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Résumé

RESUME

L’imagerie spectroscopique par résonance magnétique des noyaux X, tel que le ©*C, offre des spectres
plus simples qu’en H. De surcroit, ce noyau est notamment trés utile pour I’étude du métabolisme
pathologique, par exemple celui de la maladie de Parkinson. L’inconvénient principal est une sensibilité
qui empéche toute application in vivo en RMN conventionnelle. L hyperpolarisation est une solution
potentielle & cette limite car elle permet d’augmenter le niveau de polarisation du *C d’un facteur de
10000 environ, mais qui décroit rapidement durant les expériences. Afin de pouvoir profiter de signal
amplifié momentanément, une méthode d’imagerie spectroscopique rapide a été développée qui
s’ applique aux précurseurs *C hyperpolarisés, mais aussi a d’autres noyaux donnant lieu a des spectres
clairsemés. En particulier, cette méthode peut étre appliquée a I’imagerie quantitative du 2Na ayant un
spectre simple et des temps de relaxation T- trés courts. Ce noyau quadripolaire est trés sensible a son
environnement. Cette sensibilité peut se manifester sous forme de plusieurs compartiments, chacun
d’eux pouvant générer des cohérences a simple ou multiples quanta. Cette compartimentation est trés
peu étudiée dans les tissus biologiques et dans les aliments. C’est pourquoi, une étude de la relaxation
du 2Na a été menée dans des aliments contrastés en termes de quantité de sel et de matrice. Elle montre
que diverses populations de sodium coexistent dans la plupart des matrices: une population de sodium
fortement liée a la matrice et une autre plus libre qui se distinguent par 1’effet quadripolaire. Ce point
observé pour la premiére fois est important pour la quantification du sel dans les aliments et le

déterminisme de la sensation salée.

ABSTRACT

13C magnetic resonance spectroscopic imaging (MRSI) allows studying metabolism flux and
characterizing the difference between healthy and diseased conditions like in Parkinson disease.
However, *C nucleus suffers from a lack of sensitivity as both its gyromagnetic ratio and its natural
abundance are low. To tackle this issue, it is possible to boost its NMR signal up to 4 order of magnitudes
by hyperpolarizing it. Hyperpolarized nuclei are in a transient state which start to relax as soon as the
polarization process is stopped. This excited state lasts for few tens of seconds in general. To exploit
this boost in NMR signal, it is then critical to have a fast MRSI approach. | implemented and optimized
a fast MRSI method which can be applied to hyperpolarized *3C but also to any nuclei having a sparse
spectrum like #Na. This quadrupolar nucleus is highly sensitive to its local environment leading to

possible compartmentation. This phenomenon is poorly described in both the clinical and food science



Résumé

literature. | performed a »*Na relaxation study on contrasted food in term of salt quantity and food
structure. | demonstrated that several sodium compartments existed in most of the food: one pool
strongly bounded to the food matrix leading to quadrupolar interactions and a second pool for which
sodium does not present strong interactions with the food and then no quadrupolar interactions. These
observations are critical to both quantify locally the sodium and make a relationship between salt

properties (concentration, interaction) and salty taste.
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Introduction générale

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est aujourd’hui une des techniques de choix pour
diagnostiquer des pathologies et suivre leur évolution chez des patients. L’IRM est également appliquée
en sciences de I’aliment et en agronomie. La plupart du temps, les atomes d hydrogéne (*H ou son noyau
le proton) des molécules d’eau sont imagés car il est abondant dans le vivant et les protons sont les
noyaux les plus sensibles en résonance magnétique nucléaire (RMN). Il existe d’autres noyaux d’intérét,
appelés noyaux X, comme par exemple le carbone (3C) et le phosphore (3P) pour des études in vivo
des flux métaboliques et du métabolisme énergétique respectivement ou le sodium (*Na) pour
caractériser, par exemple, les procédés de salaison des aliments. Cependant, la RMN des noyaux X
présente une sensibilité plus faible que celle du *H conséquence d’un rapport gyromagnétique plus faible
et d’une abondance naturelle du noyau X souvent plus faible que pour le *H. Pour booster le signal
(augmentation jusqu’a 5 ordres de grandeur), il est possible d’hyperpolariser les noyaux, ¢’est-a-dire de
surpeupler artificiellement un des niveaux d’énergie. Cet état hyperpolarisé est instable et disparait par
relaxation longitudinale Ti. La durée de vie du signal hyperpolarisé est toutefois assez longue pour
permettre des études de certains flux métaboliques in vivo. Outre la caractérisation du métabolisme de
certains cancers, cette approche est intéressante dans la maladie de Parkinson (MP).

