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RESUME

Objectif : La chimiothérapie est une méthode qui a fait ses preuves quant a 1’¢limination de
différents types de cancers. Cependant la cardiotoxicité associée reste sa plus grande barriére a la
bonne santé a long terme des patients. Les jeunes patients recevant un haut dosage sont les plus
touchés par cette cardiotoxicité, précoce ou retardée selon les cas. Cette étude vise & examiner la
réaction précoce du myocarde a I’injection intraveineuse d’une haute dose de médicament anti-

cancéreux chez un large modeéle animal par IRM multiparamétrique (mpMRI).

Matériel et méthodes : Cing miniporcs Yucatan femelles prépubéres ont recu 5 doses de
doxorubicine (75mg/m?) a trois semaines d’intervalles (dose cumulative totale de 375mg/m?)
formant le groupe expérimental appelé groupe Doxo. Deux miniporcs ont recu de la saline selon
le méme protocole, formant le groupe contrle. Trois acquisitions d’images IRM et
échocardiographiques ont été réalisées au cours du projet : la premiére avant la premiére injection
(A1), la deuxiéme aprés la quatriéme injection (A2, dose cumulative de 300mg/m?) et la troisieme
trois semaines apres la derniere injection (A3). Des tests d’hématologie ont été réalisés pour vérifier
la déficience de I’immunité due au traitement de chimiothérapie. Les données d’IRM ont été
comparées entre les acquisitions et les groupes grace a des ANOVA a une voie sur les rangs et
incluaient le déplacement cumulatif de chaque point du contour myocardique, les aires
ventriculaires, la longueur des ventricules, 1’épaisseur des parois, la torsion du ventricule gauche,
les valeurs cumulatives de contrainte et déformations selon von Mises, les temps de relaxation T1

(avant, T1pre, et apres, T1post, I’injection d’un agent de contraste) et T2.

Résultats : Les miniporcs recevant la chimiothérapie ont souffert d’alopécie et de diarrhée pendant
quelques jours apres chaque injection. Les taux de globules blancs et de plaquettes ont chuté dans
le groupe Doxo restant stable chez les miniporcs sains. Les fractions d’¢jection et de
raccourcissement ainsi que le flux aortique ont chuté lors de la derniére acquisition dans le groupe
Doxo, ce qui n’a pas eté noté chez les porcs sains. Les mesures d’aires, de longueurs, d’épaisseurs
et de torsions calculées par IRM présentaient des courbes similaires mais dont I’amplitude
changeait selon les groupes et les acquisitions. Les valeurs de contraintes et déformations ont

diminué lors de la derniere acquisition en systole et fin de diastole. Les valeurs de T1lpre ont
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diminué avec le temps dans le groupe controle. Les valeurs de T1post ont diminué dans les deux

groupes. Les valeurs de T2 ont diminué dans le groupe Doxo.

Conclusion : Le miniporc recevant un traitement de chimiothérapie selon le protocole clinique est
un modéle approprié a 1’étude des Iésions cardiaques. Notre protocole IRM, utilisant conjointement
la relaxométrie et le ciné-IRM, se révele plus apte pour la detection précoce des changements
structurels cardiaques, induits par le traitement de chimiothérapie, que la méthode standard
d’échocardiographie. Une telle méthode va pouvoir aider les cliniciens a personnaliser les
interventions thérapeutiques selon la réaction de chaque patient.

Mots-clés : Cardiotoxicité. Doxorubicine. Miniporcs. IRM multiparamétrique. Ciné-IRM. Temps

de relaxation. Fonction cardiaque.
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ABSTRACT

Purpose: Chemotherapy has been proven to be the best way to eliminate several types of cancer.
However, the associated cardiotoxicity is an important drawback to the long-term well-being of
patients. Young patients receiving a high dosage are the most prone to develop this cardiotoxicity,
which can occur either early or late after treatment. This study aims to investigate the early
myocardial response to an intravenous injection of a high dosage of anticancer agent, using

multiparametric MRI (mpMRI), in a large animal model.

Material & Methods: Five young female Yucatan minipigs received five doses of doxorubicine
(75mg/m?), one every three weeks (total cumulative dose of 375mg/m?), constituting the
experimental group called Doxo group. Two minipigs received saline under the same protocol,
constituting the control group. Three MRI and echocardiographic images acquisitions were
performed: the first before the first injection (Al), the second after the fourth injection (A2,
cumulative dose of 300mg/m?) and the third three weeks after the last injection (A3). Hematologic
tests were performed to verify the immune deficiency due to chemotherapy. MRI data were
compared between groups and acquisitions using one way ANOVA on ranks and included
cumulative displacement of each point on the myocardial contour, ventricular areas, ventricular
lengths, wall thicknesses, left ventricle torsion, cumulative values of von Mises stress and strain,

relaxation times T1 (before, T1pre, and after, T1post, a contrast agent injection) and T2.

Results: Minipigs receiving chemotherapy suffered from alopecia and diarrhoea for some days
after each injection. White blood cells and platelets rates decreased in the Doxo group while staying
stable in the control group. The ejection fraction, the shortening fraction and the aortic blood flow
decreased at A3 in the Doxo group but not in the control group. Similar curves were shown for
MRI measurements of areas, lengths, thicknesses and LV torsion but their amplitude was different
according to groups and acquisitions. Stress and strain values decreased at A3 in systole and end-
diastole. T1 pre-gadolinium values decreased with time in the control group. T1 post-gadolinium

values decreased in both groups with time. T2 values decreased in the Doxo group.



viii

Conclusion: Using the clinical chemotherapy protocol in the minipig is a suitable model to study
cardiac lesions. Our MRI protocol, using relaxometry together with cine-MRI, could be a more
qualified method to detect early subtle structural changes due to chemotherapy than the
echocardiography. Such a technique will help clinicians to personalise therapeutic interventions

according to each patient’s response.

Keywords: Cardiotoxicity, Doxorubicin, Minipig, Multiparametric MRI, Cine-MRI, Relaxation

times, Cardiac function.
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INTRODUCTION

La chimiothérapie est un traitement hautement efficace du cancer qui consiste a injecter
des doses d’anthracyclines sur une période variable de plusieurs mois. L’efficacité de la
doxorubicine, le médicament le plus souvent utilisé, est toutefois entachée par son effet
cardiotoxique. Une cardiotoxicité severe peut mener & une insuffisance cardiaque, se traduisant
par un muscle cardiaque plus large, plus épais ou plus rigide. Par conséquent, le cceur n’est plus
capable de maintenir un rythme cardiaque et un flux sanguin adéquat pour subvenir aux besoins
systémiques de 1’organisme. Le manque d’outil de détection précoce et de suivi de 1’évolution

de cette cardiotoxicité reste un obstacle a la bonne santé de ces survivants de cancer.

A ce jour, la base des diagnostics cliniques se fonde sur des paramétres hémodynamiques,
mesurés par échocardiographie principalement, illustrant la fonctionnalité du myocarde.
L’évaluation des paramétres mécaniques propres au muscle cardiaque, grace a 1’imagerie,
pourrait permettre de poser un diagnostic précoce d’une dysfonction du muscle cardiaque

précédant I’apparition d’une incompétence fonctionnelle.

Plusieurs études menées sur des survivants de cancer par échocardiographie ou IRM montrent
les effets a long terme de leur traitement aux anthracyclines. Cependant, ces études ne
permettent pas de conclure sur la sensibilité des outils d’imagerie a la détection précoce de cette
cardiotoxicité. Un suivi de sujets en cours de traitement aux anthracyclines serait nécessaire,

mais impliquerait des examens supplémentaires chez des patients extrémement fatigues.

Le modele animal est la solution technique au développement d’outils de diagnostic précoce ou
de traitements alternatifs. Le miniporc est I’animal le plus adéquat pour étudier le traitement a

la doxorubicine, mais n’a jamais été utilisé pour un diagnostic précoce de la cardiotoxicité.

L’objectif a long-terme est de développer une technique clinique sensible et non-invasive
permettant la détection précoce et le suivi des changements apparaissant dans la distribution
des propriétés mécaniques du tissu cardiaque en présence d’une insuffisance cardiaque induite

par la doxorubicine, et par conséquent le guidage de 1’approche thérapeutique des patients.

L hypothése de ce projet est que I’IRM multiparamétrique peut détecter les dommages précoces

engendrés par la doxorubicine.

Plus spécifiqguement, les objectifs poursuivis dans ce projet sont :



O1 — Développer une un mod¢le d’insuffisance cardiaque induite par un traitement de
doxorubicine chez un modele animal approprié pour comparer les résultats d’imagerie a

I’adolescent.

02 - Déterminer la sensibilit¢ de I'IRM multiparamétrique a détecter les changements
structurels précoces induits dans le tissu cardiaque par la doxorubicine par analyse des

cartographies T1, T2, et des valeurs de déformation et contrainte.

Dans le premier chapitre, une revue de littérature est présentée afin de définir les différentes
notions permettant de comprendre le contexte de recherche du sujet traité. Le chapitre 2 contient
I’article décrivant a la fois les méthodes utilisées, les résultats obtenus ainsi que la discussion
de ceux-ci conformément aux objectifs définis pour ce projet de maitrise. Le chapitre 3 présente
une discussion générale relatant les étapes complémentaires au bon déroulement du projet. Les

perspectives a moyen et long termes de 1’étude viennent clore ce mémoire de maitrise.



CHAPITRE1 REVUE DE LITTERATURE

1.1 Anatomie et structure

Le cceur est 1’organe moteur du corps. Composé de fibres musculaires, il assure la circulation

du sang en pompant celui-ci vers tous les autres organes du corps.

Il est composé de quatre cavités qui se contractent a intervalles de temps réguliers a chaque
cycle cardiaque. Vers la base du cceur se trouvent les oreilles droite (OD) et gauche (OG) et
vers 1’apex les ventricules droit (VD) et gauche (VG). Les oreillettes ne communiquent pas
entre-clles ni les ventricules entre eux. L’oreillette droite est reliée au ventricule droit par la
valve tricuspide, composant ainsi ce qui est appelé le « cceur droit ». L’oreillette gauche est

reliee au ventricule gauche par la valve mitrale, composant le « cceur gauche » (Figure 1.1).

3 Crosse de l'aorte
Veine cave

supérieure

Tronc pulmonaire

Oreillette _
droite

N Oreillette
gauche

Valve
mitrale

Valve
tricuspide \ ¢

~Ventricule
gauche

Veine cave _
inférieure

Coeur droit = Coeur gauche

Figure 1.1 - Anatomie du myocarde — modifié de eurekasante.vidal.fr



Les contractions permettent de pomper le sang a I’intérieur des cavités afin de le réoxygéner
puis de le renvoyer vers tous les organes du corps. Pour cela, on distingue la petite circulation
de la grande circulation (Figure 1.2). La petite circulation comprend ’arrivée du sang appauvri
en oxygene dans I’oreille droite par la veine cave, le transfert vers le ventricule droit par la
valve tricuspide, I’envoi du sang vers les capillaires pulmonaires, ou ont lieu les échanges
gazeux avec I’air compris dans les poumons, puis le retour du sang oxygeéne vers le cceur gauche
par la veine pulmonaire. La grande circulation comprend I’arrivée du sang dans 1’oreillette
gauche, son passage au ventricule gauche par la valve mitrale et la distribution du sang a tous

les organes du corps en sortant par ’aorte.

Capillaires pulmonaires
(échanges gazeux)

Artéres pulmonaires Veines pulmonaires

Aorte et ses branches
collatérales
Veine cave

Oreillette gauche

Ventricule gauche
Oreillette droite ——

Ventricule droit —— Artéres systémiques

Veines systémiques

B sang riche en oxygeéne et
pauvre en CO,

[l Sang pauvre en oxygéne
et riche en CO,

Capillaires des
tissus de tous les
organes du corps
(échanges gazeux)

‘ Sens de circulation du sang
Figure 1.2 - Circulation sanguine — modifié de humananatomybody.info

Le cycle cardiaque se divise en deux grandes phases : la systole et la diastole. Lors de la systole,

le coeur se contracte en commengant par les oreillettes qui envoient le sang vers les ventricules



qui se contractent également quelques fractions de secondes apres tandis que les valves mitrale
et tricuspide se referment. Lors de la diastole, le cceur se relache, les valves aortique et
pulmonaire se referment pour éviter le reflux du sang dans les ventricules tandis que le sang

afflux dans les deux oreillettes.

Si I’'un de ces éléments du fonctionnement normal de circulation sanguine est atteint alors on

observe une dysfonction cardiaque pouvant étre plus ou moins grave selon les cas.

1.1.1 Biologie et biochimie

Le cceur est un muscle composé de trois couches de différents types de tissus. La couche la plus
interne est I’endocarde, c’est une mince membrane qui vient tapisser I’intérieur des cavités
cardiaques. L’endocarde couvre le myocarde, celui-Ci est un tissu musculaire strie et contractile
qui constitue la majorité de la masse du coeur. Le myocarde est lui-méme recouvert du péricarde,
un tissu composé de deux feuillets qui peuvent glisser I'un par rapport a 1’autre, facilitant les
mouvements cardiaques. Entre le myocarde et chacune des couches pariétales se trouve le tissu
conjonctif qui permet la protection, le soutien, 1’isolement et 1’union des organes du corps

(Figure 1.3).
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Figure 1.3 - Muscle cardiaque



A P’intérieur du muscle cardiaque et de son tissu conjonctif se trouvent les cardiomyocytes. Ces
cellules véhiculent I’information nerveuse dans les différentes zones du cceur permettant la
contraction du tissu dans chaque région tout au long du cycle cardiaque. Une déficience en

cardiomyocytes démontre généralement la présence d’une pathologie cardiaque [1].

