. 4.8.
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FIGURE 4.6: Distribution du bruit sur 'image de la composante réelle.
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FIGURE 4.7: Distribution du bruit sur 'image de la composante imaginaire.
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FIGURE 4.8: Allure de la distribution de Rice pour différentes valeurs du rapport SB.
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Nous observons qu’au fur et & mesure que le rapport SB augmente, la distribution
de Rice se symétrise. Ainsi, pour un rapport SB supérieur & 2, cette distribution
suit la loi Normale (Fig. 4.8). Nous avons également mis en ceuvre une étude par
simulation pour déterminer la meilleure estimation du bruit. Pour cela nous nous
sommes intéressés au calcul de I'écart-type, la moyenne et le mode de la distribution
des pixels du fond de 'image magnitude pour différents niveaux du rapport SB.

60

0
= +  Mode
3 s50f 1
= + Moyenne
v +  Ecart-type
0
g 407 — Cas parfait ]
1=
)
2 3071 1
)
[}
v}
0
0 L ]
g 20
1
o
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& 107 7
1
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0 o 1 1 1 1 1 1 1 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Elargissement de la distribution

FIGURE 4.9: Effet du rapport SB sur I'estimation du bruit a partir des paramétres statis-
tiques. Pour le cas SB = 0.5. L’axe des abscisses, représente ’élargissement des distribu-
tions des composantes réelle et imaginaire.

A partir des résultats obtenus, nous avons remarqué que pour un rapport SB qui
tend vers zéro (premier cas limite, voir Fig. 4.9), la meilleure estimation du bruit se-
rait la valeur de la magnitude correspondant au maximum (mode de I’histogramme)
de la distribution. Pour un rapport SB qui tend vers U'infini (deuxiéme cas limite,
voir Fig. 4.11), la meilleure estimation du bruit serait I’écart-type de la distribution.
Pour le cas intermédiaire (voir Fig. 4.10), le bruit des distributions piquées est mieux
estimé par 'écart-type et au fur et & mesure que ces distributions s’aplatissent, le
mode devient la meilleur estimation du bruit.

En vertu de ce qui a été mis en avant dans cette section, les niveaux du bruit
(AS; and ASy) ont été estimés a partir du Mode de la distribution des intensités
de pixels du fond de I'image magnitude (voir Fig. 4.12). Tous les pixels présentant
une erreur relative supérieure a 15 % ont été éliminés et donc n’ont pas été inclus
dans les calculs.
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FIGURE 4.10: Effet du rapport SB sur l'estimation du bruit & partir des paramétres
statistiques. Pour le cas SB = 4.0. L’axe des abscisses, représente 1’élargissement des
distributions des composantes réelle et imaginaire.
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FIGURE 4.11: Effet du rapport SB sur l'estimation du bruit & partir des paramétres
statistiques. Pour le cas SB = 2.0. L’axe des abscisses, représente 1’élargissement des
distributions des composantes réelle et imaginaire.
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FIGURE 4.12: Estimation du bruit de I'image magnitude.

4.2 Reésultats et discussion

Les Figs. 4.13, 4.14, 4.15 et 4.16 illustrent respectivement, les images pondérées
T et My des coupes 1, 2, 3 et 4 obtenues a différents offsets (voir Fig. 4.3). La coupe 5
n’est pas montrée car aucune structure anatomique n’a été observée a cette hauteur.
Les Figs. 4.18 et 4.19 montrent les séquences dynamiques d’images respectivement,
pour les coupes 2 et 3. Toutes les images dans ce manuscrit sont représentées avec
le modele RGB (Red Green Blue). Ce modéle colorimétrique consiste a exprimer
I'espace des couleurs & partir des trois couleurs primaires : le rouge (Red), le vert
(Green) et le bleu (Blue). Chaque intensité d'un pixel s’exprime via un triplet de
valeurs dans cet espace avec un codage des couleurs indexées. Ces images pondérées
ne recélent pas d’informations quantitatives qui permettent la caractérisation des
tissus, néanmoins elles sont utiles pour décrire globalement les différences dans les
intensités des signaux des structures anatomiques. Les variations dans les intensités
des signaux observées entre les différents slices sont causées, comme il a été montré
au chapitre précédent, par un défaut homogénéité du champ B; selon la direction
longitudinale. La présentation des images en volume (Figs. 4.18 et 4.19) est trés utile
pour visualiser I'évolution globale des intensités des signaux des différents tissus
pendant toute la période d’acquisition. Ces séries dynamiques d’images ont une
dimension fonctionnelle dans la mesure ou elles permettent ’étude de 1’évolution
des processus physiologiques au cours du temps.

Avant de traiter les images paramétriques T; et My, nous avons dans un
premier temps analysé les incertitudes commises sur les paramétres T et M, dans
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FIGURE 4.13: images '"H RMN & travers le plan transversal (coupe 1) de la tomate cerise
verte. (a) et (b) images pondérées My. (c) et (d) images pondérées T;. Elles ont été acquises

avec la dimension 2562 (5122 aprés le zero filling). La résolution spatiale est de : 100 um

x 100 pm et I’épaisseur de coupe vaut : 750 pm.

FIGURE 4.14: images 'H RMN & travers le plan transversal (coupe 2) de la tomate cerise
verte. (a) et (b) images pondérées My. (c) et (d) images pondérées T;.

101



Applications en agronomie et modélisation compartimentale

FIGURE 4.15: images '"H RMN & travers un plan transversal (coupe 3) de la tomate cerise

verte. (a) et (b) images pondérées My. (c) et (d) images pondérées T7.

{:‘ =
£

2! :
- 2

FIGURE 4.16: images 'H RMN & travers le plan transversal (coupe 4) de la tomate cerise

verte. (a) et (b) images pondérées My. (c) et (d) images pondérées T7.
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FIGURE 4.17: Localisation de l'effet du rehaussement de l'intensité du signal. (a) image
originale en niveaux de gris. (b) masque binaire de la zone du rehaussement. (c) image

RGB. (d) superposition des zones du rehaussement de l'intensité du signal sur une image
anatomique en niveau de gris.
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FIGURE 4.18: Pile d’images de la coupe 2 en fonction du temps d’acquisition.
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FIGURE 4.19: Pile d’images de la coupe 3 en fonction du temps d’acquisition.

chaque voxel. C’est une étape essentielle pour assurer une interprétation fiable

ATy o AMo gont montrées
Ty My

dans la Fig. 4.20. Les images présentées sont celles de la coupes 2 (voir Fig. 4.3).

des images. Les résultats des cartographies 17, M,,

Au vu de ces résultats, les images T et M, fournissent une bonne discrimination
des caractéristiques morphologiques et structurelles des tissus. Tous les tissus
anatomiques (péricarpe, les graines, les enveloppes des graines, la gelée et les
columelles) composant la tomate cerise sont identifiés. Les images, Fig. 4.20 (b)
et (e), illustrent les cartographies des erreurs relatives AT:?, AT]ZO calculées dans la
coupe sélectionnée en utilisant respectivement, les Eqgs. (4.16) et (4.17). Les erreurs
relatives sont systématiquement plus élevées dans les voxels des parois radiales du
péricarpe, des columelles et du placenta comparativement aux autres tissus. Ce
résultat indique que les valeurs de M, et de T sont surestimées. Les plus fortes
erreurs ont ainsi été enregistrées dans les tissus caractérisés par des 17 longs et par
de faibles densités de protons (faible valeur de My). Ce résultat refléte certainement
les faibles rapports SB provenant des images pondérées Ty et M, (voir Figs. 4.13,
4.14, 4.15 et 4.16), détectés dans ces tissus. Notons également que ces derniers
ont la propriété d’étre des tissus plus rigides que les autres. Par conséquent, il
est irréaliste de quantifier les parameétres intrinséques dans ces zones, comme on
peut le voir dans les images de la Fig. 4.20 (a), (d), (g) et (j). En effet, toutes les
cartographies 17 et M, ont été corrigées en ne conservant que les pixels présentant
une erreur relative inférieure ou égale a un seuil statistique de 15 %. L’ensemble
des pixels dans ces régions ont été ainsi éliminés (pixels noirs), comme on peut
le constater sur les images de la Fig. 4.20 (c) et (f). Nous avons remarqué que
ces erreurs relatives diminuent progressivement en fonction de 'augmentation des
quantités d’agent de contraste et de la prise d’eau au cours de la croissance du fruit

(voir, Fig. 4.20 (h) et (k)).

104



Applications en agronomie et modélisation compartimentale

(k)  Motaw ©

0.8

0.6

0.4

Ti(ms)
2000

1500

1000

500

FIGURE 4.20: Images paramétriques (77, Mo, AT? et %) transversales du fruit (coupe
2) obtenues par un calcul basé sur une analyse voxel-par-voxel. Ces résultats correspondent
respectivement, & 1 hr (a, b, ¢, d, e et f) et a 112 hr (g, h, i, j, h et 1) de contact avec
l'agent de contraste. Dans toutes les images, les pixels noirs (Not a Number) représentent
des zones exclues du calcul car 'erreur a dépassé un seuil statistique de 15 %.