La MP est caractérisée par la perte progressive des neurones dopaminergiques de la substance noire pars
compacta (SNc). Cette neurodégénérescence induit une diminution de la libération de dopamine au
niveau du striatum dorsolatéral et ventral. Ces taux plus faibles de dopamine striatale sont a I’origine
dans le cerveau d’un dysfonctionnement des voies cortico—basal ganglia-thalamo—corticales et de
I’apparition des principaux symptomes cliniques et moteurs de la MP : rigidité, tremblement de repos et
akinésie. Classiquement, son diagnostic repose largement sur I’évaluation de ces symptomes moteurs et
malheureusement, ce diagnostic purement clinique est généralement posé a un stade de
neurodénervation avancé. En effet, les symptdbmes moteurs apparaissent lorsque 60% a 80% des
neurones dopaminergiques de la SNc ont dégénéré. Dans ce contexte, I’introduction de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour prévenir la dénervation dopaminergique et 1’organisation de la prise en
charge de la MP dépendront de la capacité a améliorer le diagnostic, de préférence a un stade précoce,
avant I’apparition des signes moteurs. L’identification de biomarqueurs spécifiques et sensibles de la
MP est un challenge excitant. De plus, I’exploration du métabolisme cérébral par spectroscopie de
résonance magnétique (SRM) du 'H et du 3C chez des modeles animaux de la MP a apporté des
informations supplémentaires sur la physiopathologie de la maladie et a permis, en particulier, de

montrer I’implication du métabolisme glutamatergique striatal.

Le but de cette thése est d’abord de développer I’imagerie spectroscopique rapide du *C hyperpolarisé
sur un animal modele. L application visée a terme est de caractériser les vitesses de conversion du
glutamate (Glu) en glutamine (GlIn) et la différence qui pourrait exister dans ce cycle métabolique entre
un sujet sain et un sujet atteint de la MP. C’est pourquoi, j’ai programmé et optimisé une méthode

d’imagerie spectroscopique rapide permettant d’obtenir des images de chacun des métabolites
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détectables en *C dans le cerveau. L’approche est basée sur 1’échantillonnage non linéaire dans le
domaine temporel et une estimation de I’amplitude des métabolites par I’ajustement d’un modele connu
a priori en fréguence (IDEAL). Dans une méthode IDEAL, il est critique de contrbler parfaitement la
phase du signal. J’ai pu montrer comment assurer ce controle dans différentes conditions
expérimentales. Pour I’encodage de 1’information spatiale, une trajectoire spiralée a été utilisée comme
consigne. Puisqu’il n’était pas envisageable de mesurer la trajectoire réelle en 3C, j’ai caractérisé le
canon de gradients comme un systeme linéaire et adapté ensuite la consigne a ses caractéristiques. Enfin,
pour I’utilisation de cette méthode avec des molécules hyperpolarisées, il est critique de ne pas perdre
de temps entre les acquisitions. C’est pourquoi, j’ai mis en ceuvre une solution originale qui prend en

compte les limitations de notre équipement et minimise les temps morts.