Les fibres sont incluses de maniére espacée dans une substance extracellulaire appelée matrice
extracellulaire. Ces fibres apportent force et soutien aux tissus. Les plus abondantes sont les
fibres de collagéne, en particulier le collagene de type | et 111 qui représente 90% du collagéne
total [2]. Ces fibres permettent au muscle cardiaque, grace a leur agencement (Figure 1.4), leur
flexibilité et leur résistance aux fortes tensions, de garder son organisation tridimensionnelle

pendant le cycle cardiaque. Elles participent aussi aux propriétés viscoélastiques du cceur.
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Figure 1.4 - Formation et agencement des fibres de collagenes -modifié de

bionanotech2012.files.wordpress.com

D’autre part, les fibres d’élastine conferent au myocarde son élasticité. Elles sont trés étirables
sans déchirures permettant ainsi la dilatation du cceur mais aussi la rétractation apres étirement.
Elles se présentent sous forme de fibres enroulées de fagon aléatoire, changeant aprés chaque

allongement (Figure 1.5).
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Figure 1.5 - Fibres d'¢élastine, design au repos (en haut) et lors de 1’étirement (en bas) —

modifié de helpfromthedoctor.com

D’autres éléments trés importants de la matrice extracellulaire sont les protéoglycanes. Ces
molécules sont une combinaison entre une protéine et une ou plusieurs chaines de
glycosaminoglycanes (Figure 1.6). Les protéoglycanes peuvent elles-mémes se regrouper
autour d’une chaine d’acide hyaluronique formant des agrégats essentiels au tissu conjonctif
(Figure 1.6). Ces agrégats ont pour role de piéger I’eau, d’organiser les fibres et de transporter

certaines informations (diffusion de signalisation ou interaction avec des inhibiteurs).

Monomeére de Protéine centrale

protéoglycane /

Acide
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Figure 1.6 - Agrégat de protéoglycanes (a gauche) et molécule de protéoglycane unitaire (a
droite)



La plupart des études du réle de la matrice extracellulaire dans la mécanique du myocarde se
basent sur 1’étude des différents collagénes alors que les trois composantes (élastine, collagene

et protéoglycanes) jouent toutes un rdle important dans la matrice extracellulaire [3].

1.2 Pathologies cardiaques : changements caractéristiques

Les maladies cardiovasculaires sont connues pour étre 1’une des principales causes de mortalité
non accidentelles, en particuliers dans les pays développés. En 2007, les maladies
cardiovasculaires représentaient 33.6% des décés aux Etats-Unis [4]. Elles sont essentiellement
les conséquences de maladies coronariennes, d’insuffisances cardiaques, et d’arythmies

cardiaques [5].

Ce projet s’intéresse plus spécifiquement a I’insuffisance cardiaque qui est une pathologie
progressive dans laquelle le cceur n’est plus capable de maintenir un débit sanguin qui permet
de couvrir les besoins énergétiques de I’organisme. C’est un syndrome grave avec un risque
vital élevé. Selon la gravité des symptomes, I’age et d’autres facteurs, il est estimé que le taux
de mortalité annuel est compris entre 5% et 50% [6]. Au Canada, plus de 40 000 personnes

meurent de ce type de pathologie chaque année [7].

1.2.1 Changements fonctionnels

L’insuffisance cardiaque peut atteindre le ventricule droit ou gauche. On parlera de dysfonction
diastolique si la fonction de remplissage est réduite, et de dysfonction systolique si le volume
d’¢jection de 1'un ou des deux ventricules est réduit. Il apparait que la fonction cardiaque
globale soit plus étroitement corrélée a la fonction diastolique qu’a la fonction systolique [8,
9]. Cependant, la dysfonction diastolique est plus complexe a démontrer [10]. Celle-ci peut étre
évaluée en particulier grace au tracé de la relation pression-volume du ventricule gauche sur un
ou plusieurs cycles cardiaques. Seulement, la mesure de pression se fait de fagcon invasive par
cathéter. Afin d’éviter cette méthode, les techniques d’¢lectrocardiogramme (ECG) et

d’échocardiographie sont préferées et utilisées conjointement.



1.2.2 Changements biologiques et structurels

Etant donné que la matrice extracellulaire confére la force, le soutien et I’élasticité nécessaire a
la bonne fonction du muscle cardiaque, une altération de sa composition biologique engendre
un changement structurel du muscle qui engendre lui-méme une modification de la fonction
cardiaque. Ce n’est qu’apres ces derniéres modifications que surviennent les signes cliniques et
que les méthodes actuelles sont capables de détecter la cardiomyopathie (voir paragraphe « 1.3

Pathologies cardiaques : détection / L’échocardiographie »).

Une dégradation excessive du réseau de collagene et d’élastine par une forte activité de
protéases est constatée lors du développement d’une cardiomyopathie dilatée [2]. Etant donné
que le réseau fibreux de maintien se démantéle, les cellules cardiaques glissent les unes par

rapport aux autres impliquant la dilatation du ventricule.

Le contenu en élastine procure 1’élasticité au tissu cardiaque, il est aussi bénéfique au processus
de croissance de nouveaux vaisseaux et joue un role dans le remodelage des cellules [11]. Si ce
contenu vient a diminuer, le cceur perd une protection précieuse, on peut penser que le tissu va
se raidir et aura de plus grandes difficultés a se renouveler. Cependant, aucune étude ne présente

de résultats isolant les mécanismes propres a 1’¢lastine [3].

Dans les tissus cartilagineux, les protéoglycanes servent a controler les flux entrant et sortant
de I’eau pendant un chargement mécanique. On peut supposer qu’il en va de méme dans le tissu
cardiaque mais le rdle mécanique des protéoglycanes dans ce tissu reste a prouver [3]. Peu
d’études s’intéressent aux protéoglycanes car elles sont difficiles a fixer, donc a observer et
quantifier, avec les méthodes histochimiques traditionnellement utilisées [3]. Mais certains leur
attribuent un réle important dans le volume des parois myocardiques pendant le cycle de

battement, ce volume étant lui-méme un indicateur de la santé du cceur.

Les changements biologiques sont les premiers a apparaitre dans le processus de dégradation
cardiaque, mais ceux-ci sont difficilement visibles précocement in vivo. Les changements
structurels en découlant continuent d’étre 1'objet de nombreuses recherches car le suivi
des changements dans les propriétés mécaniques d’un tissu nous informe sur la viabilité de
celui-ci. Dans le tissu cardiaque, les tests mécaniques en traction effectués, in vitro et ex vivo,
ne donnent pas des mesures fiables de ces propriétés qui changent dans le tissu passif en
fonction du protocole expérimental [12]. In vivo, la caractérisation des propriétes cardiaques,

par imagerie, est tres délicate du fait que celles-ci changent périodiquement au cours du cycle
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cardiaque. La complexité de la distribution des contraintes et déformations dans le tissu
cardiaque pousse les auteurs a estimer les résultats sur le cceur complet a l'aide de
méthodes informatiques [13-16]. Notre équipe a par exemple développé un programme
Matlab pour l'analyse des contraintes et déformations du tissu cardiaque au cours du

cycle de battements cardiaques [17].

1.3 Pathologies cardiaques : detection

1.3.1 L’électrocardiogramme (ECG)

L’¢électrocardiogramme est un moyen d’obtenir de I’information simplement, rapidement et
sans douleur sur Dactivité électrique du cceur. L’ECG est le résultat d’un test
d’¢électrocardiographie réalis¢ a ’aide d’¢lectrodes posées sur certains points du corps du
patient (Figure 1.7). Il est représenté sous forme de plusieurs tracés a I’interprétation assez
complexe que le médecin apprend avec la pratique. Ce tracé est composeé de divers événements
répétitifs appelés « ondes » (Figure 1.8). L’ECG normal comporte 1’onde P suivie du segment
PQ, du complexe QRS puis du segment ST, d’une onde T, et d’une onde U plus difficilement
visible [18]. Chacune de ces ondes a une durée, une amplitude et un axe qui sont mesurés afin
de vérifier leur conformité a la norme. L’onde P correspond a la dépolarisation des oreillettes,
c'est-a-dire au moment ou les oreillettes se contractent. Le complexe QRS représente la
dépolarisation des ventricules droit et gauche, c'est-a-dire leur contraction. L’onde T indique la
repolarisation des ventricules, leur relaxation. L’onde correspondant a la repolarisation des
oreillettes est quant a elle masquée par le complexe QRS. Enfin I’onde U est parfois visible

mais son origine est discutée [18].
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Figure 1.7 - Positionnement des électrodes pour I'enregistrement d'un électrocardiogramme —

tiré de boundless.com
”R

e /e

Figure 1.8 - Tracé ECG —modifié de wikimedia

Un ECG anormal, ou une ou plusieurs ondes ou segments sont hors normes, peut refléter une
anomalie fonctionnelle du coeur comme, par exemple, une arythmie ou un ventricule gauche

trop épais qui remplit mal sa fonction de pompe.

1.3.2 L’échocardiographie

Pour préciser le diagnostic, 1’échocardiographie est utilisée. C’est une méthode non invasive

qui utilise la physique des ultrasons. Elle permet d’explorer la morphologie et la dynamique du
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muscle cardiaque ainsi que la circulation du sang a I’intérieur des cavités et de mesurer les flux

sanguins [19-24].

Le principe de 1’échographie est d’envoyer une onde ultrasonore (fréquence supérieure a
20kHz) a travers le corps grace a un transducteur qui convertit le signal électrique en un signal

acoustique et vice versa. L’onde se propage dans les tissus et les fluides.

Le protocole standard de détection des cardiomyopathies comprend des acquisitions d’images
en mode M, en mode deux dimensions (2D), et en mode Doppler. Une image de mode M ne
représente pas 1’anatomie du coeur mais donne de 1’information sur le mouvement des structures
qui le composent. Le mode M utilise une haute fréquence d’échantillonnage qui permet une
haute résolution d’image afin de calculer les dimensions des structures avec précision (Figure

1.9).

Les images acquises par échographie 2D représentent une coupe anatomique du corps en temps
réel [25] (Figure 1.9). Appliquée au cceur, cette technique permet d’obtenir des informations

structurelles et fonctionnelles sur le muscle cardiaque.

06/01/85 14:25: 4
F8o 4MH=z $§$61

Vue axiale en mode M . Vue 4 chambres en mode 2D

Figure 1.9 - Images échocardiographiques : mode M (a gauche); mode a deux dimensions (a

droite) - tire de wikimedia

Le mode Doppler utilise la physique de I’effet Doppler. En effet, les ondes sonores réfléchies
par une structure en mouvement peuvent étre compressées ou étendues en fonction de la
direction du déplacement (Figure 1.10). Par conséquent, quand une onde est envoyée dans la

direction du flux sanguin, le mouvement des cellules sanguines produit un décalage de Doppler
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en fréquence. Si la différence est positive, alors le flux s’écoule vers la sonde, a I’inverse si la
différence est négative, le flux s’¢éloigne du transducteur. De plus I’amplitude du décalage nous

informe sur la vitesse du flux sanguin.

Figure 1.10 - Perception de lI'onde sonore en fonction du déplacement d'un objet. A la longueur

d'onde; v la vitesse de déplacement —-modifié de chimix.com

Ce sont principalement des vitesses de flux relativement lentes qu’il est possible de mesurer par
imagerie Doppler comme, par exemple, le flux dans la veine pulmonaire, le flux entrant dans
le ventricule gauche par la valve mitrale (Figure 1.11) ou le flux sortant du ventricule gauche

par la valve aortique s’il n’est pas trop rapide.
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Figure 1.11 - Image d'échographie Doppler de la valve mitrale (a gauche); échelle de couleur
(a droite) représentant la vitesse et la direction du flux supperpose a I'image échographique —

modifié de wikipedia et sites.google.com/

Lors d’un examen échocardiographique, différents parametres sont mesurés ou calculés afin de
déterminer la santé du myocarde. Les techniciens et médecins regardent en particulier des
parametres hémodynamiques comme la fraction d’éjection du ventricule gauche, qui est le
pourcentage de sang éjecté du VG pendant un battement, indicateur important de la santé du
myocarde; la fraction de raccourcissement du VG, qui représente le raccourcissement du
diametre ventriculaire en diastole par rapport au diamétre systolique; les vitesses myocardiques
a I’anneau mitral; ou des paramétres de mesures tels que ’épaisseur diastolique de la paroi
postérieure du VG et celle de la paroi du septum. Ces eléments sont une partie des marqueurs
de changements fonctionnels pouvant survenir a cause d’une cardiomyopathie. Ces mesures ne

sont réalisables qu’une fois la maladie bien en place [24].

Suite au traitement, les patients sont suivis pendant plusieurs années afin de contréler
I’apparition d’une pathologie cardiaque. Chez 50% des patients, la fraction d’¢jection devient
anormale 6 mois aprés la chimiothérapie [19]. Or, des études portant sur 1’étude des
changements précoces du myocarde suite a une chimiothérapie montrent que les altérations de
la déformation myocardique surviennent avant un changement significatif dans la fraction
d’éjection [24]. Ceci suggere que les changements de structure sont précoces, d’ou I’importance

de trouver la bonne méthode pour les détecter.
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1.4 Anthracyclines

1.4.1 Utilisation

Les anthracyclines sont une famille de médicaments de type antibiotiques. La premiére
molécule de cette famille, la daunorubicine, a été isolée en 1963 [26]. Son action anti-
leucéemique a rapidement été constatée. Puis son analogue naturel, la doxorubicine, a été isolé.
I a été remarqué que I’action anticancéreuse de cette molécule s’étendait méme aux tumeurs
solides. Aujourd’hui, un tres grand nombre de molécules ont été isolées ou synthétisées, mais
tres peu sont arrivées jusqu’a I’utilisation en clinique. C’est toujours la doxorubicine qui domine
le marché occidental et japonais [27] méme si la daunorubicine [28], I’épirubicine [29] et

I’idarubicine [30] sont parfois utilisées.