105



Applications en agronomie et modélisation compartimentale

Il a été discuté dans plusieurs études [79][80], que les tissus riches en eau libres
sont les zones clés dans lesquelles des réactions biologiques se produisent. Il en
découle que la mobilité des molécules d’eau dans les cellules est considérée comme
régulatrice de l'activité physiologique dans les tissus vivants. La distribution de I’eau
caractérisée par une grande mobilité implique les régions ot le métabolisme actif se
produit [81]. Ces auteurs ont également souligné que la quantité et la mobilité de
I’eau sont fortement corrélées aux réactions biologiques des processus enzymatiques
et métaboliques dans les cellules des tissus. Par ailleurs, la compréhension de la
répartition de I’eau dans les tissus biologiques est fondamentale afin d’appréhender
le transport macroscopique de l'eau a travers les tissus qui est essentiellement régi
par la diffusion microscopique de ’eau et de ’air sur une échelle de distance cellulaire
et par I’étendue de la perméabilité membranaire. Dans ce travail, nous avons vérifié
que l'effet de relaxation 73 n’a pas significativement atténué les images de densité
proton (voir, Fig. 4.21). A partir de I'image Fig. 4.20 (c), on observe un hypersignal
dans le péricarpe, la gelée et dans une moindre mesure au niveau des enveloppes de
graines. Dans le péricarpe, 'intensité du signal croit de l'intérieur vers I'extérieur
du péricarpe. En revanche, des faibles densités protoniques sont observées dans les
columelles et la paroi radiale du péricarpe. Une forte hétérogénéité de la distribution
des T} est détectée dans la paroi radiale du péricarpe. Ce tissu est considéré comme
un compartiment de stockage temporaire ou l’eau libres se lient au fur et a mesure
aux macromolécules, ce qui peut expliquer cette hétérogénéité. La densité de protons
la plus faible a été enregistrée dans les graines. Cette faible densité protonique
est probablement da au fait que les graines ont cessé de croitre. Dans un méme
tissu du fruit, nous remarquons des distributions hétérogénes de T et de M. Ceci
reflete la présence a la fois de I'eau libres (T long et une forte valeur de M) et
lices (faibles valeurs de T; et de M,). La densité cellulaire, la diversité de taille
et de la forme des cellules qui constituent ces tissus peuvent également contribuer
a cette hétérogénéité [82]. Les petites cellules homogeénes sont situées a U'intérieur
(prés des loges) et a l'extérieur (proche de l'épiderme) du péricarpe alors que le
mésocarpe est constitué de grandes cellules hétérogénes [83]. La columelle est un
tissu parenchymateux, constitué par des cellules de grandes tailles (~ 100 um) et
est pourvue d’une forte présence de bulles d’air. Selon les images Fig. 4.20 (c) et
(f), nous constatons une corrélation positive entre les valeurs de M, et de 17 a
la fois dans le péricarpe et dans les enveloppes de graines. Ainsi, plus le tissu est
riche en eau libre et plus son T} est long. Cette proportionnalité est partiellement
observée dans la gelée. Les images Fig. 4.20 (i) et (1), refletent les distributions du
T et de la densité de protons a la fin de 'expérience. L’absence de toute tendance
temporelle de la densité de proton mesurée dans les différents tissus montre que
I'eau n’a pas été redistribuée parmi ces tissus. Une augmentation significative de la
densité protonique au cours du développement du fruit a été détectée au niveau des
enveloppes des graines, les columelles et s’est répandue autour des tissus environnant
ces derniers. Cet élargissement de la zone en hypersignal dans les tissus autour des
columelles, peut s’expliquer par 'existence d’un transport radial. Il est interprété en
termes de diffusion moléculaire et de permeéabilité (en fonction de la perméabilité
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sélective des membranes) inter et intracellulaires dans les tissus du fruit [84|. En
outre, il a été démontré que cet élargissement est proportionnel a 'amplitude du
transport radial. Etonnamment, un trés léger rehaussement de I'intensité du signal
a été enregistré au niveau du péricarpe. Ce résultat suggére que dans ces conditions,
I’eau et 'agent de contraste se transportent préférentiellement & travers les vaisseaux
vasculaires centraux du fruit (peut-étre de plus grande taille) et non pas dans les
vaisseaux situés a la périphérie du fruit. Nous pouvons également envisager une
forte évaporation dans ce tissu qui se situe a la surface du fruit. L’accroissement
de l'intensité du signal dans les enveloppes des graines confirme que ces tissus sont
des puits actifs, a cette période du développement du fruit, qui sont principalement
alimentés par des branches du systéme vasculaire interne. Il convient de noter qu’a
la fin de 'expérience, le volume du fruit a augmenté de 17 % par rapport a son
volume initial (Fig. 4.22).
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FIGURE 4.21: Effet T3 sur la variation de I'intensité du signal S(6;) pour le slice 2.

Nous avons vérifié, Fig. 4.21, 'influence de l'effet T sur l'image acquise a 6.
Notre démarche portait sur la comparaison de Uintensité du signal S(6;) (sans la
prise en compte de l'effet T3) a celle ot effet T35 est pris en considération via le
terme, exp(—Tg /Ty + o). La valeur du T3 prise en compte correspond a la moyenne
(61.22 + 5.7 ms) déterminée a partir de la carte T, (voir, Fig. 3.9). Les courbes
en rouges de la Fig. 4.21, traduisent les allures pour les différentes valeurs du 77,
allant de Ty — o a Ty + o. 1l découle de ce graphique une surestimation de 9% de
I'intensité du signal S(60;) et donc de My, par rapport a sa variation effective.

A partir de la Fig. 4.23, nous constatons que la distribution de I'agent de
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FIGURE 4.22: Variation de volume au cours de la croissance du fruit. Le volume a été
estimé par une extrapolation du volume de la coupe médiane & un volume sphérique. La
courbe continue, représente I'ajustement de la fonction de répartition de la loi logistique.

contraste est dépendante des tissus et elle est homogéne pour un tissu donné. Sa
présence dans ces tissus indique que l'activité cellulaire est trés forte dans ’enve-
loppe des graines, les columelles et ses tissus environnants. Sa bio-distribution dans
le fruit peut se produire par un flux massique ou par transport actif qui revétent une
importance similaire & ce stade du développement du fruit. Ces résultats prouvent
que ce traceur présente une taille suffisamment petite pour se mouvoir dans les
vaisseaux conducteurs par le biais de la séve phloémique. Conformément aux obser-
vations expérimentales de Bussiéres et al. [71], les diamétres des pores des vaisseaux
de phloéme sont autour de 0.5 um.

4.3 Etude du transport de agent de contraste

Avant de lancer I’étude, nous avons d’abord segmenté les tissus o un rehaus-
sement de l'intensité du signal a été observé. Ces tissus ont été segmentés avec
succes comme le montre la Fig. 4.24. L’opération de segmentation a été menée en
calculant le maximum de la dérivée apres un lissage Gaussien des images. L'intérét
d’appliquer ce filtre est d’atténuer les fortes transitions des signaux et d’éliminer
ainsi autant que possible les maxima locaux afin de se prémunir des problémes de la
sur-segmentation. Chaque couleur dans les images segmentées constitue une nuée de
pixels ayant la méme évolution de I'intensité du signal au cours de 'expérimentation
in vitro. Les pixels bleus reflétent les tissus ot aucun effet significatif de rehausse-
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FIGURE 4.23: Cartographie de la concentration (obtenue a la fin de la croissance du fruit)
de l'agent de contraste (CAs) superposée sur une image anatomique (coupe 2) en niveau
de gris.

ment du signal n’a été observé. Les pixels rouges et jaunes mettent en valeur les
tissus ou des effets significatifs d’exaltation du signal ont été détecté. Le volume
des voxels rouges sont respectivement, de : 4.45, 11.30, 1.55 et 0.82 mm? pour les
slices 1, 2 et 3. Le volume des voxels jaunes sont respectivement, de : 14.90, 10.70
et 11.35 mm? pour les slices 1, 2 et 3. Les enveloppes des graines, columelles et ses
tissus environnants sont clairement identifiés. Les enveloppes des graines n’ont pas
été observées pour les coupes 1 et 5 car elles sont situées dans les parties extrémes
du fruit, comme on peut le voir sur la Fig. 4.3. Aucun rehaussement du signal n’a
été révélé dans le coupe 5, ce qui suggere que 1’eau contenant des nanoparticules
d’agent de contraste n’a pas atteint cette partie du fruit.

slice 1 slice 2 slice 3

slice 4 slice 5

FIGURE 4.24: Segmentation des images. Les pixels rouges mettent en valeur les columelles

et ses tissus environnant. Les pixels jaunes refletent les enveloppes des graines alors que
les pixels bleus sont ceux des autres tissus.
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4.4 Modélisation compartimentale

L’étude de la dynamique d’un traceur dans un environnement chimique donné
est complexe. Pour des applications in vivo, on a souvent recours a suivre 1’évolution
de sa concentration en fonction du temps de résidence dans les différents compar-
timents. Il est bien évidemment tres difficile de prendre en compte ’ensemble des
interactions auxquelles I'agent de contraste est soumis. L’étude du transport du
traceur a été conduite sur les tissus segmentés. Les variations de sa concentration
dans les columelles sont décrites par le transport entre compartiments qui repré-
sentent des régions séparées. Le taux de transfert d'un compartiment & un autre est
proportionnel & la concentration dans la compartiment d’origine et a une constante
de vitesse (k1, k1, k1o, kos et ksg (R1)). La constante de vitesse k; est associ¢e a la
précipitation de I’agent de contraste. Fig. 4.25 illustre les différents compartiments.
Chaque compartiment est associé a une coupe (¢;). Le premier compartiment est le
milieu nutritif & partir duquel le traceur progresse aux compartiments supérieurs.