Outre le développement de la méthode d’imagerie spectroscopique rapide, il fallait pouvoir
hyperpolariser les marqueurs. C’est pourquoi, I’hyperpolariseur HyperSense® d’Oxford Instruments a
été déménagé du CHU a AgroResonance au début de ma these. A cause de problemes techniques, cet
instrument n’a pas pu étre réinstallé. J’ai donc choisi de mettre a profit les développements en imagerie
spectroscopique rapide effectués sur une autre thématique. D’une maniére générale, cette approche peut
étre mise en ceuvre deés que le spectre RMN est clairsemé (“sparse’ en anglais). Ceci est le cas pour la
majorité des noyaux X, dont le 2Na. Ce noyau est certes un biomarqueur dont ’intérét est croissant pour
les applications in vivo mais il est particulierement intéressant pour étudier le salage et la sensation salée
dans les aliments, qui est une des thématiques de recherche de mon équipe d’accueil AgroResonance.
De plus, I’application de la méthode d’imagerie spectroscopique rapide, fondée sur une trajectoire
spiralée partant du centre du plan de Fourier, peut étre avantageuse pour 1’étude des noyaux ayant des
temps de relaxation T courts, ce qui est le cas du 2Na. J’ai donc réorienté mes travaux vers I’IRM du

2Na pour caractériser les aliments.

Le sodium est principalement présent dans les aliments par I’ajout de sel. Les principaux intéréts a cet
ajout résident dans la conservation du produit et dans I’amélioration de ses propriétés organoleptiques.
Pour autant, la consommation de sel par la population est trop élevée. L’enjeu est alors de diminuer la
quantité de sel tout en préservant la perception du gotit salé. L’intensité de la perception du gott salé
dépend a la fois de la quantité de sel mais également de ses interactions avec 1’aliment. Il est donc
critique de cartographier la quantité de sel et de comprendre comment le sodium interagit avec le produit.
Dans ce contexte, I’IRM est une approche de choix car elle permettrait de répondre simultanément a ces

deux enjeux ; obtenir la répartition spatiale du sel et caractériser les interactions du sel avec la matrice.

Le 2Na est un noyau quadripolaire (spin 3/2). Lorsqu’il existe des liens forts (d’origine électrostatique)
entre le sodium et son environnement, des interactions quadripolaires détectables apparaissent. Il est
accepté in vivo que I’ensemble des ions sodium présente un seul compartiment avec une interaction

quadripolaire typique (non séparable dans le domaine spectral). Cette compartimentation reste a étudier
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précisément dans les produits agroalimentaires. Mes études avaient donc deux objectifs. Le premier était
de voir s’il existe des aliments avec un spectre RMN présentant de multiples pics dus aux interactions
quadripolaires. Il est utile de rappeler en effet que I’imagerie spectroscopique rapide IDEAL repose sur
un modele connu a priori en fréquence. Le second objectif était de caractériser les interactions entre le
sodium et 1’aliment. Pour cela, les temps de relaxation transversaux T, ont été mesurés en simple et
double quanta (SQ, DQ) dans différents aliments, salés a différentes concentrations. J’ai pu démontrer
gue dans certains de ces produits, contrairement a ce qui est admis dans les tissus biologiques in vivo, le
sodium était compartimenté en deux fractions détectables qui se distinguent par la présence ou non

d’interactions quadripolaires.

Le manuscrit est organisé de la maniére suivante. Les deux premiers chapitres constituent 1’état de I’art
de I’imagerie spectroscopique rapide et de la RMN du sodium respectivement. Le troisiéme chapitre
illustre mes travaux menés pour mettre au point et optimiser ’approche d’imagerie spectroscopique
rapide. Le quatriéme chapitre présente 1’étude des interactions du sodium dans des aliments salés
contrastés. Les discussions et principales publications sont intégrées a ces deux derniers chapitres. Pour

autant, le document s’achéve par une conclusion générale.
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1. INTRODUCTION

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est une méthode d’imagerie non-invasive permettant de
visualiser les tissus avec une grande diversité de contrastes, ce qui permet par exemple de différencier
les conditions physiologiques normales et pathologiques. L’TRM est fondée sur la résonance magnétique
nucléaire (RMN). Cette derniere a eu une énorme influence dans la médecine/biomédecine [1-17],
I’alimentation [18-22] et I’agronomie [23-37]. Elle a notamment donné lieu a plusieurs prix Nobel : de
la découverte du phénomene de RMN par Isidor Isaac Rabi (prix Nobel de physique, 1944), au premier
développement mené par Felix Bloch et Edward Purcell (prix Nobel de physique, 1952), & la derniere
reconnaissance de Paul Lauterbur et Sir Peter Mansfield (prix Nobel de physiologie et de médecine,
2003) pour leur découverte de la reconstruction d’image 2D en faisant intervenir des gradients modifiant
I'intensité du champ magnétique. Une étape majeure dans le développement de la mesure du phénoméne
RMN est la spectroscopie par résonance magnétique (SRM) par transformée de Fourier (TF) par Richard
Ernst (prix Nobel de chimie, 1991). Celle-ci apporte des informations complémentaires a I’IRM : les

spectres et permet d’étudier le métabolisme.