Les anthracyclines sont des médicaments utilisés lors des chimiothérapies prescrites pour guérir
différents types de cancers, en particulier les cancers du sang comme les leucémies mais aussi
dans les tumeurs solides comme pour le cancer des 0s, du sein ou des gonades. Leur mécanisme
consiste a interagir directement avec I’ADN des cellules cancéreuses en inhibant sa synthése
[27]. Apreés plusieurs étapes transformant I’enzyme topoisomérase Il en un poison pour la
cellule, celle-ci meurt. Les anthracyclines font donc partie de la famille des médicaments

cytotoxiques (qui empoisonnent les cellules).

La doxorubicine se présente sous forme de poudre lyophilisée qu’il faut mélanger a de 1’eau
stérile jusqu’a obtenir une concentration standard de 2mg/ml. Elle s’administre ensuite de
maniére intraveineuse, soit en bolus, c'est-a-dire que la dose totale est injectée assez rapidement,
soit de maniére prolongée, c’est-a-dire sur plusieurs heures voire plusieurs jours. Cliniquement
c’est le bolus qui est la méthode la plus utilisée actuellement en particulier pour les faibles
doses. L’injection prolongée est testée en recherche depuis plusieurs annees, elle montre
I’avantage de réduire significativement le risque d’insuffisance cardiaque (voir paragraphe
suivant « Effets secondaires »). La dose varie selon le patient et se trouve en général entre 30
et 70mg/m? [27] administrée toutes les trois semaines jusqu’a une dose totale cumulative
déterminée par le médecin. Communément, la dose maximale tolérée a chaque trois semaines
est de 120mg/m? [27].
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1.4.2 Effets secondaires chez ’humain

L’effet le plus fréquent est I’alopécie, c’est-a-dire la perte de tous les poils et cheveux. Bien
qu’il soit sans conséquence sur la santé du patient, cet effet est le plus communément craint par

les patients et I’un des facteurs psychologiques les plus ravageurs de la chimiothérapie.

D’autres symptomes sont trés courants et se guérissent plus ou moins facilement: les

vomissements, les nausees, les diarrhées, la perte d’appétit.

Les anthracyclines provoquent aussi une chute du nombre de globules blancs, globules rouges
et plaquettes qui se trouvent dans la moelle osseuse. Ce phénomene, appelé Ila
myélosuppression, fragilise le systtme immunitaire. Le risque d’infection grave est donc

augmenté, les patients sont a surveiller de pres.

La séquelle a laquelle s’intéresse ce projet est 1’effet cardiotoxique des anthracyclines,
aujourd’hui bien connu des médecins et chercheurs. Bien que I’incidence des dysfonctions
cardiaques soit relativement basse (10.6%) comparée a celles des autres effets de la
chimiothérapie, son implication dans les pronostics de survie des patients est inquiétante [31,
32]. L’effet cardiotoxique se manifeste en particulier chez les patients qui recoivent un haut
dosage ou qui doivent subir une radiothérapie du thorax [32]. Il est aussi fonction de
I’appartenance du patient a I’ethnie africaine-américaine, de 1’dge trés jeune ou trés avancé, du
diabéte, de I’hypertension et d’un poids trés bas ou trés élevé au moment du traitement [32].
Un patient qui possede I’un des facteurs précédents devra étre suivi de pres et des mesures
préventives seront prises. Afin de réduire ’effet cardiotoxique, les médecins-chercheurs ont
analysé plusieurs pistes ces dernieres années. Une méta-analyse publiée récemment par A.
Conway, A.L. McCarthy, P. Lawrence et R.A. Clark, regroupe les quatre stratégies
principalement considérées comme potentiellement avantageuses [33]. D’abord, il y aurait la
possibilité de donner un autre médicament appelé dexrazoxane de maniére concomitante a
I’anthracycline. Cependant la dexrazoxane augmente légérement I’effet de myélosuppression
[34]. Deuxiémement, il faudrait simplement éviter 1’administration d’anthracycline dés que
possible. Ensuite, il serait envisageable de réaliser des injections dites continues (<6h) a la place
de I’injection en bolus. Enfin, I'utilisation d’un dérivé de la doxorubicine comme 1I’épirubicine
ou la doxorubicine liposomale peut étre envisagée [33]. Toutes ces techniques ont un potentiel

limité a réduire le risque de 1€sions cardiaques. L’étude citée montre le manque de marqueurs
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spécifiques qui guideraient, avec une précision suffisante, la décision du médecin quant a la

détection et la gestion de la cardiotoxicité due a la doxorubicine et aux autres anthracyclines.

1.5 Etudes antérieures de la cardiotoxicité des anthracyclines et

justification du protocole animal

1.5.1 Effet de la doxorubicine sur le petit animal et le chien

La structure et la fonction cardiaque sont similaires chez tous les mammiferes [35], ce qui a
amené les scientifiques a utiliser différents types de mammiferes pour les recherches touchant
le systéme cardiovasculaire. En ce qui concerne 1’étude de la cardiotoxicité de la doxorubicine,
c’est le rat qui est utilisé dans les premieres études des les années 70. Un exemple est 1’étude
de Mettler et al. (1977) qui évalue la faisabilité d’utiliser le rat comme modéle pour I’induction
d’une cardiotoxicité chronique [26]. Depuis ces premiéres études animales, des types variés de
protocoles sont proposés pour comprendre les pathomécanismes de la doxorubicine et tenter de
trouver un bon cardioprotecteur. Par exemple, dans 1’étude de 1’oxydation de I’ADN
mitochondriale, un premier projet reporte I’injection de 2 a 8 doses (2mg/kg) de fagon
hebdomadaire par voie sous-cutanée et permet d’analyser le caractere cardiosélectif et
cumulatif de cette oxydation [36]. Une autre étude s’appuie sur celle-Ci en reprenant le
protocole hebdomadaire sur 6 semaines pour investiguer la cause de la persistance des adduits
d’ADN mitochondrial 1 a 5 semaines apres la derniére injection [37]. On peut noter que le gain
de masse chez les rats du groupe Doxo était en retard par rapport au groupe controle. De méme
que dans une étude sur I’accumulation d’ADN mitochondrial dans laquelle seuls les animaux
du groupe recevant 7 doses (1mg/kg) de doxorubicine par intraveineuse pendant 7 semaines,
ont développé une cardiomyopathie et ont également souffert de trouble de la fréquence
respiratoire en plus de leur arrét de prise de poids [38]. Pour I’étude de la lycopéne comme
cardioprotecteur, une premiere étude propose une dose unigque sous-cutanée de 10mg/kg pour
I’analyse biochimique du tissu cardiaque 3 jours apres I’injection [39]. Puis un projet fait suite
avec un protocole incluant 4 injections de 4mg/kg, une injection par semaine, résultant a un
taux de 50% de morts prématurées, ainsi qu’une perte de poids, une réduction de 1’activité
physique et un faible agrandissement du ventricule gauche des animaux dans les groupes Doxo
[40].
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D’autres études recherchant un cardioprotecteur ont utilisé des chiens Beagle, comme Herman
et Ferrans en 1981 [41], aprés des essais inconsistants sur des lapins. Une dose intraveineuse
hebdomadaire de 1mg/kg pendant 15 semaines a conduit a des Iésions cardiaques montrant une
vacuolisation cytoplasmique et une perte de protéines myofibrillaires. Les animaux du groupe
Doxo ont subi la perte de leurs poils (alopécie), une perte d’appétit dans les 24 heures suivant

les injections ainsi qu’une perte de poids sur la durée totale du projet.

1.5.2 Modele porcin : avantages et réaction face a la doxorubicine

Le miniporc semble étre le meilleur modéle pour I’évaluation de la fonction cardiaque, en raison
des similitudes qu’il existe entre lui et ’humain quant a leur anatomie cardiaque, leur
métabolisme, leur pathophysiologie [42] et leur biochimie [43]. Plusieurs études concluent donc
que le modele porcin est mieux adapté a 1’étude du systéme cardiovasculaire humain et des

pathologies qui le touchent [44-48].

Concernant I’effet de la doxorubicine sur le miniporc, contrairement a d’autres animaux étudiés,
et en dehors de la dépression de la moelle osseuse, il ne semble pas présenter de dommages
dans les organes non cardiaques, similairement a 1’humain [49]. Plusieurs types de protocoles
ont été utilisés sur ce modele. Les études traitant de 1’élimination hépatique de la doxorubicine,
comme dans celle d’August et al. (1995) [50], ou celle de Dubbelboer et al. (2014) [51], ont
tendance a choisir un protocole avec injection unique. August et al. ont séparé leurs 34 animaux
en 5 groupes recevant une dose de 0.5, 1, 3, 5 ou 9mg/kg de doxorubicine sur 90min. 28 porcs
ont survécu au moins 90min apres I’arrét de 1’infusion. 4 porcs ayant recu une dose de 5mg/kg
ou plus sont décédés prématurément (2 sur 2 dans le groupe 9mg/kg), et des signes d’cedéme
pulmonaire et de congestion hépatique étaient visibles a 1’analyse post-mortem de ces animaux.
Dubbelboer et al. ont investigué 1’effet de la cyclosporine et du Lipiodol sur 1’élimination
hépatique de la doxorubicine. 12 porcs ont recu 2 fois 1.7mg/kg a 200min d’écart et ont été
séparés en 4 groupes. 3 porcs ont recu une injection de saline, 3 ont recu de la cyclosporine, 3
ont recu du Lipiodol et 3 ont recu de la cyclosporine et du Lipiodol. Les auteurs ont conclu que
I’injection consécutive de deux doses de doxorubicine n’avait pas de conséquence sur la
pharmacocinétique de la doxorubicine et qu’alors que le Lipiodol n’a aucun effet sur
I’évacuation de la doxorubicine, la cyclosporine pourrait aider a réduire 1’excrétion biliaire de

la doxorubicine.
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L’injection en dose unique de doxorubicine ne représente pas le protocole clinique et ne permet
pas le développement de lésions cardiaques chroniques observées cliniquement. D’autres
équipes ont utilisé le porc et le porcelet pour évaluer la fonction cardiaque. Cassidy et al. ont
injecté 5 doses de 1.5mg/kg, une dose chaque 4 a 7 jours et ont trouvé des différences
significatives entre la fonction diastolique du groupe sain et de celle du groupe recevant la
doxorubicine [52]. lls ont également remarqué un ralentissement de la croissance des porcs du
groupe experimental, certainement di au développement de la maladie chronique. Christiansen
et al. ont choisi d’injecter des doses de 25mg non-dépendantes du poids des animaux, chaque
semaine pour un total de 3 a 5 doses [53]. Leurs résultats échocardiographiques montrent une
augmentation du volume interne du ventricule gauche et une diminution de 1’épaisseur de ses
parois, de la fraction d’éjection et de la fraction de raccourcissement. A 1’inverse aucun
changement dans le volume et la fonction du ventricule droit n’a été observé. Herman et Ferrans
ont injecté 5 a 6 doses de 1.6 ou 2.4mg/kg directement dans la veine cave chez des miniporcs
pour investiguer 1’effet de la vitamine E et de ’ICRF-187 comme cardioprotecteur. Le premier
effet observé de la doxorubicine était 1’alopécie et, en dehors de la dépression de la moelle

épiniere, aucun dommage n’a €té observé sur les organes non cardiaques.

1.6 Imagerie par résonnance magnétique (IRM)Fonctionnement
général

L’IRM est une méthode d’imagerie non invasive pour observer la structure interne du corps
humain selon les trois dimensions. Inventée dans les années 70, principalement par R.V.
Damadian considéré comme le pére de I’IRM. Elle se base sur le phénoméne de résonance

magnétique nucléaire [54].

1.6.1.1 Principes physiques

Le corps est composé d’atomes et ceux-Ci détiennent chacun un nombre de charges positives et
un nombre de charges négatives. Si I’un des deux est impair, alors I’atome posseéde un moment
magnétique, c’est-a-dire que le noyau tourne sur lui-méme dans une certaine direction. Ce
moment est appelé spin (de ’anglais « spinning », rotation), et est représenté par un vecteur

correspondant a I’axe de rotation. Cet axe est lui-méme en mouvement, il oscille en formant un
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cone. Ce mouvement est appelé mouvement de précession et peut étre décrit par deux
composantes, 1’'une longitudinale et 1’autre transversale. Pour I’Imagerie par Résonance
Magnétique, c’est la précession de 1’atome d’hydrogene, ou proton, qui est considérée comme
responsable de la formation d’images. Présent principalement dans I’eau et la graisse, I'atome
d'’hydrogéne est abondant dans le corps et envoie de forts signaux de résonnance. De ce fait,

I’IRM permet principalement la visualisation des tissus mous et des fluides corporels.