FIGURE 4.25: Modélisation compartimentale du transport de I'agent de contraste dans
les columelles & travers les différentes coupes.

En pratique, on a souvent recours a des modéles basés sur des équations
différentielles pour décrire les échanges entre les différents compartiments mis
en jeu. Le transport k; (h™!) est supposé étre lié linéairement a la différence de
concentration entre deux compartiments. En appliquant la loi de conservation
de la quantité d’agent de contraste dans chacun des compartiments, le systéme
d’équations différentielles est écrit au temps ¢ par :
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d”;—t(t) = —(k’l + kml) X m(t)
dccll—it) = kml X m(t) — klg X Cl(t>
dc;_zgt) = k1o x c1(t) — ka3 X co(1) (4.23)
dc;—it) = ]{723 X Cg<t) — k34 X Cg(t)
dey(t
\ ;ZE ) = kﬁ34 X Cg(t)

Ou m(t), c1(t), ca(t), c3(t) et c4(t) sont les concentrations du traceur au temps ¢
pour chacun des compartiments. La solution générale de ces équations différentielles
pour un compartiment ¢ s’écrit :

t
ci(t) = c;(0)e ™ + kl/ i (u)e My (4.24)
0

La concentration initiale (¢ = 0) de I’agent de contraste dans chaque coupe est nulle
¢;(0) =0, alors I'Eq. (4.24) s’écrit :

t
ci(t) = k// cioy(u)e P dy (4.25)
0

La solution analytique de I'Eq. (4.25) pour chaque compartiment s’écrit comme
suit :

co(t) = kg X / ¢ (v)e Rt dy (4.26)
0

t
c3(t) = koz X / CQ(w)e’k""‘(t’w)dw
0

\

Ces intégrales ont été résolues numériquement. Un autre parameétre important
pour caractériser ce comportement dynamique, est le temps de latence (¢y) qui est
déterminé par :

Ci (t — to) = t>1
ci(t) = (4.27)

0 = t<ti
Tous les parameétres d’ajustement (constante de vitesse et le temps de latence) du
modéle compartimental ont été obtenus par 1’Algorithme d’ajustement non-linéaire

de Levenberg-Marquardt que nous avons implémenté dans le logiciel Matlab. Afin
d’assurer une meilleure précision des paramétres, nous avons répété pour chaque
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paramétre, l'ajustement pour plusieurs choix de valeurs initiales. Ainsi, seuls ceux
qui ont minimisé I'erreur quadratique y? ont été retenus.

007 I 1 1 T 1 1
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FIGURE 4.26: Ajustement des courbes (trait plein) de la variation de la concentration
d’agent de contraste (CAs) dans les columelles pour les différentes coupes (x : coupe 1, o :
coupe 2, O : coupe 3).

Les différents paramétres d’ajustement obtenus a partir de cette modélisation
sont énumérés dans le tableau suivant :

TABLE 4.1: Parameétres d’ajustement

index  kingex (hr™1) to (hr)

1 0.0211 /
ml 0.0128 58.25
12 0.6986 60.90
23 0.5036 63.40
34 0.2101 /

A la lecture de ces paramétres, on constate que les nanoparticules d’agent
de contraste arrivent dans le fruit, par le biais des columelles, aprés 58 hr d’ex-
périmentation. Ensuite par pas de 2 hr aux coupes supérieures. Nous avons un
facteur 54 entre ce qui arrive du milieu nutritif vers la coupe 1 et de cette derniére
vers la coupe qui lui est supérieure. Nous observons également une tendance a la
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diminution des constantes de vitesse, ce qui s’explique par le fait qu’il y a de moins
en moins de nanoparticules d’agent de contraste qui arrivent au fur et & mesure que
I’on s’éloigne du pédicelle du fruit.
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FIGURE 4.27: Progression des nanoparticules d’agent de contraste dans les columelles et

croissance en volume du fruit.

Comme le montre les Figs. 4.26 et 4.27, dans les columelles, le rehaussement
du signal apparait aprés environ 58 heures d’acquisition des images. Comme en
témoigne la Fig. 4.22, il est évident que le fruit pendant cette période se charge
en eau et croit (volume du fruit augmente réguliérement suivant une courbe
sigmoide). Cette arrivée tardive peut s’expliquer par les hypothéses suivantes : (1)
Les enveloppes des graines sont un espace d’accumulation des agents de contraste
tandis que les columelles sont un lieu de leur passage (vaisseaux conducteurs). Par
conséquent, les agents de contraste sont mieux visibles la ou ils s’accumulent. (2) sur
la base de la courbe de croissance (Fig. 4.22), a environ t = 58 hr, le flux volumique
augmente ce qui pourrait entrainer une grande quantité d’agent de contraste
dans les columelles et éventuellement la présence d’un effet de saturation dans les
enveloppes des graines. Il a été rapporté [58] une présence significative de bulles
d’air dans les columelles. Ces bulles d’air créent des gradients de champ magnétique
locaux dans leurs voisinages qui atténuent le signal RMN et par conséquent,
aucun rehaussement du signal n’a pu étre observé pendant les premiéres heures.
Toutefois, le rehaussement du signal apparait lorsque le débit est maximal (ce débit
correspond au point d’inflexion de la courbe de croissance, voir Fig. 4.22).
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FIGURE 4.28: Variation de la concentration de 1'agent de contraste (CAs) dans les en-

veloppes des graines pour les différentes coupes (o : coupe 2, O : coupe 3, A : coupe
4).

Contrairement aux columelles, dans les enveloppes des graines, l'effet de
rehaussement de l'intensité du signal était visible dés les premiéres images. Comme
on peut le voir sur la Fig. 4.28, le traceur apparait au début de l’expérience. De
plus, la concentration d’agent de contraste dans ces tissus évolue linéairement avec
le temps. Comme illustré sur la Fig. 4.29, dans les enveloppes des graines, la courbe
de variation de T} ne suit pas celle de la prise d’eau (Fig. 4.30). Une corrélation
similaire a été observée dans les columelles et ses tissus environnants (Fig. 4.31).
Ce résultat indique que la réduction du 77 observée dans ce tissu n’était pas liée a
un effet physiologique (modifications dans les aspects structurels des tissus) mais
elle a été provoquée par la présence de I'agent de contraste. Nous avons confirmé ce
résultat a travers I'étude d’une tomate témoin (sans agent de contraste). Dans la
tomate témoin nous avons constaté une corrélation positive entre les variations de T}
et de My (voir Fig. 4.32). La variation du 77 est discontinue, progressive et réguliére
au début (liée a la charge de 'eau libre), ensuite elle devient constante pendant un
certain temps (probablement due a la liaison de I’eau libre aux macromolécules tel
que les lipides, sucres, protéines ...). Notons également que les modifications du T3
sont liées aux cycles de transpiration (transpiration active et lente) du fruit [85].
Cet effet est beaucoup plus prononcé pour les tissus situés a la surface du fruit.
Cette corrélation positive (entre T3 et M) est une caractéristique typique d’un effet
purement physiologique déja observée dans les tissus biologiques [11].
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FIGURE 4.29: Variation du 77 dans les enveloppes des graines (o : coupe 2, [J : coupe 3,
A : coupe 4, + : tomate témoin).

4.5 Dépendance temporelle de la quantité d’eau

Nous avons estimé la quantité totale de la prise d’eau en extrapolant le volume
de la coupe médiane & un volume sphérique (Fig 4.22). A partir de ce calcul, nous
avons évalué une quantité de 350 mg. Dans un deuxiéme temps et afin de quantifier
la quantité totale de la prise du traceur par le fruit tout au long de l'expérience,
nous avons construit un modeéle basé sur des volumes trapézoidaux. Ce modéle a
été construit comme suit : connaissant la quantité totale d’agent de contraste dans
les coupes 1, 2, 3 et 4, les quantités intermédiaires (entre coupes) ont été évaluées
en considérant un volume trapézoidal. Les bases des trapézes sont les surfaces
de chaque tissu segmenté et leurs hauteurs est égale a l'épaisseur de la coupe
correspondante. La méme méthode de calcul a servi a évaluer le volume total dans
les enveloppes des graines et dans les columelles. Sur la base de cette approche, les
quantités totales d’agent de contraste obtenues a la fois dans les columelles et dans
les enveloppes des graines dans le fruit étaient respectivement de 18,65 et 30, 58
mg. Ces quantités correspondent aux volumes : 59,86 mm? pour les columelles et
de 98,72 mm? pour les enveloppes des graines. A la fin de I'expérience, la quantité
d’agent de contraste contenue dans 15 g d’eau était de 1,4 mg. Ainsi, & partir
de la quantité totale de la prise d’agent de contraste par le fruit, nous pouvons
prédire la quantité totale d’eau en utilisant cette relation de proportionnalité.
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FIGURE 4.30: Variation de la densité de protons dans les enveloppes des graines (o : coupe
2, O : coupe 3, A : coupe 4).