Ainsi, I’imagerie spectroscopique par résonance magnétique (ISRM), également connue sous le nom de
chemical shift imaging (CSI) en anglais, a été introduite pour la 1% fois en 1982 par Brown et al. [38]
et développée par Maudsley et al. [39]. L’ISRM est importante pour évaluer la variation spatiale des
métabolites in vivo et mesurer leurs concentrations. Les applications de ’ISRM ont été nombreuses, par
exemple le suivi des changements dans les voies métaboliques [40-45], I’imagerie de 1’eau et la matiére
grasse [15,46-48], l'identification et le traitement des tumeurs/lésions et des études de survie [11,49-51],
I'imagerie du pH [52], la cartographie de la température [53-55], et le suivi des changements de lactate

au cours de l'activation cérébrale [56].

La méthode d’ISRM conventionnelle est basée sur 1’utilisation exclusive de gradients d’encodage de
phase permettant de se déplacer dans le plan de Fourier et d’acquérir un signal de précession libre [38].
Cette méthode a permis d’acquérir des spectres RMN du *H in vivo dans le cerveau [57]. Ces spectres
sont trés complexes et présentent un fort chevauchement de pics. Ce chevauchement persiste méme en
augmentant I’intensité du champ magnétique [58]. Si la CSI conventionnelle est robuste, ¢’est au prix

d’un trés long temps d’acquisition qui ne permet pas d’étudier les métabolismes rapides.



Chapitre | — Etat de I’Art : Imagerie Spectroscopigue par Résonance Magnétique

Pour I’étude du métabolisme, un autre noyau d’intérét est le carbone (**C) pour lequel le spectre présente
un moindre chevauchement de pics (on parlera de spectre clairsemé), mais ayant une trés faible
sensibilitét RMN. Si cette sensibilité peut étre significativement augmentée grace a I’hyperpolarisation,
il est nécessaire de disposer d’une méthode d’ISRM adaptée, c’est-a-dire suffisamment rapide pour
I’étude du métabolisme en condition d’hyperpolarisation et suffisamment résolue dans la dimension

spectrale pour mesurer les métabolites d’intérét.

Ce chapitre dédié a ’ISRM rapide commencera par ’introduction des principes de base de la RMN puis
de I’hyperpolarisation. Je présenterai ensuite les travaux menés dans 1’équipe en spectroscopie RMN et
plus particuliérement en 3C hyperpolarisé sur des animaux modeles de la maladie de Parkinson. Je
décrirai ensuite les différentes méthodes en ISRM. Je les ai regroupées en trois grandes familles : la
sélectivité spectrale est réalisée a la reconstruction soit sans aucune connaissance a priori soit a 1’aide
d’un modéle ou alors a I’excitation. Je terminerai cet état de I’art en abordant les problématiques liées a

1”état hyperpolarisé des métabolites.

2. QUELQUES PRINCIPES DE RMN

A la base, la RMN utilise I’absorption et 1’émission d’ondes électromagnétiques radiofréquences (RF)
par des noyaux placés dans un champ magnétique statique Bo. Ces noyaux possédent des propriétés

magnétiques caractérisant leur spin nucléaire, et sont liés par la relation suivante :

u=gvys, 1)