Au repos, chaque spin a une direction aléatoire et la résultante magnétique est alors nulle. Sous
I’action d’un champ magnétique Bo important, les vecteurs s’alignent dans la direction de celui-
ci, en s’orientant soit dans le méme sens (parallelement a 1’axe Bo), soit dans le sens inverse
(antiparallelement a I’axe Bo) (Figure 1.12.a) [55]. D’aprés la statistique de Boltzmann [56], la
proportion des spins orientés dans le sens du champ magnétique appliqué est supérieure a celle
des spins orientés dans le sens inverse. De plus, 1’écart entre ces proportions est proportionnel
a ’amplitude du champ Bo. Pour former chaque pixel de I’image, une multitude de protons sont
concernés, la résultante magnétique sur I’axe longitudinal est donc une aimantation dans la
méme direction et le méme sens que Bo (Figure 1.12.b). D’autre part, la composante transversale

peut étre ignorée puisque les mouvements de précession des spins ne sont pas en phase [57, 58].

O IMAIOS 2015

Figure 1.12 - (a) Les spins des protons s'alignent au champ BO; (b) aimantation résultante dans

la direction et le sens de BO —modifié de imaios.com

La résonance est permise par le fait que deux systéemes ayant la méme frequence peuvent
effectuer un transfert d’énergie. L’onde de radiofréquence (RF) va interagir avec les atomes
seulement si sa fréquence est celle de précession des moments magnétiques. L’envoi d’une

onde RF va apporter de 1’énergie au systéme et ainsi faire basculer les spins selon un certain
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angle, dépendamment de 1’intensité et de la durée de 1’onde: c’est la phase d’excitation. En
interrompant 1’émission de I’onde, le systéme va restituer 1’énergie emmagasinée en revenant

a I’état initial: c’est la phase de relaxation [57, 58].

1.6.1.2 Excitation-relaxation

A la premiére impulsion RF, la forme de I’onde permet une bascule de 1’aimantation tout en
gardant le mouvement de précession. On choisit souvent une bascule a 90° pendant laquelle
I’aimantation longitudinale va diminuer jusqu’a s’annuler et I’aimantation transversale va

augmenter, permettant ainsi de maximiser le signal envoyé par le groupe de spins.

Vient alors la phase de relaxation qui correspond au retour a I’équilibre de I’aimantation dans
I’axe du champ Bo. L’énergie restituée correspond a une onde RF, c’est elle qui constitue le
signal enregistré en résonnance magnétique nucléaire pour la reconstitution des images. Deux
phénomenes se produisent: la relaxation longitudinale qui correspond a la repousse de la
composante longitudinale des moments magnétiques selon 1’axe de Bo, et la relaxation
transversale qui correspond a la décroissance de la composante transversale. La relaxation
longitudinale, suivant une courbe exponentielle, est caractérisée par le temps T1, constante qui
s’obtient a 63% de la valeur finale de I’aimantation longitudinale (Figure 1.13) [57]. Pour un
champ de 1,5 Tesla, T: se trouve entre 200 et 3000ms. Ce temps dépend de la mobilité des
molécules dont les protons font partie, il est donc plus court pour des protons contenus dans de

grosses molécules.
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Figure 1.13 - Relaxation longitudinale — tiré de imaios.com

La relaxation transversale, suivant une courbe exponentielle décroissante, est caractérisee par
les temps T et To*. To* s’obtient au passage de la courbe a 37% de la valeur initiale de
I’aimantation transversale, tandis que T2 s’obtient apres le rétablissement de la cohérence de
phase, causee par les hétérogénéités de champ, grace a I’application d’une deuxiéme onde RF
(Figure 1.14) [57].
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Figure 1.14 - Relaxation transversale— tiré de imaios.com
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1.6.1.3 Séquences IRM

Gréce au transfert d’énergie des protons d’hydrogéne restitué lors du retour a I’équilibre, il est
possible d’obtenir une valeur d’intensité de signal IRM pour chaque pixel de I’image [57, 58].

La position des pixels est générée grace a I’apposition de gradients de champ magnétique.

Dans la séquence de base pour obtenir des images pondérées en T2 (appelée écho de spin), on
envoie une seconde impulsion apres celle de 90°, cette fois-ci de 180°, qui permet de rétablir la
cohérence entre les phases. Deux parametres sont a gérer dans la préparation de cette séquence
: le temps d’écho, TE (temps entre l'impulsion de 90° et la réception de 1'écho. A noter :
I'impulsion de 180° est émise a TE/2) et le temps de répétition de la séquence, TR (entre deux
impulsions de 90°) [59] (Figure 1.15).
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Figure 1.15 - Séquence écho de spin — tiré de imaios.com — RF : onde radiofréquence, Gsc :

gradient de coupe, Gep : gradient de phase, Gcf : gradient de fréquence.

Pour obtenir des images pondérées en Ti, c’est la technique d’inversion-récupération qui est
utilisée car elle s’appuie sur la relaxation longitudinale qui est associée a Ti. La séquence
commence par une impulsion a 180° qui fait s’inverser 1’aimantation longitudinale dans la

direction opposée au champ principal Bo. Avant la fin de la relaxation de I’aimantation, on
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débute une séquence d’écho de spin avec une impulsion a 90° pour obtenir une aimantation
transversale. On appelle temps d’inversion, TI, le temps €écoulé entre 1I’impulsion d’inversion

de 180° et I’onde RF d’excitation de 90° (Figure 1.16).
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Figure 1.16 - Séquence d'inversion-récupération — tiré de imaios.com — RF: onde

radiofréquence, Gss : gradient de coupe, Gpe : gradient de phase, Gfe : gradient de fréquence.

Les différentes séquences IRM existantes produisent différents types d’images avec différentes
informations. Le choix de la séquence dépend de I’application souhaitée. Chaque séquence a
ses avantages et ses inconvénients et permet une représentation de certains tissus spécifigques.
Il existe également des séquences qui requierent 1’utilisation d’un agent de contraste afin
d’améliorer 1’analyse de certaines textures, comme le sein ou le foie [60-62], ou de décrire le

passage d’un des fluides du corps, comme celui du sang ou du liquide cérébrospinal [63, 64].

1.6.1.4 Génération d’images

Le signal IRM est enregistré apres chaque séquence dans une matrice appelée espace K (ou
plan de Fourier). Au centre de I’image du plan de Fourier se trouve les basses fréquences (Figure

1.17.a), celles-ci représentent les formes présentes sur I’image résultante et le contraste entre
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elles (Figure 1.17.b). Sur les bords de I’image de 1’espace K se trouvent les hautes fréquences
(Figure 1.17.c), celles-ci codent pour les détails de I’image spatiale, les contours et donc la
résolution de I’image finale (Figure 1.17.d). La résolution sera meilleure si les données de
fréquence spatiale sont élevées. Une transformée de Fourier 2D inverse est utilisée afin de

convertir ces données brutes du domaine fréequentiel au domaine spatial.

Plan de Fourier Image résultante

Figure 1.17 - (a) Partie centrale de I'image dans 1’espace K; (b) Image résultante lorsque seules
les basses fréquences de I'espace K sont gardees; (c) Partie latérale de I’image du plan de
Fourier; (d) Image résultante lorsque seules les hautes fréquences de I’espace K sont gardées —

modifié de imaios.com

1.6.1.5 Cartographie des temps de relaxation

Les acquisitions des cartographies en Ty et en T» sont exécutées lors de diastoles cardiaques.
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Pour calculer le temps de relaxation T2, plusieurs images sont acquises avec une séquence écho
de spin en faisant varier le temps d’écho (TE) pour chaque nouvelle image. Une cartographie

du parameétre T» est ensuite obtenue en utilisant 1’équation (1) [65] (Figure 1.18.a).
Slg) = SI(TEzo)e('TE/TZ) @

ou SI(TE) est le signal IRM de I'image, TE est le temps d'écho en millisecondes et le temps de

relaxation T2 cherché en millisecondes.

Pour calculer le temps de relaxation Ty, plusieurs images sont acquises en faisant varier le temps
d’inversion (TIn) pour chaque nouvelle image. Une cartographie du parametre T1 est ensuite
obtenue en utilisant 1’équation (2) [65] (Figure 1.18.b).

Sliriny = SI(leo)(l_ze(-Tln/Tl)) @

ou SI(TIn) correspond au signal IRM de I'image, TIn est le temps d'inversion en millisecondes
et le temps de relaxation T1 cherché en millisecondes.

Figure 1.18 - Cartographie T2 (a) et T1 (b) a mi-hauteur des ventricules pour un méme sujet,

lors d’une méme acquisition
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1.6.2 Qualité des images et artéfacts

La qualité d’une image est déterminée par sa résolution spatiale et son contraste. Ceux-cCi
peuvent étre altéres par plusieurs facteurs, en particulier par le bruit ou différents artéfacts. Lors
de I’acquisition d’images, 1’apparition d’artéfacts de diverses origines s’observe, il est alors
primordial d’avoir une bonne compréhension des phénomeénes physiques pour les détecter et
les comprendre. L’interprétation des images n’est réalisable qu’avec une connaissance

suffisante des possibles artéfacts afin d’obtenir le diagnostic le plus juste.

1.6.2.1 Bruit

L’un des buts des chercheurs et ingénieurs qui travaillent a ’amélioration des séquences IRM
est d’augmenter le rapport signal/bruit des images obtenues. En effet le bruit est un signal
parasite qui vient s’ajouter au signal réel de 1’image. Il a donc pour résultat de rendre difficile
I’interprétation de I’'image et de fausser les calculs réalisés a partir de ce signal aliéné. Le bruit
peut provenir de facteurs non modifiables, comme les caractéristiques tissulaires, ou bien

modifiables, comme I’antenne utilisée ou les différents parametres de séquences.

Pour pallier au probléme du bruit, il est donc possible de modifier la séquence utilisée, en
fonction de I’endroit a imager et méme de la maladie présumée, et ainsi obtenir des images
personnalisées et de meilleure qualité. Par exemple, il est possible de changer la taille d’un
voxel. En allongeant sa taille, on obtient plus de signal sur I’image résultante, par contre cela
suppose une densité constante de protons a imager dans la zone que couvre le voxel. On peut
aussi augmenter le nombre d’excitations de la partie a imager en répétant les mesures sur une
méme coupe. En effet, le signal d’une mesure a I’autre étant identique tandis que le bruit est
aléatoire, la quantité de signal va augmenter proportionnellement au nombre de répétitions alors
que le bruit augmente de maniére logarithmique donc beaucoup plus lentement. La quantité de
signal va donc augmenter, cependant accroitre le nombre de répétition a pour effet d’augmenter
le temps d’acquisition. Le travail des différents acteurs d’un projet est donc de définir les

parametres optimaux en fonction du patient et de 1’utilisation souhaitée des images.
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1.6.2.2 Artéfacts de mouvement

L’origine d’artéfact la plus fréquente est le mouvement du patient, dd au patient lui-méme ou
aux vibrations de la machine. Ce sont essentiellement des mouvements effectués entre deux
répétitions au cours du codage de phase qui perturbent 1’image, car le codage en fréquence est
si rapide que les mouvements physiologiques seront imperceptibles. Ces artéfacts de
mouvements sont facilement visibles a la fin de ’utilisation d’une séquence, pour certains, ils
peuvent étre corrigés soit par recalage, soit en réitérant 1’acquisition. En ce qui concerne les
mouvements périodiques comme la respiration ou le rythme cardiaque, il existe des méthodes
de synchronisation ou bien, sur certaines séquences, le probléme est contourné en demandant

au patient d’effectuer une apnée.

1.6.2.3 Repliement (Aliasing)

Le phénomene de repliement est visible sous forme d’une superposition d’un objet hors du
champ de vue lorsque I’objet a imager est plus petit que ce champ (Figure 1.19.a). Cette
superposition provient du fait que le codage spatial, en phase (CP) ou en fréquence (CF), donne
aux structures hors champ, le méme codage que celles qui leur sont opposées (Figure 1.19.b).

© IMAIOS 2015
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Figure 1.19 - Illustration du phénomeéne d'aliasing. (a) Un champ de vue donné; (b) image

résultante du champ du vue choisi — modifié de imaios.com
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Dans la direction de la fréquence, il est facile de supprimer ce phénomene grace a un filtre
passe-bas sans contrepartie pour la qualité ou le temps d’acquisition. A ’inverse, dans la
direction de la phase, le phénomeéne est plus délicat a éviter et des compromis doivent étre faits
pour obtenir des images de bonne qualité relativement aux spécifications du projet. Afin de
supprimer le repliement, la meilleure solution reste d’inclure au champ de vue toute la région
anatomique étudiée. Cette méthode diminue la résolution spatiale qui peut étre rétablie en
augmentant le nombre de répétitions, mais ce qui allonge le temps d’acquisition. Aujourd’hui
la plupart des machines IRM permettent le compromis suivant : augmentation de la taille du
champ de vue dans la direction du codage de phase pour conserver la résolution tout en
réduisant le nombre d’excitation pour éviter un temps d’acquisition allongé mais au détriment
du rapport signal/bruit, puis I’image n’est reconstruite que sur la zone d’intérét réduisant aussi

le temps d’acquisition.

1.6.2.4 Troncature

L’artéfact de troncature est engendré par un changement abrupt de signal dans une image et se
caractérise par ’apparition de lignes paralléles aux contours de la structure contrastée. Le
probléme vient de la reconstruction de 1’image par transformée de Fourier qui ne peut pas
représenter un signal carré avec un nombre fini de fréquences puisque la théorie en demande
une infinité. Une solution est d’augmenter le nombre d’échantillons mesurés en augmentant la
taille de la matrice, permettant ainsi d’obtenir de plus petites variations dans le signal reconstruit
qui est donc plus fidele a la réalité, mais ceci est au détriment du temps d’acquisition et du

rapport signal sur bruit.