1 o] 900 : ~ |
. = AAAAAAAAAA AA
800 IS %@ XX % ; ;go i
1 ’D:t‘j:‘:t\:hdﬁ%uuﬂq:hun:h
- —_ o B
7001 @0 o |
£ "%,
| x 0o O
600 1 ™
0.8 - % 00000 B
. ) O . ><OO
S 500 1 X XXx¥x xQx T xX
2 0.6 @ B
o 400
= o 20 4 6 8 100 120 X
s slice 4 xH
0.4- slice Ep n
slice 3
0 i O
0.2 slice 2 00 >@ i
x  slice 1 XX XXX
0 m@@@@uﬁ@%@m@p@ | -
20 40 60 80 100
Temps (hr)

FIGURE 4.31: Variation de la densité de protons et du 77 dans les columelles et ses tissus
environnants.
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FIGURE 4.32: Variation du T} dans les columelles et dans les enveloppes des graines du
fruit de la tomate sans agent de contraste. Inset : Variations normalisées des densités de

protons correspondantes.
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Les quantités totales et les débits moyens d’eau estimés étaient de : 198 myg,
1,76 mm?/h pour les columelles et de 326 mg, 2,91 mm3/h pour les enveloppes
des graines. La Fig. 4.33 traduit l’évolution de la quantité d’eau au niveau des
enveloppes des graines, les columelles et le fruit pendant toute la durée de croissance.

35 B
o columelles 5 } i
30 * enveloppes des graines @ % % =
—~ o fruit % %
o
S - i i
o
2 20
o
g 157 B
2=
s i
S 10
(@)
5 — -
0 — -
] ] ] ] ] ] ]
0 20 40 60 80 100 120
Temps (hr)

FIGURE 4.33: Evolution temporelle de la quantité d’eau au niveau des columelles, 1’enve-
loppes des graines et le fruit au cours de croissance.

La quantité totale de la prise d’eau par le fruit était de 524 mg pendant les 112
hr de croissance, soit un débit de 4.70 mg/h. Cette quantité est en bon accord avec
la, quantité estimée (350 mg) a partir de la courbe de croissance (voir Fig. 4.22).
Nous avons également confronté nos résultats de la prise d’eau avec ceux déterminés
de fagon totalement destructive, Fig. 4.34. En comparant nos résultats (Fig. 4.33),
obtenus de fagon totalement non-destructive a ceux obtenus par des mesures destruc-
tives (une prise d’eau de 650 mg en 120 h, soit un débit de 5.41 mg/h), il en découle
un excellent accord entre les deux méthodes. De plus, avec 'imagerie RMN on a
pu localiser précisément les tissus responsables de cette prise d’eau. L’absence du
péricarpe peut s’expliquer probablement par une forte évaporation dans ce tissu. En
s’appuyant sur ces résultats, on peut confirmer que le Gd**[Fe(CN)g|>~ /Mannitol
a efficacement tracé une partie des flux d’eau dans le fruit de la tomate cerise.
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FIGURE 4.34: Prise d’eau en fonction des différents tissus. Ces résultat nous ont été fournis
par les agronomes de 'INRA - Avignon dans le cadre de notre collaboration.

4.6 Conclusion

Si 'on ne considére que des mécanismes de relaxation mono-exponentielle
(échange rapide entre I'eau libre et I’eau liée) et/ou multi-exponentielle (échange
lent entre l'eau libre et 1'eau liée), dans ce cas les T} et Tb traduisent un com-
portement moyen de la relaxation des protons. Dans ce modéle on ne tient pas
compte de la complexité structurelle et compositionnelle de la matiére végétale
et traduit l'incapacité d’affecter les temps de relaxation aux compartiments
sub-cellulaires. C’est pourquoi dans cette étude, nous avons eu recours a la
caractérisation des distributions de ces temps de relaxation magnétiques. Cette
étape est un préalable pour pouvoir bien choisir les paramétres de la séquence
d’imagerie de telle facon & maximiser autant que possible le contraste entre les
tissus. La détermination des distributions de T et de T, a été menée par le biais
des transformées de Laplace. D’autre part, nous avons vu que contrairement au
cas de T, les courbes de décroissance de Th ne sont pas mono-exponentielles et
que 'on est obligé d’envisager des échanges lents. Ces investigations menées a
des échelles sub-cellulaires refletent bien la puissance de la technique RMN pour
I’étude des végétaux. Dans ce chapitre, la quantité totale d’eau prise par le fruit
au cours de croissance a été quantifiée par ’étude quantitative de la dynamique
de progression de l'agent de contraste durant 112 hr. Les résultats obtenus ont
mis en évidence que la séquence FLASH associée a des agents de contraste effi-
caces et bio-compatibles offre la possibilité d’évaluer et de suivre quantitativement
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des processus dynamiques liés au transport de I’eau dans les produits agronomiques.

La teneur et le transport de l'eau sont les principaux facteurs controlant la
morphologie et le développement des fruits. Il a été démontré que la connaissance
des distributions de 77 et de M, sont plus informatives pour la caractérisation
de I'état physique de l'eau dans les tissus biologiques comparativement a une
simple interprétation visuelle des images pondérées. Cette mobilité de l'eau est
directement associée a 'activité cellulaire dans les tissus. Une bonne compréhension
de cette activité a une importance fondamentale dans la physiologie des plantes. La
méthodologie proposée, présente plusieurs avantages :

— elle permet (méthode & double angles) un accés rapide aux paramétres
intrinséques sans recourir aux Algorithmes d’ajustement. Cette tache est trés
consommatrice en terme de temps de calcul et peut s’avérer particuliérement
imprécise dans le cas ol les pixels de I'image présenteraient un rapport SB

faible.

— l’étude de validation de la méthode de calcul conduite sur le fantome est
nécessaire afin de vérifier la précision de la quantification du 7;. Les résultats
ont montré un bon accord entre les valeurs calculées par relaxometrie et par
imagerie.

— une nouvelle approche pour 'estimation de la variance du bruit des images
en magnitude a été proposée. Nous avons conclut que la meilleure estimation
du bruit, serait le mode de la distribution de pixels.

— afin d’obtenir une estimation fiable des incertitudes commises sur les pa-
rametres M, et 17 dans chaque voxel, le calcul d’erreur a été réalisé sans
approximations en utilisant des expressions analytiques. Comme indiqué dans
ce chapitre, I’évaluation des incertitudes dans le calcul paramétrique sur des
tissus biologiques devraient étre une partie de chaque étude de I'analyse des
images RMN.

— lopération de segmentation des images a été réalisée avec succes. Elle nous a
permis d’identifier les tissus ol un rehaussement du signal a été détecté.

— l'agent de contraste sélectionné a fourni une bonne bio-compatibilité et
bio-distribution en milieu physiologique.

— la mise en ceuvre de la modélisation compartimentale nous a permis de
quantifier les paramétres cinétiques des tissus des fruits.

Il a été rapporté dans ce chapitre que la distribution de ’agent de contraste dans
le fruit est dépendante des tissus et homogéne pour un tissu donné. En effet, le
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traceur s’est accumulé préférentiellement dans les enveloppes de graines et dans les
tissus entourant les columelles. A partir de ce résultat et a ce stade de développement
du fruit, nous avons souligné que ces tissus sont des puits actifs de croissance. Les
flux hydriques dans les columelles et les enveloppes des graines ont été déterminé,
via la construction d’'un modéle trapézoidal. Le flux enregistré dans les enveloppes
des graines était deux fois plus important que celui dans les columelles. Nous avons
pu distinguer deux mécanismes de transport dans le fruit modeéle. Un premier mé-
canisme linéaire au niveau des enveloppes des graines et un second mécanismes lié¢ a
la croissance du fruit dans la columelle. Il en ressort que la connaissance de la distri-
bution du réseau vasculaire est primordiale pour comprendre les voies de transport
dans le fruit. Ces investigations ouvrent de nouvelles perspectives pour 'utilisation
de ce type d’agents de contraste dans les produits agronomiques pour des études plus
systématiques. En continuité de cette étude, il serait intéressant d’étudier le proces-
sus de bio-distribution de ces nanoparticules paramagnétiques fonctionnalisées par
du glucose ou du fructose. Ces sucres sont les principaux éléments responsables de
la croissance des tissus chez les végétaux.
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Les récents développements technologiques, instrumentaux et théoriques de
I'imagerie RMN ont favorisé ’émergence des travaux de recherches dédiés a I’étude
multi-échelles de la matiére végétale. Bien que cette modalité d’imagerie a été
trés largement utilisée comme technique de diagnostique chez les animaux et
les humains, elle a rencontré un intérét limité pour I'étude des végétaux. Ce
constat peut probablement étre expliqué par le fait que les tissus des végétaux
sont constitués d’'un grand nombre de structures de formes et de tailles diverses
(cellules, membranes, vaisseaux ...), cette complexité structurale et fonctionnelle
rend l'interprétation des images plus difficile. L’objectif principal de ce travail de
thése était de mettre en exergue le potentiel de cette technique d’imagerie pour
I'investigation et la quantification des propriétés physiologiques et morphologiques
associées au transport de l'eau dans les produits agronomiques au cours de leur
développement et de leur maturation. A partir de I'ensemble des résultats relatés
dans ce manuscrit, nous avons pu montrer qu’elle est un outil trés prometteur pour
explorer et mieux comprendre ’architecture et le fonctionnement des végétaux. Le
choix de la tomate cerise comme modéle a été dicté d’une part, par le fait que ce
fruit est riche en eau, ce qui fait de lui un candidat naturel pour cette modalité
d’imagerie et d’autre part, il constitue une espéce modeéle pour les généticiens et les
physiologistes (génome séquencé) donc trés étudiée.

Dans un premier temps, notre démarche a consisté a implémenter un outil
d’acquisition des images et a la mise au point d'une méthodologie de calcul
robuste afin d’extraire de l'information physiologique et structurelle sur les
images. Effectivement, nous avons commencé par 'implémentation d’une séquence
d’'imagerie rapide de type FLASH (Fast Low Angle SHot) qui prend origine de
la séquence classique d’écho de gradient. Cette séquence a été implémentée sur
un spectrométre (tecmag, Apollo) 4.7 T, opérant a la fréquence de résonance des
protons de 200 M Hz. Comme il a été mentionné au troisiéme chapitre, I'interface
Tecmag utilisée pour I'acquisition des images présente I'avantage d’étre un systéme
totalement ouvert et dotée d’une grande flexibilité. Ainsi, 'expérimentateur peut
gérer lui-méme les multiples relations qui permettent de controler, en fonction des
résolutions spatiale et temporelle souhaitées, tout les parameétres qui interviennent
dans la séquence d’imagerie. Nous avons vu que la principale caractéristique de cette
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séquence, était 'utilisation des angles de bascule de I'aimantation inférieurs a 90°.
Cette caractéristique conduit & une diminution substantielle du temps d’acquisition
des images. Nous avons conclut que 'avantage majeur qui nous a guidé a choisir
cette séquence était l'augmentation de la résolution temporelle afin d’atteindre
des acquisitions dynamiques. Dans le but de s’affranchir de la sensibilité de cette
séquence aux effets d’inhomogénéités de By, nous avons travaillé avec un temps
d’écho (Tr = 6 ms) relativement faible. Ensuite, a partir de ’équation analytique de
cette séquence, nous avons réalisé une simulation du contraste entre deux structures
tissulaires. Le but principal de cette opération visait a comprendre 'influence des
différents parameétres d’acquisition (Tg, Tg et ) sur le contraste des différents
tissus du modeéle agronomique. Trés souvent le temps de répétition (Tg) est imposé
par le type d’informations recherchées. En regle générale, un compromis doit étre
trouvé entre le temps d’acquisition des images, les résolutions spatiale et temporelle
et 'échelle du temps de la dynamique des processus physiologiques & observer.
L’étude de la physiologie et de I’anatomie du modéle agronomique a été menée par
le biais de la quantification des paramétres intrinséques T et M. Les cartographies
Ty ont été calculées voxel-par-voxel, a partir de deux angles de bascule ; = 8° pour
acquérir des images pondérées M, et un #, = 60° pour atteindre des pondérations 77 .

Une fois la séquence implémentée et les paramétres influencant son contraste
déterminés, nous ’avons ensuite validé sur fantéme. Le principe de base de cette
validation comportait une comparaison quantitative entre les temps de relaxation
T; de référence, mesurés au moyen de la séquence inversion-récupération, et les Ti
calculés par imagerie a 'aide de la séquence FLASH. Le fantome était formé d’une
batterie de cinq tubes remplis avec différentes concentrations en agent de contraste.
La gamme de concentrations avait été sélectionnée de fagon a couvrir tout les T}
possibles du fruit de la tomate cerise. La comparaison a montré un bon accord
entre les T} de référence et ceux calculés par imagerie.

Dans le deuxiéme chapitre, il a été question d’une étude détaillée sur les divers
mécanismes d’interaction des agents de contraste avec les protons de 'eau. Ainsi, il
a été avancé que les taux de relaxation (relaxivités r; et r9) des protons en présence
d’agents de contraste paramagnétiques, peuvent étre interprétés en terme de deux
contributions :

— relaxivité de sphére externe, engendrée par des interactions longue portée
avec les protons de molécules d’eau libres, la diffusion des molécules d’eau au
voisinage du complexe provoque des fluctuations du champ magnétique local
vu par les protons.

— relaxivité de sphére interne, engendrée par des interactions a courte portée
avec les protons de molécules d’eau directement coordonnées au centre
paramagnétique et 1’échange chimique des molécules d’eau antre le milieu et
la sphére d’hydratation.
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Nous avons vu que pour influencer positivement la conception d’agents de
contraste paramagnétiques, efficaces en terme de relaxivité, l'optimisation du
mécanisme de la sphére interne est une étape cruciale pour y parvenir. Les mesures
de relaxivités transversale et longitudinale (ry et r1), effectuées sur I'agent de
contraste paramagnétique Gd*T[Fe(CN)g]*~ /Mannitol, ont révélé que ce dernier
avait un effet T prépondérant. Cet agent a été utilisé tout au long de nos travaux.
Il est toutefois important de signaler que sa relaxivité longitudinale est multipliée
par un facteur quatre par rapport au Gd commercial (Dotarem®), mesuré dans les
mémes conditions). Ce facteur multiplicatif s’est révélé décisif pour permettre la
visualisation des effets du rehaussement de I'intensité des signaux sur les images.

Au cours de cette étude, nous avons fait valoir l'effet T} du rehaussement du
signal (hypersignal) au détriment de leffet T, (hyposignal). Ce choix avait été
motivé d'une part, par le fait que les effets 75 et T sont tres sensibles aux inho-
mogénéités du champ By, aux artefacts de susceptibilité magnétique et au bruit de
fond. De plus, le Gd*"[Fe(CN)g]>~ /Mannitol présentait un effet Ty prépondérant.
Ces nanoparticules paramagnétiques nous ont servi de marqueur pour tracer les
flux hydriques et pour déterminer la distribution spatiale des molécules d’eau
dans le fruit. Notre approche a donc consisté a maximiser le rehaussement de
I'intensité du signal, par un agent de contraste a effet 7} en combinaison avec une
séquence d’imagerie fortement pondérée T;. Par ailleurs, ces nanoparticules ont été
fonctionnalisées par un motif de type osidique (Mannitol). Cette fonctionnalisation
avait pour but d’augmenter sa bio-compatibilité et par voie de conséquence d’étre
absorbé par le fruit au cours de sa croissance in vitro dans ’aimant.

Comme il a été illustré sur le schéma de l'expérimentation au quatriéme
chapitre, nous avons placé le fruit avec son pédicelle émergé dans un pot rempli
d’agent de contraste a la concentration 10 mM. L’objectif était de quantifier et
de tracer, a l'aide de ce traceur, les flux hydriques qui arrivaient dans le fruit.
Pour cela, on a réalisé des acquisitions d’images avec des pondérations alternées
(une pondération 73 suivie d'une autre pondération My, sur la méme coupe),
a différents offsets (cinq coupes) pendant 112 hr. Le principe de base de notre
démarche était de visualiser les effets du rehaussement du signal causés par 'arrivée
de I'agent de contraste. Lorsque les molécules d’agent de contraste arrivent dans
le fruit, ils raccourcissent les temps de relaxation 7 des protons des molécules
d’eau avoisinantes. Ce raccourcissement des T s’accompagne d’une exaltation de
I'intensité du signal RMN dans les régions ou ces nanoparticules s’accumulent.

La caractérisation des temps de relaxation a été menée par le biais de la trans-
formée de Laplace. Cette étape est primordiale afin de pouvoir maximiser autant
que possible le contraste entre les tissus, par un choix judicieux des paramétres de
la séquence. En outre, la détermination des distributions des temps de relaxation
nous a permis d’avoir accés a des informations a des échelles sub-cellulaires. Les

124



Conclusion générale

compartiments de la wvacuole, cytoplasme et de la paroi cellulaire ont pu étre
identifiés. Nous avons également indiqué que I'estimation des incertitudes commises
dans les calculs paramétriques est une opération clé et devrait étre une partie de
chaque étude quantitative menée sur les tissus des végétaux. Nous avons aussi
mis au point un algorithme de segmentation des images qui nous a conduit a
I'identification des tissus ot un rehaussement du signal, causé par 'agent de
contraste, a été détecté. A partir de cette opération de segmentation, une forte
activité cellulaire a été observée dans les enveloppes des graines et dans les tissus
entourant les columelles. La quantité d’eau prise par le fruit et les flux hydriques
enregistrés dans ces tissus actifs ont été quantifiés par la construction d’un modéle
trapézoidal. Nous avons pu distinguer deux mécanismes de transport dans le fruit
modele. Un premier mécanisme linéaire au niveau des enveloppes des graines et un
second mécanismes lié a la croissance du fruit dans la columelle.

L’imagerie RMN posséde des atouts incontestables pour 1’étude des plantes.
Gréce aux différents paramétres naturels des tissus (77, Tp et My) et les paramétres
instrumentaux (Tg, Tr et 0), Uexpérimentateur dispose d’une myriade de moyens
d’étude multi-échelles des transformations physiologiques et morphologiques des
structures tissulaires dans les végétaux. Ses caracteres non-invasif et non-destructif
font d’elle une méthode de choix pour mener des recherches in vivo. Nous avons pu
mettre en avant dans cette étude, que cette modalité d’imagerie combinée avec des
agents de contraste efficaces et bio-compatibles a le potentiel de devenir un outil
prometteur et indispensable pour la recherche agronomique. Finalement et en guise
de conclusion, nous estimons avoir apporté des outils qui permettent la rationalisa-
tion des choix méthodologiques qui ont pour but I’étude et 'optimisation de ce type
de protocole d’imagerie RMN appliqué aux végétaux.