1.6.3 Application cardiaque : Ciné-IRM

L’étude du cceur par IRM a connu de nombreuses difficultés en particulier en raison de la
mobilité des tissus qui causent des artéfacts sur les images. De nouvelles techniques ont donc
da étre développées afin de parer a ce probléme. Dans le cas de I’imagerie cardiaque, deux
approches sont envisageables: les séquences d’acquisition rapides, et la synchronisation au
mouvement. C’est cette deuxiéme stratégie qui est couramment utilisée. Le cycle cardiaque est

divisé en plusieurs phases et la sequence IRM est établie de sorte que les acquisitions soient
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toujours réalisées exactement au méme moment du cycle [66-69] La synchronisation se fait
avec 1’électrocardiogramme (ECG) pendant I’examen IRM. Elle peut étre effectuée soit

prospectivement soit rétrospectivement.

Dans le cas de la synchronisation rétrospective, I’acquisition IRM est continue et le signal ECG
est enregistré simultanément, ce qui permet ensuite de réordonner les images a reconstruire:
c’est le gating rétrospectif. Le gradient de codage de phase change lorsqu’une nouvelle onde R
de ’ECG est détectée. On peut aussi appeler cette technique le mode multi-coupes entrelacées
(Figure 1.20). Grace a cette synchronisation rétrospective, les artéfacts de mouvements sont

limités et il est possible d’imager la totalité¢ des différentes phases du mouvement cardiaque

[66-69].

Gating prospectif (déclenchement de I'acquisition aprés un délai fixe

par rapport a I'onde R)

Gating rétrospectif (Recalage des données dans le cycle cardiaque
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Figure 1.20 - Schématisation de la méthode de Gating Rétrospectif— modifié de imaios.com

Un autre mouvement problématique dans 1’acquisition d’images cardiaques est celui du
diaphragme qui vient modifier la position du cceur a chaque respiration. Pour éviter ce
probleme, les séquences IRM sont lancées pendant une apnée du patient. Cependant, il est

nécessaire de demander au sujet une apnée en fin d’expiration. Le volume d’air inspiré variant
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d’une inspiration a I’autre, le cceur ne se retrouve pas placé exactement au méme endroit a la
fin de chaque inspiration [67], tandis qu’une apnée en fin d’expiration permet de retrouver la

méme position du muscle cardiaque.

Les séquences ciné sont en réalité des séquences écho de gradient ultra-rapide avec un bon
rapport signal sur bruit et un contraste permettant une bonne distinction entre le sang, en
hypersignal (blanc sur I’image), les parois myocardiques, en isosignal (gris sur I’image), et la
graisse, en hyposignal (noir sur I’image) [66-69]. Le gating prospectif est réalisable, mais le

gating rétrospectif lui est préféré afin d’améliorer la résolution temporelle.

Tout comme en échocardiographie, 'IRM cardiaque standard utilise les plans de coupe

suivants: 4 chambres, 2 chambres et court axe (Figure 1.21).

‘_ 4 chambres

—

Figure 1.21 - Plans de coupe usuels en imagerie cardiaque— modifié de centrallakesclinic.biz

1.6.4 Application cardiaque : Relaxométrie

Beaucoup d’études expérimentales utilisent I’IRM multiparamétrique pour la détection des
dégradations tissulaires car il a été remarqué que les paramétres magnétiques étaient reliés aux
changements induits dans les tissus biologiques, ce qui permet de caractériser ces
transformations. Dans les études cardiaques, le temps de relaxation transversale T2 a été associé

a la présence d’ischémie cardiaque [70], dans laquelle les cellules cardiaques meurent au fur et
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a mesure a cause d’une réduction de la circulation sanguine dans le ceeur qui empéche la bonne
oxygenation de celui-ci. Le temps T2 permet aussi de détecter d’autres troubles cardiaques dus
a un changement dans le contenu en eau [71-77]. Un haut temps de relaxation longitudinal T1
se trouve associé a la réduction de la fonction systolique [78] ou chez des patients souffrant
d’cedéme myocardique ou d’une déposition de protéine. Un faible temps T1 est quant a lui
associe a un dépo6t de lipide ou de fer [79]. D’autre part, la cartographie du paramétre T1 réalisée
apres utilisation d’un agent de contraste peut étre utilisée pour la détection de fibrose diffuse
[70, 78, 80-82], a savoir une inflammation chronique qui vient remplacer la MEC par un tissu
fibreux, dense et dur altérant la fonction cardiaque. De plus, notre équipe a démontré gque ces
parameétres IRM T1 et T2 permettaient de caractériser les propriétés mécaniques du myocarde
[83]. L’utilisation de I’'IRM multiparamétrique est fréquente pour le diagnostic précoce de
dégénérescences telles qu’il en apparait dans le cartilage ou le disque intervertébral grace aux
liens entre les propriétés biochimiques et histologiques et les paramétres magnétiques [84-86].
Cependant, I’évaluation de ces paramétres, qui pourrait permettre de poser un diagnostic
précoce sur une dysfonction du muscle cardiaque précédant I’apparition d’une incompétence

fonctionnelle, n’a pas encore ét¢ examinée.

1.6.5 Application cardiaque : IRM de perfusion myocardique

Ce type d’image est réalis€ par I’injection d’un agent de contraste, tel que le gadolinium, qui a
pour effet de modifier le temps de relaxation T1[87, 88]. L acquisition se fait par des séquences
de pondération T1 en mode multi-coupes entrelacées, comme vu précédemment, et en apnée
afin de garder un bon contraste et une résolution spatiale et temporelle suffisante. Environ 10
minutes apres 1’étude de la perfusion myocardique tissulaire de premier passage, une autre
acquisition d’images pondérées en Ty est effectuée. Il est important de noter que les résidus de
gadolinium ont tendance a se retrouver en plus grande quantité dans les tissus pathologiques
comparativement aux tissus sains [55]. Ces images de rehaussement tardif peuvent alors

montrer la présence de certaines cardiomyopathies [87, 89, 90].
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CHAPITRE 2 ARTICLE 1: EARLY DETECTION OF
DOXORUBICIN CARDIOTOXICITY IN THE SWINE BY CARDIAC
MAGNETIC RESONANCE IMAGING

2.1 Présentation de Particle

L’article présenté dans ce chapitre répond aux hypothéses posées dans le chapitre
précédent. Il est constitué d’une introduction faisant 1’état de I’art des différentes notions
nécessaires a la bonne compréhension des résultats, d’une présentation de la méthode utilisée
ainsi que celle des résultats, puis ceux-ci sont discutés avec 1’exposition des différentes limites

de 1’étude et leurs contributions.

Cet article, intitulé “Early Detection of Doxorubicin Cardiotoxicity in the Swine by Cardiac
Magnetic Resonance Imaging”, a été soumis a la revue “Journal of Cardiovascular Magnetic
Resonance” en Juin 2016. La contribution du premier auteur a la préparation et a la rédaction

de larticle est évaluée a 75%.
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2.2.1 Abstract

Purpose: Cancer chemotherapy is an effective treatment to treat cancer in both adults and
children. However, the associated cardiotoxicity of doxorubicin, the most commonly used
anticancer agent, is a well-known serious side effect leading to long-term morbidity. The
objectives of this study were to simulate doxorubicin-induced cardiotoxicity in the miniature
swine and to assess the utility of a novel cardiovascular MR (CMR) imaging protocol to detect
this cardiotoxicity. We hypothesised that CMR can detect early damages induced by

doxorubicin.

Methods: Female Yucatan miniature swine received either a chemotherapy treatment using
doxorubicin (doxorubicin group, n=5, 5 doses of 75mg/m?, 3 weeks interval) or saline (control
group, n=2). Three MRI scans and three echocardiography exams were performed before the
1st injection (A1), after the 4th injection (cumulative dose 300mg/m?) (A2), and 3 weeks after
the last injection (A3). Hematology lab results, clinical signs, echocardiography measures and
CMR parameters were compared between groups and acquisitions. The CMR parameters
included the cumulative displacement of each point along the myocardial contour, the
normalized ventricular area, wall thickness, and length of the left and right ventricles, the left
ventricular (LV) torsion, the von Mises cumulative strains and stresses, as well as the relaxation

times T1 (pre and post gadolinium) and T2.

Results: The miniature swine from the doxorubicin group developed alopecia, suffered from
diarrhea some days after each doxorubicin infusion and presented decreased white blood cells
and platelets. In echocardiography, reductions of shortening fraction, ejection fraction and
aortic blood flow were apparent at the last exam in the doxorubicin group, while results
remained constant in the control group. From cine-CMR, areas, lengths, thicknesses and LV
torsion presented similar patterns along the cardiac cycle, but with different amplitudes between
acquisitions and groups. For the LV end-diastolic cumulative displacements, the curve
amplitude increased from Al to A3 in the control group while it remains constant in the
doxorubicin group. Cumulative von-Mises strain decreased at A3 in systole and late diastole in
the doxorubicin group but stayed constant in the control group. T1pre decreased from Al to A3
in the control group. T1post decreased from Al to A3 in both control and doxorubicin groups.

T2 decreased from Al to A3 in the doxorubicin group.
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Conclusion: The CMR parameters we investigated in the miniature swine therapeutic model
with doxorubicin were able discriminate treated animals from controls. Differences were
detectible earlier than onset of classical echocardiographic changes. Translating these
observations to personalized medicine approach could be the premise for the oncologist to know
accurately when the treatment just starts to have deleterious effect on myocardium instead of
just observing that the heart was damaged by doxorubicin. The miniature swine therapeutic
model would help cardiologists and oncologists to develop early, specific and even preventive

therapeutic interventions.

Keywords: Cardiotoxicity, Doxorubicin, Miniature Swine, Cardiac Magnetic Resonance

(CMR) Imaging, Cine-MRI, Relaxation Time, Cardiac Function.



37

2.2.2 Background

Cancer chemotherapy was proven beneficial for solid tumors and acute leukemia in both adults
and children [1]. Nevertheless, the associated cardiotoxicity of doxorubicin, the most
commonly used anticancer agent, is a well-known serious side effect and among the most
important aetiologies of long-term morbidity [1]. Doxorubicin-induced cardiomyopathies are
considered irreversible and prevention strategies are preferred [2]. The probability of
developing a cardiac side effect, specifically heart failure, following doxorubicin treatment is

proportional to the cumulative administered dose [3].

Doxorubicin can cause either morphological changes of the heart, such as myofibril loss and
diffuse fibrosis formation, or functional changes, such as reduced ventricular function [4].
These changes are often seen early (less than one year after treatment), particularly in patients
receiving high dosage of agent [5, 6], while other patients may experience late lesions of the

heart several years after treatment [5, 7].

The clinical assessment of heart failure can use both electrocardiography (ECG) and
echocardiography. For a more detailed diagnosis, echocardiographic measurements are made
in M-mode, 2D-Mode and Doppler mode, including left ventricular end-diastolic and end-
systolic dimensions, fractional shortening, ejection fraction, contraction time, ventricular
ejection time and blood velocities through valves. However, these measures are late markers of
functional changes that appear only once the cardiomyopathy is advanced [8].

Cardiovascular MR (CMR) Imaging has become the gold standard for non-invasively
quantifying global in vivo heart function with measures such as ejection fraction, cavity volume
and mass [9-15]. However, conventional CMR techniques are neither capable of quantitatively

measuring regional cardiac function nor regional wall motion.

Myocardial tissue displacements are usually obtained from contours-based tracking methods
[14] but are not sufficient to infer on tissue internal displacements. Therefore, several imaging
sequences and models have been proposed to track deformation including phase-based strain
imaging sequences [16-20], but are limited by their low resolution and long processing time.

The transverse or spin-spin relaxation time T2 refers to the progressive dephasing of spinning
dipoles following the radio-frequency pulse due to tissue-specific characteristics. T2 is
significantly increased in infarcted myocardium [21], and can be used to detect acute ischaemic

or non-ischaemic injury due to associated changes in myocardial free water content [22-28].
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The longitudinal or spin-lattice relaxation time T1 measures how quickly the net magnetisation
vector recovers to the principal magnetic field direction. A higher native myocardial T1 was
found in patients with reduced systolic function [29], oedema or protein deposition, while low
T1 values were found to reflect lipid or iron deposition [30]. When using gadolinium as a
contrast agent, T1 mapping of late enhancement is found to detect accurately myocardial diffuse
fibrosis [31, 32] or fibrosis scar [33, 34] .

Several animal models were used to study the effect of doxorubicin. Heart structure and
function are similar in all mammals [35] which allows, under certain circumstances, to
extrapolate the results provided by an animal study to the human. Small animals such as mice
or rats are widely used in toxicology. However, rats and mice doxorubicin reaction involves
lesions to non-cardiac organs, including kidney, liver and small intestine [36], that may occur
simultaneously or before cardiotoxicity and interfere with the study outcome [37]. Furthermore,
because of different repolarisation mechanisms, pharmacological security addressing

arrhythmia issues did not use small animals [38].