Perspectives

Les expériences menées dans ces travaux de these, ont été réalisées au cours
de la culture de fruits détachés dans un milieu de composition connu. Il serait
intéressant d’envisager la méme démarche sur une plante entiére. Cela suppose
une amélioration et une adaptation du dispositif expérimental. Le but serait de
tracer, via la tige principale, les flux d’eau et osidique (fructose et glucose) entre
la plante et les organes puits. En effet, les apport en sucres (constituants majeurs
de la matiére séche et principale source d’énergie) via le phloéme et leur devenir
(bio-distribution et stockage) dans le fruit impactent fortement la saveur du fruit.
Ces sucres sont également les principaux éléments responsables de la croissance et
du développement des tissus des produits agronomiques. Ce marquage sera atteint
par la conception d’agents de contraste multifonctionnel possédant un motif de
reconnaissance propre au transport des sucres et d’un coeur magnétique permettant
le suivi du devenir de I'objet par imagerie RMN. On peut envisager également de
suivre d’autres composés comme la vitamine C et les acides (Malique et Citrique),
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ces derniers interviennent dans la qualité gustative et nutritive des fruits. Le
marquage des hormones peut s’avérer trés important dans la signalisation des stress
en réponse a des stimuli exogéne ou endogéne.

Une connaissance de 'architecture du réseau vasculaire des fruits s’avére primor-
diale afin de fournir des interprétations rigoureuses sur les voies du transport au sein
du fruit. Ceci pourra se réaliser par une corrélation des images RMN 3D (séquence
FLASH 3D) avec des modéles informatiques, dans le cadre de notre collaboration
avec I’équipe Virtual Plants de 'INRIA. Les images ci-dessous, illustrent le réseau
vasculaire du fruit de la tomate cerise, construit a partir de simulations informatique.

Dans la continuité de I’étude menée pour la caractérisation des distributions des
temps de relaxation, on pourra envisager une étude sur la dépendance temporelle
des proportions d’eau de chaque population des constituants sub-cellulaires, soumis
a un stress hydrique (via par exemple un flux d’air chaud). L’objectif serait de
comprendre comment l'eau se réorganise au niveau cellulaire en réponse a ce stimuli.

D’un point de vu instrumental, le développement de I'instrumentation & base de

microsonde devrait améliorer le SB et les résolutions spatiale et spectrale pour des
mesures plus localisées.
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Annexe A

A.1 Etablissement des équations de Bloch

Pour une population de noyaux placée dans un champ magnétique B:

—

dM - o
—=~MAB Al
=7 (A1)
Soit,

dM - - - - - -
= Y( Myt + Myg + M.k) N (Byi + Byj + B.k) (A2)

Le produit vectoriel étant distributif, il vient :

d - hd = - — —
—(Myi+Myj+Mk) =~(M,B,—M.B,)i+~(M,B, — M,B,)j+~(M,B,— M,B,)k

dt
(A3)
Les composantes M, M, et M, évoluent selon :
dM, M, dMy M, dM, M,— M, (A4)
a T, dt T, dt 0T
Les équations de Bloch s’écrivent :
dM. M,
L = ~(M,B, — M,B,)) — —= A5
dt 7( ) y) T2 ( )
dM, M,
=v(M.B, — M,B.) — = A6
2% = o )3 (46
dM, My — M,
= ’Y(MxBy MyBx) + - (A7)
dt Ty

A.2 Résolution des équations de Bloch

Il s’agit d’un systéme différentiel du premier ordre & second membre variable que

I’on résout par la méthode de Lagrange, dite de variation de paramétres. On pose
d’abord :
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dM, M,

== M, = ket A8
dt , ¢ (A8)

dM, M, L,

—_y M, =k, e t/T2 A
dM, My— M B

d — z M — MZ - kz t/T1 AlO
dt . ¢ (A10)

On considére maintenant les k,, k, et k. comme des variables et on dérive, il vient :

dke _yry ke _ym, M, dk, 4T
_ S =~(M,B, — M,B,) — — — = *(MyB. — M.B
di e T € V(M y) T, dt et (M, y)
(A11)
Un raisonnement analogue sur £, et &, conduit aux équations :
dky t/TQ
dk, T
o = e (M,B, — M,B,) (A13)
Les Eqgs. (A8), (A9) et (A10) s’écrivent :
M, = ye /T / e!/"2(M,B, — M,B,)dt (A14)
M, — et/ / /(M. B, — M,B.)dt (A15)
My — M, =~e¥/h / /T (M, B, — M, B,)dt (A16)

A.3 Calcul des composantes M,, M, et M,

En portant dans 'Eq. (A16) les valeurs de M, et de M, on aura :

Mo—M, = ~ve H/h / et/ (e_t/Tl / ¢!/ (B,(M.B, — M,B.) — B,(M,B. — M.B,)) dt) dt
(A17)

My — M, =~e ¥/ / e’/ (Ty(M.B2 — B.M,B, — B.M,B, + M.B2)) dt (Al8)

My — M, = ¢ ¥/h / /Ty Ty M, (B? + Bz)dt —et/h

/ 42T\ B.(M, B, + M,B,)dt (A19)
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dM,
My — M, = ¢~ t/T / Ty’ ( (Bl Bj)dt) dt
_ e_t/Tl/et/Tl’}/QTle(Mme‘I’MyBy)dt (A20)

Soit avec B, = Bycost, B, = —B;ysint et B, = B,

dM.,
My — M, = ¢ /T / Ty Ty B? ( / p7 dt) dt — v*TyBye t/M / et/

<6t/T1 /’}/et/Tl(Bz(Msz - Msz) + By(Msz - MxBZ)dt) dt (A21)

Mo - Mz = ’szlTQB%MZ — ’}/2T2306_t/T1

< / ¢/ yTy(B, B-M, — B,B,M. + B,B,M. — BszMx))) dt - (A22)

My — M, = v¥TyTy BiM, — ~*T; B} (e_t/Tl / vel/ T (B, M, — MZBy)dt) (A23)

Le terme entre parenthéses est égale a My — M, d’ou

My — M, = ¥*TyToBiM, — v*T3 B3 (Mg — M,)
= (Mo — M,)(1 + T3 B3) = v* T Ty B M, (A24)

1+ T3 B2

M, = M,
*1 4+ ~2T2B2 + 2Ty T, B2 M,

(A25)

En portant M, dans M, on obtient :
M, = ye VT / et/ T (Bz (e_t/TQ / e (M, B, — Msz)dt) - MZBy) dt (A26)

M, = ~ve t/T / !/ (B, Tyy(M.B, — M, B.) — M.B,) dt (A27)

M, = e /T / e/ (ByTyyM. B, — M, BTy — M.B,) dt (A28)

M, = e T (v Ty(M,(BoToy B, — B3vToM,)) (A29)
1+ ~*B3T3
1 +72B2T3 + 2 BT, T,

M, (1+~*B2T3) = My Ty By (YBoTy coswt +sinwt) (A30)

- M0’72B1T2(’7B0T2 cos wt + sin wt)

M,
1+ ”}/QB(Q]TQQ + ’}/2B%T2T1

(A31)
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En portant M, dans M,, il vient :

M, = ye /T / et/ (MZBJC — B,e YT ( / T2 (M,B, — Msz)dt)) dt (A32)

M, = ye /T / /™ (M, B, — yTyBiM, + T2 By M. B,) dt (A33)
2 2 —t/T: t/T dM,
M, = —*TyB; [ dM,dt + e~"/72 [ e'/*2 o (B, +12ByBy)dt | dt  (A34)
M,(1 +~*B3T3) = yTy By M (cos wt — 4Ty By sin wt) (A35)
Myy? By T (cos wt — yTy By sinwt)
M, = 2 R2772 2132 (A36)
L +~2By1s + v*BilaTh

Toutes les composantes dépendent du champ radiofréquence B; et deviennent
négligeables lorsque B; est élevé, si bien qu’on ne peut plus rien observer, on dit
alors qu'’il y a saturation. Le terme v?BiTyT) est appelé facteur de saturation. Afin
d’éviter cette saturation, on le prend toujours négligeable devant 1'unité. La courbe
de dispersion et la courbe de résonance sont des parties de ces composantes pour
t =0, alors :

Mo’)/QBoBlTQQ
e U e} A37
14 (vBo)*Ty (A37)
Moy B1T> (A38)

"I+ (BT

Ces démonstrations ont été tirées a partir de [86].

A.4 Détection du signal RMN

Les ondes électromagnétiques mises en jeu en résonance magnétique nucléaire
(spectroscopie et imagerie) ont des fréquences dans la gamme de quelques méga-
hertz a plusieurs centaines de mégahertz. La digitalisation de tels signaux exige
I’acquisition d’un grand nombre d’échantillon. Il est donc tres délicat de numériser
de telles fréquences avec une bonne dynamique. Afin de remédier & cette limitation,
on a recours a diminuer la fréquence du signal avant de le digitaliser. Le schéma de
la figure ci-dessous illustre le principe utilisé dans les spectrométre et imageur par
RMN pour abaisser cette fréquence.

Afin de mieux illustrer notre propos, nous allons considérer que la fréquence du
signal (fréquence de Larmor) est de wg = 200 M Hz. Le signal est mixer (de fagon
analogique) avec un signal émanant du synthétiseur a la fréquence ws,, = 199.99
M H z. La représentation mathématique du signal qui sort du mixeur s’écrit comme
suit :
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Synthétiseur de fréquence
COS(Wsyn t + ¢ syn)

antenne de FID E fitre
signal E basse-bas
A cos(mot + ¢o) 9T

A cos(mot + ¢o) COS(msyn t + @ syn)

signal
~«—— (A72) cos((mo- wsyn) t + 0o - Psyn)

Fig. 1A: Détection simple du signal RMN.

A cos(wot + CbO) X Cos(wsynt + Cbsyn) = é[COS((WO + Wsynﬂ + ¢0 + qbsyn)
+ cos((wo — Wsyn)t + G0 — Psyn)] (A39)

A partir de cette équation on observe aisément que le signal contient deux
fréquences wy + wsyn (399.99 MHz) et wy — wyy, (0.01 MHz). Le filtre passe-bas
¢limine la composante haute fréquence wy + Weyn. A partir de ce procédé, la
composante basse fréquence 0.01 M Hz peut étre facilement numériser avec une
bonne dynamique.

Le schéma de la Fig. 2A illustre le principe de la détection en quadrature du
signal RMN. Le signal qui sort des filtres est sous forme complexe et il a pour

expression : s(t) = exp [j((wo — Wsyn)t + G0 — Psyn)]-

Il en découle que le signe de wy — wgyy, est préservé contrairement a la détection
simple (pas possible de savoir si wy > wg,, ou 'inverse). En outre, la TF de ce signal
complexe donne une seule raie (deux raies symétriques d’amplitude A/4 en détection
simple) d’amplitude A/2. La détection en quadrature permet d’acquérir un signal
d’amplitude deux fois plus importante par rapport & celle en détection simple.
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A cos(mot + ¢o) COS(Wsyn t + P syn)

T fitre
_———
composante basse-bas
T réelle
COS(Msyn t + ¢ syn) Y
antenne de \gynthétiseur de fréquence s(t) —
receptlon sin (wsyn t + ¢syn)

composante
imaginaire fitre
%
l basse-bas

A cos(mot + ®o) Sin((Dsyn t+ dsyn)

Fig. 2A: Détection en quadrature du signal RMN.
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OH OH

Fig. 1B: Representation du Mannitol.

(111)
(112)
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Fig. 2B: Diffractogramme DRX du Gd**[Fe(CN )g]>~ /M annitol.
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Annexe C

clear all;
clc;
close all;

intl
int?2
int3
int4d
intbh

load(’ /home/samir/DataTxt/tubel.txt’);
load(’/home/samir/DataTxt/tube2.txt’);
load(’/home/samir/DataTxt/tube3.txt’);
load(’ /home/samir/DataTxt/tubed.txt’) ;
load(’ /home/samir/DataTxt/tubeb.txt’) ;

S2
S1

[int1(12 deg) , int2(12 deg) , int3(12 deg) , int4(12 deg) , int5(12 deg)];
[int1(58 deg) , int2(58 deg) , int3(58 deg) , int4(58 deg) , int5(58 deg)];

thetalmin = initialisation de la valeur minimale;
thetalmax = initialisation de la valeur maximale;
theta2min = initialisation de la valeur minimale;
theta2max = initialisation de la valeur maximale;

er = 0.10; erreur de 10%

nthetal = nombre d’itération pour thetal;
ntheta2 = nombre d’itération pour theta2;
nD = 10;

T1 = [240, 410, 745, 890, 1280]; % T1 mesurés par la séquence
inversion-récupération

for ithetal = 1:nthetal
for itheta2 = 1:ntheta2

thetal
theta?2

(thetalmax - thetalmin)*ithetal/nthetal + thetalmin;
(theta2max - theta2min)*itheta2/ntheta2 + theta2min;

thetal

thetal.*pi/180;
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theta2 = theta2.x*pi/180;

for ii = 1:5

xi(ithetal,itheta2) = 0;

for itl = -nD:nD
for it2 = -nD:nD
alphal = thetal*(l+erxitl/nD);
alpha2 = theta2*(l+er*it2/nD);
NUMER = S1(ii)*sin(theta2)-S2(ii)*sin(thetal);
DENUM = S1(ii)*cos(thetal)*sin(theta2)-S2(ii)*cos(theta2)*sin(thetal);

expo = NUMER./DENUM;

NaN;
NaN;

expo (expo < 0)

expo(expo > 1)
Tlimagerie(ithetal,itheta2) = -110./log(expo);

xi(ithetal,itheta2) = xi(ithetal,itheta2) + abs(T1(ii) -
Tlimagerie(ithetal,itheta2));

end
end
end
end
end

[itetalopti, iteta2opti] = find(xi==min(xi(:)));

tetalopti = (thetalmax - thetalmin)*itetalopti/nthetal + thetalmin;
teta2opti = (theta2max - theta2min)*iteta2opti/ntheta2 + theta2min;

figl = figure(’color’,[1 1 1]);

contourf (xi./max(xi(:)))

colorbar

set(gca, ’XTickLabel’ ,xhandle,’YTickLabel’, yhandle)
xlabel (’\theta_2 (degrees)’)

ylabel (’\theta_1 (degrees)’)
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D.1 Traitement du signal RMN

Dans cette annexe, nous tenterons de décrire succinctement les différentes
étapes de traitement du signal RMN que nous avons effectué par programmation
informatique sous MATLAB pour traiter les données. Tout d’abord on récupére
les fichiers de données (FID) brut (en binaire) au format (*.tnt) que nous lisons
sous MATLAB. Une fois le fichier est lu, nous procédons a une série d’étapes du
traitement (prétraitement) de la FID. Cette étape de prétraitement a pour objectif
principal I'amélioration de la qualité des images aprés Transformée de Fourier. Les
différentes procédures de traitement sont énumeérées comme suit :

D.1.2 Correction de la ligne de base

Cette opération vise a corriger la ligne de base des spectres et les échos. Elle per-
met d’en améliorer 'aspect ainsi que la précision des calculs (Amplitude, intégrale,
temps de relaxation, largeur & mi-hauteur ...). Lorsque la ligne de base des spectres
n’est pas totalement plane, I'identification des pics d’intérét se révéele plus compli-
qué. On peut corriger cette ligne de base, en faisant un ajustement (fitting) de ses
points par une fonction polynomiale, ou bien par une série de fonctions sinusoidales
ou par un simple calcul de leurs moyenne. Pour traiter nous données RMN, nous
avons systématiquement procédé au calcul de la moyenne des points de la ligne de
base, qu’on retranches ensuite au spectre.

D.1.3 Zéro filling

La résolution spectrale pourrait étre améliorée par le Zéro filling. Cette opération
consiste a rajouter artificiellement des zéros dans la FID. Pour une FID acquise avec
N points (N échantillons), sa Transformée de Fourier produira % points complexes.
Si l'on s’intéresse uniquement a la partie réelle du spectre, on disposera que la
moitié de 'information. Par ailleurs, si on rajoute, par exemple, N zéros a la FID on
aurait récupéré les % informations restantes. Ceci résulte du fait que la Transformée
de Fourier de 2N points, nous donnera N informations sur la partie réelle et N
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informations sur la partie imaginaire du spectre. Afin de traiter nos données, nous
avons systématiquement rajouté un Zéro filling.

D.1.4 Apodisation

Trés souvent en RMN, le signal est tronqué avant que ce dernier ait une valeur
nulle de facon permanente. Alors, on observe une discontinuité brutale dans la FID.
La Transformée de Fourier d’un tel signal va engendrer des oscillations d’amplitudes
plus au moins grandes autour des pics d’intérét. Ces oscillations sont pénalisantes
car elles modifient I'allure des spectres et par conséquent, elles peuvent influencer
négativement la qualité des images qui se manifestent par I’apparition de spots trés
intenses. Ceci peut également fausser l'interprétation des images. L’apodisation a
pour but donc d’adoucir ces discontinuités de la FID. Mathématiquement, cette
opération consiste a multiplier, dans le domaine temporel, le signal RMN par des
fonctions d’apodisation. Parmi les fonctions les plus utilisées, on peut citer : gaus-
sienne, exponentielle, lorentzienne et la fonction triangle. Pour le traitement de nous
données nous avons eu toujours recours a la fonction gaussienne deux dimensions.

D.1.5 Correction de phase

Mathématiquement, le signal RMN enregistré par une détection en quadrature,
est sous forme complexe. La Transformée de Fourier d’un tel signal aura comme
résultat une partie réelle R(w) et une partie imaginaire /(w), déphasées de 7. En
raison des déphasages (¢ et ¢1), les composantes d’absorption A(w) et de disper-
sion D(w) pures, s’écrivent comme des combinaisons linéaires des parties réelle et
imaginaire, selon :

R(w) = A(w) cos() + D(w) sin(@) (D1)
I(w) = A(w) sin(@) — D(w) cos(9) (D2)

La phase a corriger s’écrit comme suit :

P(w) = ¢o + prw (D3)

Avec ¢ est le déphasage constant, associé au fait que la phase du récepteur n’est
pas parfaitement alignée sur la phase d’émission. ¢; décalage de phase associé a la
précession des aimantations durant 'intervalle de temps qui sépare ’excitation de la
détection. Ainsi, les composantes d’absorption et de dispersion pures sont recalculées
par les expressions :

B
£
I
=
E
(@)
@}
2
&
_l_
=
£
<
=
=
0
=
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E.1 Temps de relaxation 77 et T, dans les tissus

Dans les tissus biologiques, les molécules d’eau sont soumises a des mouvements
de rotation (caractérisé par un temps de corrélation 75), de translation (caractérisé
par un temps de corrélation 7r) et des échanges de protons. Le schéma de la Fig.
1E illustre ces différents mouvements.

Fig. 1E: Structure dynamique de 1’eau dans les tissus biologiques.