The miniature swine is of particular interest for the study of doxorubicin cardiotoxicity because
it is possible to use a treatment regimen similar to those used in a clinical setting. The miniature
swine presents similarities to humans regarding cardiac anatomy, metabolism, and
pathophysiology [39]. Cardiac volumes and mass, coronary vascular architecture and function
of humans are more similar to miniature swine than to dogs or non-human primates [39-41].
The chemotherapy treatment will provoke damages and side effects similar to those observed
in humans [42]. Besides the cardiotoxicity, the principal other adverse reaction is a
myelosuppression. The digestive system presents some anatomic differences between miniature
swine and humans, but the physiology is similar [39]. Therefore digestive troubles caused by

doxorubicin in human are also observed in miniature swine receiving the drug [42].

The objectives of this study were to simulate doxorubicin-induced cardiotoxicity in the
miniature swine and to assess the utility of a novel CMR Imaging protocol to detect this

cardiotoxicity. We hypothesised that CMR can detect early damages induced by doxorubicin.
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2.2.3 Methods

2.2.3.1 Animal protocol

Our protocol (Figure 2.1), approved by the Animal Care Committee of our institution, was
designed to simulate the chemotherapy treatment applied to young adolescents. The
cardiovascular system growth of miniature swine from zero to four months old is similar to
human’s growth from birth to mid-adolescence [41]. All manipulations required for the project

were completed at the animal care facilities of our institution.

Seven female Yucatan miniature swine, 3.5-4 months old, were purchased from Sinclair Bio-
Resources (Columbia, Missouri, USA). They were kept in housing units and provided with
water and nutritionally balanced feed ad libitum throughout the whole study. Two vascular
access ports (Polysulfone Maxi CleaPort and 5Fr IntiSil Silicone Catheter, Access
Technologies, Skokie, IL, USA) were implanted in each miniature swine on the right and left
superior vena cava following the acclimation period. Vascular access ports were flushed weekly
under aseptic conditions with saline and 2, 5 ml of a taurolidine locking solution. All injections

required for the project were done through these vascular access ports.

Five miniature swine were randomly assigned to the doxorubicin group, receiving the
chemotherapy treatment. The remaining two miniature swine were assigned to the control
group, receiving saline. All doxorubicin or saline injections, echocardiographic and CMR
evaluations were performed under general anesthesia. The animal was sedated with isoflurane
(2%) administered with a face mask, and ketamine 2mg/kg and midazolam 0.033mg/kg were
administered intravenous through the vascular access ports. The animal was intubated and
general anesthesia was maintained with isoflurane (1-2%) and oxygen (FiO2 100%). Atropine
0.01mg/kg was administered if the animal had a cardiac frequency under 60bpm. Meloxicam
0.3mg/kg was administered sub-cutaneous. Our doxorubicin injection protocol was designed
according to Herman and Ferrans [42]. Five doses of 75mg/m? (corresponding to 2.4mg/kg in
children) were administered, at a three weeks interval, for a total cumulative dose of 375mg/m?,
which is considered a high dosage in children and adolescents (dose > 300mg/m?). The
lyophilized doxorubicin was diluted in 2mg/mL of sodium chloride according to standards.
Doxorubicin infusions lasted at least one hour. The animals received 1 dose (0.1mg/kg) of
ondansetron intravenous at the end of the infusion and the medication was prolonged per os

(4mg/kg) for 2 to 3 days to help controlling vomiting. Complete blood count was performed
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one week prior to each doxorubicin injection to ensure the neutrophil count was not inferior to
2000 cells/ul and the platelet count not less than 50000 cells/pl [43]. No treatment had to be
postponed.

Three CMR acquisitions were performed along with three echocardiographies. The first
acquisition (A1) was done before the first injection for intra-animal control values. The second
acquisition (A2) was done after the fourth doxorubicin injection, when the cumulative dose was

300mg/m2. The last acquisition (A3) was done three weeks after the last injection.

After the last acquisitions, the animals were sacrificed with a barbiturate overdose (108mg/kg).
The heart and other organs (liver, kidney, carotid, abdominal aorta, skeletal muscle, lung and
diaphragm), which might potentially be damaged by the cytotoxic drug, were collected and

samples were preserved either in liquid nitrogen or in formalin for future studies.

2.2.3.2 Echocardiography

Echocardiography was performed on a portable Vivid-i (GE Healthcare, Wauwatosa, WI) with
probe frequencies adapted to the body size of the young miniature swine. Measurements were
performed according to the recent ASE recommendations [44, 45].

M-mode data included heart rate, left ventricle (LV) diameter in diastole, right ventricle (RV)
diameter in diastole, left ventricular shortening fraction, pulmonary valve annulus, aortic valve

annulus, aortic flow velocity and pulmonary flow velocity.

Doppler tissue imaging was acquired from the apical 4-chamber, 3-chamber, and 2-chamber
views. The image position, depth, and sector width were optimized for frame rate and
insonation angle. Left ventricular ejection fraction measured according to the modified biplane
Simson’s rule. Tissue Doppler measurements included early (E), atrial (A), and systolic (S)
myocardial velocities at the lateral mitral annuli. Diastolic function parameters included E/E'
lateral wall (mitral E wave peak velocity / tissue Doppler E' velocity recorded at the level of the
lateral wall of the left ventricle), E/E' septum (mitral E wave peak velocity / tissue Doppler E'
velocity recorded at the level of the interventricular septum) and E/A (mitral E wave peak
velocity / A wave peak velocity). Atrioventricular inflow and ventricular outflow Doppler

tracings of the RV and LV were analyzed to measure isovolumetric relaxation time, isovolumic
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contraction time, and ventricular ejection time and calculate the myocardial performance index

(MPI) from these values.

2233 CMR

CMR acquisitions were performed on a 3T MRI scanner (Skyra, Siemens, Erlangen, Germany)

using a 18-channel phased array body matrix coil.

Cine images were acquired with an ECG-gated cine TruFISP sequence. This sequence was
chosen because of its reliable image quality. 11 slices were acquired in mid-ventricular short-
axis (slice thickness 6 mm, repetition time 37.2s, effective echo time 1.63s, flip angle 48°,
matrix 174 x 208 and spatial resolution 1.05mm x 1.05mm). For each slice, 30 phases of the
cardiac cycle were acquired during multiple breath-holds. 6 slices were acquired in long axis
2-chamber and 4-chamber views (slice thickness 6 mm, repetition time 40.15s, effective echo
time 1.59s, flip angle 48°, matrix 192 x 208 and spatial resolution 1.15mm x 1.15mm). For

each slice, 25 phases of the cardiac cycle were acquired during multiple breath-holds.

The relaxation times were acquired consecutively to the cine acquisition, at end of diastole to
avoid cardiac motion artefacts. A MOLLI sequence was used for T1 mapping [46] and a T2-
prepared TrueFISP sequence for T2 mapping [47]. Post-gadolinium T1 images were acquired

using ProHance (0.2ml/kg, Bracco, USA) as a contrast agent.

2.2.3.4 Analysis of Cine-CMR

The analysis of the displacements was performed according to Aissiou et al. [48]. Myocardial
contours were semi-automatically segmented on one axial slice at mid-ventricular level (Figure
2.2), for each of the 30 phases, using an interactive implementation of cubic Bezier curves.
Contours were smoothed using geometrical kriging [49] and parametrized using percentage of
cumulative length. For each point along the myocardial contour, the absolute displacement at
each cardiac cycle phase was added cumulatively. Normalized ventricular area, wall thickness,
and length of the left and right ventricles, and LV torsion were also calculated. Normalization
was done by dividing each parameter by the maximum value reached during the overall cardiac

cycle.
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Strain and stresses were analysed according to Aissiou et al. [50]. An isotropic hyperplastic
model with a discrete distribution of Young’s Modulus [51] was used. The cardiac cycle was
divided into systole, early diastole (ED) and late diastole (LD). Myocardial geometry was
meshed into 2D unstructured triangular elements [52]. Intra-myocardial displacements were
injected as loading conditions. VVon Mises strains and stresses were estimated at each phase and

cumulatively added through the cardiac interval.

2.2.3.5 Analysis of Myocardial Relaxation Times

T1 and T2 maps were generated and analysed as previously published [53]. T1 and T2 maps
were segmented using the same interactive implementation of cubic Bezier curves as for the
cine-images. T1 maps were generated using phase sensitive inversion recovery (PSIR) fitting
using a three parameter signal model with motion correction [46]. Pixel-wise myocardial T2-
maps were generated using unsupervised curve-fitting based on a two-parameter equation with
motion correction [47]. Resulting T1 and T2 relaxation times were displayed using a bullseye
plot that illustrate T1 and T2 relaxation times mean for each left ventricule segment [54]. This

regions organisation was introduced in Fetterman’s work [55].

2.2.3.6 Statistical Analysis

A two-ways analysis of variance was performed on all MRI relaxation times and cine-MRI
parameters, the first way being the group (doxorubicin versus control) and the second way being
the acquisition (Al: pre-treatment, A2: after the 4th injection, and A3: after the last injection).
As more than one measure was performed on each animal (all pixels for relaxation times or 100
measures along the cardiac cycle for cine data), we were not able to use a repeated measure test,
except for the mean relaxation times in each segment. A Krustal-Wallis one-way ANOVA on
ranks (for each group between the acquisitions or for each acquisition between groups) was
used when the normality test failed.
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2.2.4 Results

2.2.4.1 Clinical aspects

Only the miniature swine from the doxorubicin group developed alopecia and suffered from
diarrhea a few days after each doxorubicin infusion. As expected, a transitory neutropenia and
thrombocytopenia was observed following each doxorubicin infusion. Both parameters had
returned to normal prior to the next scheduled drug administration. All miniature swine in the

doxorubicin group developed a progressive non-regenerative anemia.

The animals from the doxorubicin group demonstrated a smaller weight gain (18+5kg) than the
control group (25+3kg), with a stabilized weight since the 4th injection in the doxorubicin group

while still increasing until the end of the study in the control group.

One of the two vascular access ports was removed between the 4th and 5th injection in one of
the control miniature swine because of a thrombotic occlusion. This animal developed an
infection at the surgical site that was successfully treated with enrofloxacin. It received the fifth

injection according to the protocol.

One of the miniature swine from the doxorubicin group died of septic shock 9 days after the
4th doxorubicin injection. Another animal from the doxorubicin group develop fever and a
profound apathy and was euthanized for humane reasons 14 days after the 5th injection of
doxorubicin. We performed a CMR and an echocardiography before euthanasia. Sample size
in the doxorubicin group was therefore n=5 for the first and second acquisitions and n=4 for the

third acquisition.

2.2.4.2 Echocardiography

Shortening fraction, ejection fraction (Figure 2.3.a) and aortic blood flow (Figure 2.3.b)
decreased (9.4%, 12.6% and 15.8% respectively) at the last acquisition in the doxorubicin
group, while remaining constant in the control group. The area of the aortic valve annulus
increased more from Al to A3 in the control group (18.6% difference) than in the doxorubicin
group (12.3% difference). Septal E/E' ratio decreased (59.2%) from Al to A3 in the control
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group but not in the doxorubicin group (2.4% difference) (Figure 2.3.h). However, differences

between acquisitions and between groups were not significant in all these parameters (p>0.05).

2.2.4.3 mpMRI: cine-MRI

For all areas, lengths and thicknesses, all curves from the 3 acquisitions (A1, A2, A3) and the
2 groups (doxorubicin and control) presented similar patterns along the cardiac cycle (Figures
2.4 and 2.5).

For LV length and area (Figure 2.4.a), the curves from the 3 acquisitions of the control group
had the same amplitude as the curve from Al of the doxorubicin group while the curves from
A2 and A3 of the doxorubicin group presented higher amplitude (37.8% for area and 13.4% for
length). Significant differences (p<0.001) were found between groups in A2 and A3, between
Al and A2 or A3 within the doxorubicin group, and between A2 and A3 within the control
group.

For RV length and area (Figure 2.4.b), all curves from the 3 acquisitions and the 2 groups
presented similar amplitude, with a tendency to increase the amplitude (10-14%) from Al to
A3 on both groups. Significant differences (p<0.001) were found between groups in Al and
A3, between Al and A2 or A3 within the doxorubicin group, and between A3 and Al or A2

within the control group.

For all thicknesses (Figure 2.5), the curve amplitude increases from Al to A3 in the control
group (21.1% for the septum, 14.0% for the RV and 18.4% for the LV) while it decreases at
A3, or A2 and A3, in the doxorubicin group (12.9% for the septum, 20.1% for the RV and
15.6% for the LV). Significant differences (p<0.001) were found between groups in Al and
A2, between Al and A2 or A3 within both the doxorubicin and control groups.

LV torsion along the cardiac cycle presented a different shape in the doxorubicin group as
compared to the control group for all acquisitions (Figure 2.6), decreasing (14.6%) from Al to
A3 in the control group while remaining constant in the doxorubicin group. Significant
differences (p<0.001) were found between groups in all acquisitions, and between A3 and Al,
and between A3 and A2 within control group, with no differences within the doxorubicin group

between acquisitions (p<0.001).
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For LV end diastole cumulative displacements, the curve amplitude increases (18.7%) from Al
to A3 in the control group (Figure 2.7.a) while it remains constant for the 3 acquisitions in the
doxorubicin group. This phenomenon appears in the first 60% of the contour, corresponding to
the septum and posterior wall of the LV, but is not observed in the RV (Figure 2.7.b). Significant
differences (p<0.001) were found between groups in Al and A3, between all acquisitions within

the doxorubicin group, and between Al and A2 or A3 within the control group.

2.2.4.4 Strain and Stress (CMR)

Cumulative von-Mises strain values decreased at A3 in systole (27.9%) and late diastole
(15.0%) in the doxorubicin group but stayed constant in the control group (Figure 2.8). In early

diastole no changes were observed in both groups.

For each LV segment, the mean von-Mises stresses decreased from Al to A3 in the doxorubicin
group (52.7% in systole and 35.7% in diastole) while they increased in diastole (45.0%) or
remained constant in systole from Al to A3 in the control group (Figure 2.9). For the septum,

similar behaviours were observed in both groups in both diastole and systole.

No significant differences (p<0.05) were found on the mean strains or stresses per segment
between groups or between acquisitions.

2.2.45 MR Relaxation Times

In Figure 2.10 mean values of T1pre, T1lpost and T2 have been reported for each segment,
throughout the left ventricle. The basal slice is represented in the outer circle, the middle slice
in the middle circle and the apex slice in the inner circle. A slight reduction (6.5%) in T1pre
measures in the control group was shown from Al to A3 while no change was seen in the
doxorubicin group. A decrease was observed in T1post measures in both control (17.1%) and
doxorubicin (24.0%) groups. T2 measures decreased from acquisition 1 to 3 in the doxorubicin

group (11.3%) while nothing was visually detectable for the control group.

For all cardiac segments, significant differences (p<0.05) were found on the mean T1post
values mainly between Al and A3, but not between groups (p>0.05). For all cardiac segments,
no significant differences (p>0.05) were found between groups nor acquisitions on mean T1pre

and mean T2 values.
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For T1post, T1lpre and T2 and for all cardiac segments, significant differences (p<0.001) were
found on all pixels values between groups mainly in Al and A3, and between mostly all

acquisitions in both doxorubicin and control groups.



47

2.2.5 Discussion

This study showed the feasibility of the proposed protocol to induce cardiomyopathy in young
miniature swine by intravenous injection of doxorubicin. Our protocol simulated clinical reality
for children and adolescents and indicated a clinical utility of a novel CMR technique to detect
cardiotoxicity. The reduced left ventricle ejection found from the last echocardiography in the
animals receiving doxorubicin suggests the development of a cardiac dysfunction during the
treatment. While this was detected three weeks after the end of the treatment, the CMR
parameters we investigated allowed an early detection. More precisely, our proposed
parameters discriminated treated animals from controls, at the second acquisition (after a
cumulative doxorubicin dose of 300mg/m?) detecting subtle cardiac changes. Therefore

wevalidated our hypothesis.

Our protocol, 3 weeks interval, 5 doses of 2.4 mg/kg (equivalent to 75mg/m?), was optimised
based on a miniature swine experiment [42] to mimic clinical protocols. In the literature, several
research protocols were conducted on pigs receiving only one injection of doxorubicin, to
investigate the clearance of doxorubicin [56], the short term effect of a potentially protective
drug (cyclosporine, lipiodol) [57], or the skin toxicity and potential pharmacologic antidotes
[58]. However, single injections do not lead to acute heart damages. These single injection
protocols do not represent the clinical reality, where patients receive repetitive intravenous
injections of doxorubicin and develop chronic cardiotoxicity, a linearly correlated effect of the
cumulative dose [3]. Other protocols were conducted on pigs receiving repetitive intracoronary
injections of adriamycin [59, 60] or intravenous application of doxorubicin [61] every 4-7 days
for 3 to 5 weeks to develop experimental cardiomyopathy with selective toxic damage of the
left ventricular myocardium. These experimental models do not completely mimic the chronic
exposure to the drug in humans, neither. Repetitive doxorubicin injection protocols used in
swine were based on 1.5-2.4mg/kg doses for a total cumulative dose of 9.6mg/kg or 14.4 mg/kg

[42] or 7.5mg/kg [61], corresponding to cumulative dose of 300-450 mg/m? in the human.

The usual symptoms observed in humans and animal models (alopecia, loss of appetite for one

to three days after doxorubicin injection, and digestive disorders) are due to the
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pathophysiology of the doxorubicin [1, 62]. Herman and Ferrans [42] also reported loss of hair
beginning on the legs and back after the 2nd or 3rd injection, with several animals essentially
hairless by the end of their study. The decreased weight gain in the doxorubicin group is in
agreement with Cassidy et al. [61]. However, Herman and Ferrans reported regular weight gain
in all their groups, with no differences between animals receiving doxorubicin and controls
[42]. The hematologic effects observed in our doxorubicin group were related to the
chemotherapy adverse effects on the bone-marrow [63]. Finally, using intra-venous injection
method as it is done in clinics, we did not get skin necrosis obtained from intra-muscular

injection [58].

Because doxorubicin weakens the immune system and decreases platelets and neutrophils
count, miniature swine following chemotherapy treatment are more prone to develop infections,
which could entail the septic shock death or the fever with profound apathy that we reported.
Similar death were reported for miniature swine that received either 1 injection of 5 or 9 mg/kg
doxorubicine [56], 1-3 injections of 3.2mg/kg doxorubicine [42], or even 5-6 injections of
1.6mg/kg doxorubicine [42].

The decrease of ejection fraction and shortening fraction in our doxorubicin group observed in
the last exam corresponds to the finding of Christiansen et al. [60] on swine from
echocardiography and of Ylanen et al. [64] on adolescent cancer survivors from cine-MRI.
However, we did not observe a significant increase of left ventricular diameters and volumes at
end systole and end diastole as encountered by Christiansen et al. [60]. Cassidy et al. [61]
reported a lower heart rate in the doxorubicin swine group as compared to the control swine
group, corresponding to the decrease of the heart rate in our doxorubicin group at the last
acquisition. They also reported similar cardiac indices between groups, in accordance to our
echocardiography measures. The decreased septal E/E' ratio with the animal’s growth in the
control group but not in the doxorubicin group indicated a persistently diminished myocardial

compliance under doxorubicin.

The increase of the thicknesses and LV end diastole displacements from Al to A3 in the control
group could be explained by the normal growth of the heart. In the doxorubicin group, these

parameters remained constant, suggesting that the animals did not grow as well as the control
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group, as previously found in the literature [61]. The measure of the weight throughout the
study confirmed the reduced growth in the doxorubicin group as opposed to a normal growth
curve in the control group. The decrease of ventricular area and length in the doxorubicin group
also suggested these parameters as good indicators of the heart health, deteriorated by the

doxorubicin.

For area/length and wall thickness, the differences between doxorubicin and control groups
were larger at end-systole and during early diastole, when the heart is contracted. Moreover,
the differences between doxorubicin and control groups found for the displacement of the
septum and the posterior LV wall were evident throughout the cardiac cycle, beginning at the
end of systole. Our CMR results do not confirm that diastolic manifestations of doxorubicin
cardiomyopathy occurred prior to significant alteration of systolic function, as concluded by
Cassidy et al. [61]. However, we did not measure their indices of relaxation.

The patterns of LV torsion along the cardiac cycle in our doxorubicin and control groups are
similar to the ones of chronic heart failure patients and control volunteers respectively, obtained
from strain echocardiography measurements [65]. The constant LV torsion from Al to A3 in
the doxorubicin group might be related to no changes in contractile mechanics [66].

The decrease of the strain and stresses in both systole and diastole phases in our doxorubicin
group is in agreement with the decreased cardiac output, stroke volume index, and left
ventricular stroke work index found by Christiansen et al. [60]. In doxorubicin-treated cancer
survivors, strains and stresses were significantly lower, indicating a reduction in myocardial
contractile function [50]. However in miniature swine, Cassidy et al. found that baseline
contractile efficiency was significantly higher in the doxorubicin group than in the control
group [61].

As low T1 values were found to reflect lipid or iron deposition in the heart [30], the slight
reduction in T1pre measures in the control group from Al to A3 could be associated to an
increased lipid deposition. This lipid deposition in the control group might be associated to the
weight gain during the study while the doxorubicin, which limited the weight gain in the
doxorubicin group, might have also limited this lipid deposition in the heart. The decrease

observed in T1post measures from Al to A3, more important in the doxorubicin group than in
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the control group, might be related to myocardial diffuse fibrosis [31, 32] or fibrosis scar [33,
34], due to the retention of gadolinium contrast in fibrotic tissue that causes T1 shortening.
Histology studies by Cassidy et al. showed sarcomere disruption and mitochondrial injury
associated with myocardial fibrosis [61] while Christiansen et al. found predominantly left
ventricular myocardial damage characterized by an increase of fibrous tissue [60]. In adolescent
cancer survivors, while myocardial fibrosis did not seem to be detectable from cine-MRI at a
median of 7.8 years after anthracycline therapy [64], the reduced myocardial T1 and
extracellular volume fraction might represent diffuse fibrosis [67]. However, T1post of both

doxorubicin and control groups were in the same range as T1post in cancer survivors [53, 67].

With a decreased or constant T2 from Al to A3, both groups did not present infarcted region
[21]. As T2 can be used to detect acute ischemia or other troubles involving changes in
myocardial water content [22-28], the slight T2 decrease from Al to A3 in the doxorubicin
group might be associated to decreased water content as compared to the control group.
However, no change in the hematocrit count was observed in both groups to confirm a lower
hydration in the doxorubicin group than in the control group. T2 can also be associated to a
collagen accumulation in the cardiac tissue, which could discriminate a cardiopathology in
which the tissue become stiff. T2 of both doxorubicin and control groups were in the same
range as T2 in cancer survivors [53, 67]. While volunteers™ age was significantly correlated to

T2 [68], T2 did not change in our control group, due to the short length of our study (4 months).

The main limitation of the project was the small number of animals inducing a low statistical
power. We focused on visual analysis to understand the parameter behaviours. The premature
death of one of the miniature swine in the doxorubicin group was another limitation as we
missed data for the third acquisition. Cine acquisitions on the porcine were challenging because
several animals had a shifted myocardium involving difficulties to find the cardiac planes.
Avrtifacts tended to appear, due to the blood flow in the aorta. Echocardiography on porcine was
also challenging because this animal is less echogenic than human due to the sub-cutaneous fat
and thorax conformation in pigs. Our segmentation process was only semi-automatic and
required about 30 minutes per animal per acquisition. However, the mean intra-observator error
was 0.4mm while the mean inter-observator error was 1.4mm for the endocardial and epicardial
curves position [48]. The rapid growth of premature animals can affect T1 values. The time

interval between the end of treatment (last injection of doxorubicine) and the end of the study
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(last acquisition and euthanasia) was limited to 3 weeks because of the decreasing health
condition of the animals after the 5th injection. Thus our imaging techniques (MRI and

echocardiography) were limited to detect the acute cardiotoxicity of doxorubicine [4].
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2.2.6 Conclusion

The CMR parameters we investigated in the miniature swine therapeutic model with
doxorobucin were able to discriminate treated animals from controls. Differences were
detectible earlier than onset of classical echocardiographic changes. Translating these
observations to personalized medicine approach could be the premise for the oncologist to know
accurately when the treatment just starts to have deleterious effect on myocardium instead of
just observing that the heart was damaged by doxorubicin. The miniature swine therapeutic
model would help cardiologists and oncologists to develop early, specific and even preventive
therapeutic interventions. This model could be optimized by using lower doses of doxorubicine
(50mg/m2) and more imaging acquisitions (every 2 injections).
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2.2.9 List of Figures

Figure 2.1: Injection and acquisition protocol. IT: Initial Time of the study (after animal

acclimation), FT: Final Time (day of euthanasia).

Figure 2.2: Myocardial contours segmentation in our customized Matlab program. Curve 1:

pericardium, curve 2: right ventricle, curve 3: left ventricle

Figure 2.3: Echocardiographic results including left ventricular ejection fraction (%), aortic
flow velocity, left ventricle diameter in diastole, right ventricle diameter in diastole, pulmonary
flow velocity, myocardial performance index, E/E' lateral wall (mitral E wave peak velocity /
tissue Doppler E' velocity recorded at the level of the lateral wall of the left ventricle), and E/E'
septum (mitral E wave peak velocity / tissue Doppler E' velocity recorded at the level of the

interventricular septum).

Figure 2.4: Left and right ventricle areas (mm2) along the cardiac cycle: beginning of systole

(end-diastole) at 1% and beginning of diastole (end-systole) around 50%.

Figure 2.5: Septum, left ventricle and right ventricle thicknesses (mm) along the cardiac cycle:

beginning of systole (end-diastole) at 1% and beginning of diastole (end-systole) around 50%.

Figure 2.6: Normalized torsion (°) along the cardiac cycle: beginning of systole (end-diastole)

at phase 1 and beginning of diastole (end-systole) around phase 17.

Figure 2.7: Left and right ventricle cumulative displacements (mm) along the cardiac cycle:

beginning of systole (end-diastole) at 1% and beginning of diastole (end-systole) around 50%.

Figure 2.8: Mean cumulative strain values in systole (top) and in diastole (bottom) from one

miniature swine at each acquisition time (Al, A2, A3).

Figure 2.9: Mean stress values during systole (top) and diastole (bottom) with 4 segments for
the left ventricle (LV), 2 segments for the septum (SE) and 1 segment for the right ventricle
(RV).

Figure 2.10: Mean T1 pre-gadolinium (ms), T1 post-gadolinium (ms) and T2 (ms) for the left
ventricle of the doxorubicin group on the left and the control group on the right.