Bloembergen-Purcell et Pound ont montré que dans un mouvement moléculaire
isotrope (Tp = 70 = 7.), caractérisé par un temps de corrélation 7.. Les temps de
relaxation T} et Ty sont donnés par :

1 T, 4T,

A c ¢ E1

Ty (1+w87'02 + 1+4w8702> (E1)
1 5T, 2T,
T 2
T <T+1—|—w§7'c2+1+4w§7'3) (E2)

A, mesure I'intensité d’interaction dipolaire, ¢’est-a-dire le couplage inter et intra-
moléculaire. La structure dynamique de ’eau libre dans les tissus s’apparente a celle
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de l'eau pure (7, = 10712 sec), il vient alors que wy7. << 1. Dans ce cas les T} et T
s’écrivent :

1

T, = E
! 5AT, (E3)

-t ()
> 104,

Il en ressort des Eqgs. (E3) et (E4) que les temps de relaxation diminuent au fur
a mesure que la mobilité des molécules d’eau est réduite. Les temps de corrélation
de l'eau lice dans les tissus est de lordre : 7, = 1075 a4 107 sec. Il en découle que
wo Te >> 1. Dans ce cas les T et 15 s’écrivent :

w27'
T, =-—2°¢ E
17 9 (E5)
Ty, = ! (E6)
2 3AT,

Le Ty augmente donc comme w? dans les tissus. Les variations de T avec la
fréquence dépendent des tissus et que leur contraste diminue quand wy augmente. A
partir des Eqs. (E5) et (E6), on observe qu’a wor. = 1 (la période des mouvements
moléculaires est de l'ordre de celle de Larmor), le 77 augmente alors que le T
continue de diminuer. Lorsque la structure devient rigide = 177 >> T.

E.2 Modéles tissulaire

Dans l'eau pure, aux fréquences RMN standards, les molécules d’eau ont des
mouvements rapides et le temps de corrélation correspondant est court (w7, << 1).
Dans ce cas les temps de relaxation T} et T sont égaux, ayant une valeur d’environ
3s. La situation dans les tissus biologiques est radicalement différente. La relaxation
spin-spin souvent ne peut étre ajustée par une mono-exponentielle et doit étre ana-
lysée en terme d’un processus multi-exponentiel. La relaxation spin-réseau dans les
tissus est généralement mono-exponentielle. Un certain nombre de théorie ont été
mise en avant au sujet de la nature de l’eau dans les tissus. Dans ce qui suit nous
allons mettre en exergue la théorie la plus répandue, la théorie de [’eau structurée,
afin d’expliquer la réduction des temps de relaxation dans les tissus. Elle présente
aussi 'avantage du fait que certaines de ses prédictions les plus importantes peuvent
étre soumises a des testes expérimentaux. Dans cette théorie, les macromolécules et
les ions conférent a l’eau intracellulaire une sorte de semi-cristalinité, et c’est cette
réduction de la liberté de mouvement qui explique les temps de relaxation courts.
Cette théorie stipule que la majorité de 'eau des tissus se comporte exactement
comme l'eau pure (eau libre), mais il existe une petite mais significative fraction
d’eau liée aux macromolécules. A cet effet, il y a une preuve directe dans I’observa-
tion d’une certaine fraction d’eau des tissus qui reste non congelée a une température
inférieure & 0 °C. Cette fraction caractérisée par une mobilité réduite est directement
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associée a la phase liée. Toutefois, il faut reconnaitre d’emblée que la nature struc-
turelle complexe de I’environnement cellulaire ne peut pas étre correctement décrite
par deux phases, deux temps de corrélation, particuliérement quand il s’agit de la
relaxation spin-spin, pour laquelle I'effet du mouvement anisotrope peut bien étre
important. Cependant, un tel modéle offre une idée, d’au moins qualitativement,
des processus de relaxation possibles dans les tissus biologiques.

E.2.1 Modéles a échanges lents T; « 7,

Le 7.; étant les différents temps d’échange. Dans ces modeles, les courbes de
relaxation ont un comportement multi-exponentiel correspondant a des phases qui
ne sont pas en échange ou caractérisées par un échange entre phases extrémement
long, tel que :

t
M:MQZPN—TZ' (E7)

T;, temps de relaxation de la "¢ phase. P; représente, la proportion des protons
dans chaque phase, de telle sorte qu’on aura :

Y p=1 (E8)

Dans ce modéle, chaque phase protonique relaxe indépendamment.

E.2.2 Modéles a échanges rapides T; » 7;

Le 7, vaut environ 1079 sec, valeur négligeable devant les temps de relaxation
habituellement mesurés dans les tissus. Ces modéles décrivent bien donc les échanges
entre les protons des molécules d’eau libres et liées. Ainsi, les courbes de relaxation
ont un comportement mono-exponentielles tel que :

P
a0y, —
M = Mye = Ti (E9)

Le systéme de spin relaxe ainsi de facon exponentielle & un taux qui correspond
a la moyenne pondérée des taux de relaxation dans les différentes phases, il vient :

1 " P,
i E -t E10
L T 10

Dans ce modéle, les temps de relaxation présenteront des valeurs moyennes des
différentes phases. Dans le cas intermédiaire (entre les échanges rapides et longs) les
courbes de relaxation ne sont plus exponentielles.
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E.2.3 Relation entre teneur en eau et les temps de relaxation

Considérant maintenant que les proportions des protons libres (Py, I'indice f
pour "free") et liés (P, 'indice b pour "bound") sont caractérisées respectivement,
par les temps de relaxation T et T;. Notons que la structure dynamique de 'eau
libre s’apparente a celle de 'eau pure. L’Eq. (E11) régit les échanges rapides entre
I’eau libres et ’eau liées dans les tissus biologiques. Nous allons maintenant examiner
la corrélation entre la proportion d’eau et le temps de relaxation 77. Si on considére
le modéle & deux phases avec échange rapide des protons des tissus et tenant compte
de I’'Eq. (E10), nous pouvons réécrire I'expression du taux de relaxation selon :

(@ 6)

Généralement dans les tissus biologiques, nous avons (1/77); << (1/11),. 1
devient évident, a condition que le (1/77), n’est pas fonction de P,, le taux de
relaxation (1/77) est directement proportionnel a la fraction de I’eau liée. Donc on
conclut que 'augmentation de la quantité d’eau modifie spontanément les temps de
relaxation des protons tissulaires. De plus, 'accroissement de la fraction d’eau libre
(Pf) induit une augmentation du temps de relaxation.

L’étude présentée dans cette Annexe, a été menée sur la base des références

[11][19][36].
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Farm Management in Protected Cultivation. Acta Horticulturae. Nanging -
China (article conférence). Novembre 2012

http://www-sop.inria.fr/virtualplants/Publications/2012/
CBKZGGGB12/
http://www.actahort.org/books/957/957_27 .htm

— S. Kenouche, G. Morrot, J. Larionova, N. Bezzi, Y. Guari, M. Cieslak,
M. Zanca, N. Bertin, C. Godin and C. Goze-Bac, Spectroscpie et imagerie
RMN appliquées en agronomie. 13" Journées de la Matiére Condensée de
la Société Fraicaise de Physique. Montpellier - France (oral). Aottt 2012

http:/jmcl13.univ-montp2.fr/IMG/pdf/book_jmcl3.pdf

— S. Kenouche, J. Larionova, N. Bezzi, Y. Guari, M. Cieslak, M. Zanca, N.
Bertin, C. Godin and C. Goze-Bac, NMR investigation of functionalized
magnetic nanoparticles FesO4 as T7 and T, - contrast agents. 7¢*¢colloque
Science et Technologie des Poudres. Institut National Polytechnique Toulouse
- France (oral). Juillet 2012.

http://inpact.inp-toulouse.fr/STP2012/images/Programme_STP2012_
FINAL220612.pdf

— S. Kenouche, N. Bezzi and C. Goze-Bac, Development and optimization
of FLASH sequence in NMR imaging. Journée des doctorants, 20" edition.
Campus St Priest Montpellier - France (oral). Juin 2012

http://www.doctiss.info/programme/

— M. Cieslak, M. Génard, S. Kenouche, C. Goze-Bac, C. Godin and N.
Bertin, Towards a 3D virtual fruit model integrating fruit architecture and
physiologie. IX International Symposium on Modelling in Fruit Research and

Orchard Management - Canada (article conférence). Avril 2011

https://www-sop.inria.fr/virtualplants/Publications/2011/
CGKGGB11/

— S. Kenouche, N. Bezzi, N. Bertin, M. Zanca, M. Génard and C. Goze-Bac,
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Publications et encadrements

New contrast Nuclear Magnetic Resonance Imaging agents for agronomy.
Journée des doctorants, 19" edition. Campus St Priest Montpellier - France
(poster). Mai 2011

http://www2.lirmm.fr/doctiss11/

Encadrements

— Mars - Juin 2012 (Montpellier) : M. Vladimir Caillat, stagiaire en Licence
Professionnelle "Contréle et Mesure de la lumiére et de la Couleur", de
I’Université Montpellier 2. Le sujet de stage portait sur le "Traitement
d’images IRM". Le stagiaire a été formé aux séquences IRM et a leur mise en
ceuvre sur un imageur 4.7 Tesla Tecmag ainsi qu'aux traitement des données
et a leur interprétation sous le logiciel Matlab.

— Mai - Juillet 2012 (Montpellier) : M. Houssem Omrani, Master 2 Physique
Recherche "Physique de la matiére condensée" de I’'Université de Sfax, Tunisie.
Le sujet de stage portait sur les "Etudes RMN du graphéne". Le stagiaire a
été formé aux séquences RMN ainsi qu’au traitement des données et a leur
interprétation sous le logiciel Matlab.
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