Figure 2.22: Injection and acquisition protocol. IT: Initial Time of the study (after animal

acclimation), FT: Final Time (day of euthanasia).
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Figure 2.23: Myocardial contours segmentation in our customized Matlab program. Curve 1:

pericardium, curve 2: right ventricle, curve 3: left ventricle
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Figure 24: Echocardiographic results including left ventricular ejection fraction (a), aortic

flow velocity (b), left ventricle diameter in diastole (c), right ventricle diameter in diastole (d),

pulmonary flow velocity €, myocardial performance index (f), E/E' lateral wall (mitral E wave

peak velocity / tissue Doppler E' velocity recorded at the level of the lateral wall of the left

ventricle) (g), and E/E' septum (mitral E wave peak velocity / tissue Doppler E' velocity

recorded at the level of the interventricular septum) (h).
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Figure 25: Left and right ventricle areas (mm?) along the cardiac cycle: beginning of systole

(end-diastole) at 1% and beginning of diastole (end-systole) around 50%.
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Figure 26: Septum, left ventricle and right ventricle thicknesses (mm) along the cardiac cycle:

beginning of systole (end-diastole) at 1% and beginning of diastole (end-systole) around 50%.
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Figure 27: Normalized torsion (°) along the cardiac cycle: beginning of systole (end-diastole)

at phase 1 and beginning of diastole (end-systole) around phase 17.
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Figure 28: Left and right ventricle cumulative displacements (mm) along the cardiac cycle:

beginning of systole (end-diastole) at 1% and beginning of diastole (end-systole) around 50%.
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Figure 29: Mean cumulative strain values in systole (top) and in diastole (bottom) from one

miniature swine at each acquisition time (Al, A2, A3).

Systole: Doxo

A2 A3 4
¥

3
Systole: Control
2.5
-2
Diastole: Doxo -1.5




72
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Figure 30: Mean stress values during systole (top) and diastole (bottom) with 4 segments for
the left ventricle (LV), 2 segments for the septum (SE) and 1 segment for the right ventricle

(RV).

©ToT0©

e N===
S5S3ESE
eRQQQQ
T ANMNMNM—EIANM
CACICIC
=@ T =

_ _

~ o L
o < =
o o o

© oo
000 & 55
33558
ReQQQQ
AN M-I AN M
A CCC
HE = 4+ 0l =

I

0 n <
Q Q o,
o o o

V

(4

SE2

SE1

Lv4

Lv3

Lv2

Lv1




73

Figure 31: Mean T1 pre-gadolinium (ms), T1 post-gadolinium (ms) and T2 (ms) for the left

ventricle of the doxorubicin group on the left and the control group on the right.
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CHAPITRE 3 DISCUSSION GENERALE

L’étude présentée dans ce mémoire montre qu’en simulant le protocole clinique de
chimiothérapie chez le miniporc, le développement d’une insuffisance cardiaque est observe.
L’analyse des parametres genéres par IRM lors d’une chimiothérapie appliquée au miniporc
montre le potentiel de cette méthode a détecter précocement les changements structurels

apparaissant dans le cceur lors d’un tel traitement.

Plusieurs protocoles réalisés sur le miniporc ne reproduisaient pas 1’exposition chronique du
médicament comme effectuée chez I’humain. Le protocole clinique propose une injection toutes
les 3 semaines afin de rétablir le taux de plaquettes qui diminue sous I’action de la doxorubicine,

c¢’est donc le protocole que nous avons choisi.

Les symptomes observés chez ’humain et dans les modeles antérieurs ont été vérifié chez nos
animaux, ainsi que le gain de poids ralenti chez les miniporcs malades. Nos données
échocardiographiques montrent des fonctions d’éjection et de raccourcissement réduites dans

le groupe Doxo, comme observé dans la littérature.

La constante croissance des épaisseurs et des déplacements myocardiques observée chez les
miniporcs contrdles mais pas dans le groupe Doxo, ainsi que la réduction des aires et longueurs
ventriculaires chez les miniporcs malades mais pas dans le groupe sain, suggérent que ces
parametres tirés des images IRM sont de bons indicateurs de la santé du coeur détérioré par la
doxorubicine. La réduction des contraintes et déformations chez les animaux du groupe Doxo
suggere une fonction contractile réduite comme observée chez les survivants de cancer. La
legere réduction de T1pre, associée a une déposition de lipides dans le cceur, observée chez nos
miniporcs sains peut refléter leur gain de poids. La réduction de T1post observee dans le groupe
Doxo pourrait représenter une fibrose due a la doxorubicine. Cependant, une légeére réduction
est également observée dans le groupe controle, probablement due a I’injection de saline qui
aurait aussi des effets cardiaques néfastes [91]. La légere réduction de T2, associé a une
augmentation du contenu en collagene, observée dans le groupe Doxo, pourrait refléter un tissu

plus rigide, caractéristique des cardiomyopathies.

La réalisation des expérimentations a été conditionnelle & plusieurs facteurs : choix de I’IRM
et de I’animalerie, choix des intervenants, choix de la compagnic d’élevage, rédaction des

documents officiels, estimation des codts, coordination des emplois du temps.
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Le choix de I’animalerie a été restreint par la tarification élevée des compagnies privées et
I’incapacité de certains centres de recherche hospitaliers a accueillir de grands animaux pour
une durée étendue. Le centre de recherche du nouveau CR-CHUM avait 1’avantage d’étre
adapté, disponible et de posséder un IRM de recherche qui a permis d’éviter un surcott en frais
de transport ainsi qu’un stress supplémentaire imposeé aux animaux. Une étude pilote sur trois
animaux a été demandée par le CIPA (Comiteé Institutionnel de Protection des Animaux) étalant

I’étude animale sur deux fois cinq mois.

En conformité avec la littérature, nous avons travaillé avec le miniporc. D’aprés nos recherches,
une seule compagnie canadienne propose la vente de miniporcs a destination de la recherche.
Cependant, leur tarification élevée ainsi que 1’impossibilité d’obtenir des miniporcs de 1’age
souhaité limitait le choix de cette entreprise. Sinclair Bio Resources, basée aux Etats-Unis, était
un choix plus avantageux en termes de concordance avec le protocole et le budget.
L’inconvénient majeur d’une compagnie basée a 1’étranger a concerné le caractere chronophage
des formalités d’immigration, incluant des visites répétées d’un membre de I’ACIA (Agence
Canadienne d’inspection des aliments) pour I’approbation du lieu des expérimentations. De
plus, Sinclair a rencontré des problémes de communication interne touchant la rapidité
d’exécution des démarches administratives. Enfin, la coordination a été trés délicate a cause des
disponibilités restreintes de Sinclair et de I’IRM de I’animalerie du CR-CHUM mais ’age des

animaux a leur arrivée a finalement été bien controlé.

Le fait de réaliser une quarantaine sur les animaux achetés a 1’étranger a permis a 1’équipe de
recherche plus de libertés sur les déplacements futurs des porcs, de leur sang et de leurs organes
suite a I’euthanasie. Cependant cela augmente la durée de 1’étude ainsi que son codt. De plus,
mettre des porcs en quarantaine dans un établissement du Québec implique de n’avoir aucune
autre étude sur des porcs pendant toute la dureée de la quarantaine. C’est une loi qui peut
facilement contraindre a éliminer I’option de la quarantaine. L’autre possibilité était de garder
les animaux sous protocole de recherche, limitant les colits d’hébergement mais impliquant une
restriction des transferts des animaux vers 1’extérieur de 1’animalerie mais également en son

sein.

En vue d’obtenir 1’approbation indispensable du comité d’éthique du CR-CHUM, un dossier
d’éthique animale a été rédigé. Celui-ci détaille le protocole et contient en particulier une liste
de toutes les procédures utilisées sur les animaux, a la fois pour I’obtention des résultats mais

aussi en ce qui concerne le bien-étre des animaux. Ce méme document décrit le protocole a
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enclencher en cas d’urgence permettant de prévoir et d’anticiper les problémes pouvant
survenir. Ce document permet de se conscientiser sur la raison de I’utilisation d’animaux selon
la régle des 3R (Remplacement, Réduction, Raffinement, voir la définition compléete en
Annexe), d’apprendre a vulgariser le contexte de recherche avec 1’appui d’articles prouvant la
faisabilité du projet et de prévoir les résultats attendus. Il permet aussi d’identifier clairement
les acteurs du projet et leurs taches tout au long de 1’étude grace a un calendrier complet réalisé
en collaborant avec les différentes équipes. Dans notre cas, un questionnaire complémentaire
sur I’utilisation de matériel a biorisque a également di étre rempli étant donné que nous devions
utiliser une anthracycline qui est un médicament cytotoxique, permettant de conscientiser

1’équipe sur les risques d’utilisation d’un tel produit.

Le budget préliminaire s’est fait en collaboration avec 1’équipe du CR-CHUM. Cependant, la
différence entre I’estimation du budget et les colits réels s’est avérée importante, si bien que
nous aurions pu inclure un a deux porcs supplémentaires a 1’étude. Ce manque d’optimisation
des calculs est une limite importante du projet, car 1’évaluation du nombre d’heures passées

avec les animaux malades et la prédiction des codts associés aux imprévus est délicate.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Pour la premiére fois, I’'IRM ciné et 'IRM multiparamétrique ont été utilisées conjointement
pour caractériser le comportement mécanique du cceur. Le protocole utilisé et les outils
d’analyse développés au sein de notre équipe ont permis de déceler I’apparition précoce des
Iégeres modifications des propriétés du muscle cardiaque avant la détection faite par
échocardiographie. La détection précoce de ces changements est nécessaire aux oncologistes
afin de prédire la progression de la pathologie et personnaliser le traitement. Pour faire suite a
cette étude, des projets a plus long terme devraient voir le jour afin d’étudier les effets retardés
chroniques de la doxorubicine. Pour cela, le protocole pourrait étre optimisé en ajoutant des
acquisitions IRM, permettant de suivre plus précisément 1’évolution des parameétres calculés, et

en répartissant la dose totale cumulative sur plus d’injections (par exemple 7 doses de 50mg/m?)

Apres I’euthanasie des animaux, des échantillons ont été prélevés dans le cceur, le foie, les reins,
la carotide et I'aorte abdominale, les muscles squelettiques de la cuisse, et le diaphragme, et
conservés dans 1’azote liquide a -80°C pour certains et dans la formaline pour d’autres afin de
compléter par la suite des analyses de différentes natures dans de futurs projets. Un prélévement
d’échantillons de muscle squelettique des pattes arrieres de nos miniporcs a été realisé par
I’équipe du Pr. Coustillou de 'UQAM pour 1’étude de la fonction mitochondriale, ¢’est-a-dire
I'éstude du fonctionnement des différents complexes de la chaine de transport des électrons, ou
en d’autres mots 1’étude du comportement physiologique des mitochondries. Ce type d’analyse
est particulierement intéressant pour I’étude de la pathophysiologie de certaines maladies
comme les myopathies. Des analyses biochimiques sont prévues au sein du laboratoire LCM-
Services de Spectroscopie Infrarouge de I’Université de Montréal sur des échantillons
cardiaques. Des analyses utilisant la technique FTIR (Fourier Transform Infrared Spectrometry)
seraient intéressantes a réaliser. En effet cette méthode permet d’obtenir un spectre représentant
I’absorption et la transmission moléculaire d’un échantillon donné. Une structure moléculaire
a un spectre infrarouge unique, cette technique se révele donc utile pour différents types
d’analyses comme pour identifier un nouveau matériel, déterminer la composition d’un

échantillon a la fois en termes de qualité et de quantité de structures.

Enfin, certains échantillons du coeur ont été découpés assez gros en vue de leur analyse par

élastographie par résonnance magnetique a 1’Université de Sherbrooke afin de mieux
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comprendre la réaction mécanique du tissu cardiaque lorsqu’un patient est soumis a une

chimiothérapie.

Sur le long terme, une telle compréhension est nécessaire afin de proposer le développement de
traitements précoces, plus efficaces et moins invasifs, voire préventifs, en les administrant avant

qu’apparaisse un stage avancé de la dégénérescence.

L’automatisation de nos outils a un potentiel commercial auprés des compagnies en imagerie
médicale puisque la technique pourrait intéresser tous les cardiologues traitant ces maladies tant

en pédiatrie que chez 1’adulte.

Les connaissances résultant de notre étude ont donc des conséquences directes sur la qualité
des soins prodigués aux patients souffrant de cancer, sur la rationalisation des codts de sante,

mais aussi sur la survie et la qualité de vie future de ces patients.
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ANNEXES

Annexe 1: Définition de la regle des 3R selon le Conseil Canadien de

Protection des Animaux

« A propos des Trois R :

Le concept des Trois R (c.-a-d. le remplacement, la réduction et le raffinement) guide
I’utilisation éthique des animaux en science.

e Le remplacement désigne les méthodes qui évitent ou remplacent I'utilisation des
animaux dans un domaine ou il est d'usage de les utiliser

e La réduction désigne toutes les stratégies dont le résultat se traduit par une diminution
dans le nombre d’animaux utilisés

e Le raffinement désigne les modifications apportées aux méthodes d’élevage ou aux
procédures expérimentales afin de réduire la douleur et la détresse

Le concept des Trois R, issu de la communauté des chercheurs, est largement reconnu comme
la pierre angulaire des politiques mondiales en science faisant appel a 1’utilisation d'animaux.
L’utilisation éthique des animaux exige de tenir compte des besoins propres au bien-étre
animal.

Les revues spécialisées et les sites Web de centres des Trois R dans le monde publient de
I’information sur le progres de la science dans le domaine des Trois R.

Au Canada, la surveillance de ’utilisation des animaux a des fins scientifiques releve du
Conseil canadien de protection des animaux (CCPA). Veuillez consulter le site Web du
CCPA pour en savoir plus. »

Tiré du site du CCPA (Conseil Canadien de Protection des Animaux) : http://3rs.ccac.ca/fr/a-
propos/