avec u le moment magnétique, g le facteur de Landé, y le rapport gyromagnétique et S le spin
correspondant. Le rapport gyromagnétique est le rapport entre le moment magnétique dipolaire et le
moment cinétique d’une particule portant une charge électrique en rotation. y est ainsi une constante
unique pour chaque atome. Si le spin nucléaire du noyau d’intérét est non nul, son placement dans un
champ magnétique le forcera dans des états quantiques particuliers. Par exemple, une particule ayant un
spin 2, comme le proton, peut occuper deux niveaux d’énergie +'2 (état d’énergie moins élevée) ou —%
(état d’énergie plus ¢élevée). La différence de ces deux niveaux est appelée effet Zeeman car découverte
par Pieter Zeeman, lauréat du prix Nobel de physique en 1902 avec son mentor, Hendrik Lorentz. La
différence d’énergie E entre ces deux états est proportionnelle a I’intensité du champ magnétique
applique :
E = hvy ; vy = ¥ X By, (2)

avec h la constante de Planck (6.626x10734).s), v, la fréquence de Larmor du noyau d’intérét (Hz), 3 =

v/2m (MHz.T?), et By l'intensité du champ magnétique statique (T).
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Les noyaux observables en RMN sont ceux qui ont un proton ou un neutron non apparié. L hydrogéne
(*H, spin ¥%) est le principal noyau étudié parce qu’il posséde le rapport gyromagnétique le plus élevé (3
= 42.576 MHz.T™!) et une abondance naturelle tres importante (99.9%). En considérant une population
de noyaux de H, et d’aprés la distribution de Boltzmann, une légére prédominance des noyaux dans
1’¢état d’énergie inférieure (+'2) se produit. Le rapport entre les populations de 1’état d’énergie inférieure

(N) et supérieure (N7) s’exprime comme suit :
< N*Y/N™ >=exp(—E/kgT) = exp(—hvy/kgT), (3)

avec kg la constante de Boltzmann (1.381x102).K ) et T la température (K). Cette prédominance de
spin dans 1’état +'; contribue a une aimantation macroscopique Mo paralléle & B, appelée aimantation
longitudinale a I’équilibre M, = Mo. Dans ce cas, la totalité de 1’aimantation est suivant I’axe Z. Seuls

les noyaux contribuant a la production de Mg sont considérés pour la suite.

Un champ magnétique perturbateur B1 perpendiculaire & Bo, ayant une fréquence vo, peut étre appliqué
dans le plan (XY) grace a une impulsion RF. Celui-ci offre la possibilité d’une absorption de 1’énergie
avec laquelle le proton de I’atome d’hydrogéne passe a un état d’énergie plus élevé. Ainsi, les noyaux
deviennent excités. Une application de B; plus longue conduit a un basculement d’un angle plus large
par rapport a Bo. Pour une durée suffisante, I’aimantation macroscopique Mo peut étre basculée d’un
angle de bascule (FA) de 90° pour avoir la totalité de I’aimantation dans le plan (XY) (Mxy = Mo et M,
= 0). A I’arrét de Bs, les noyaux excités retournent rapidement a 1’état d’énergie inférieur en émettant
des ondes électromagnétiques de fréquence v,. En d'autres termes, les spins retournent a leur position
d’équilibre paralléle a Bo. Ces ondes, captées par des bobines de réception dans le plan (XY), induisent
le signal RMN observé a une fréquence égale a la fréquence de précession des noyaux v,. Ce signal

induit est appelé précession libre ou free induction decay (FID) en anglais.

En réalité, les noyaux observés appartiennent a des molécules et baignent dans un nuage électronique.
La densité électronique au voisinage d’un noyau dépend de la molécule et de sa position dans celle-Ci.
Cela va en quelque sorte constituer, en présence de Bo, un champ magnétique opposé égale a o;Bo avec

o; la constante d’écran. Le champ magnétique local observé par un noyau i a donc la forme suivante :
Bi = Bo (1-0y), (4)

Les différents champs magnétiques subis par les noyaux font varier les fréquences de résonance
observées selon 1’équation (2). Les variations de fréquence du méme type de noyau, dues aux variations
de la distribution des électrons, sont appelées déplacements chimiques (&). Celui-ci est exprimé en partie

par million (ppm) par rapport a une molécule de référence selon I’équation suivante :

61' = O_ref_ o; = (Ui_ Uref)/vm (5)

avec 6;, g;, v; le déplacement chimique, la constante d’écran et la fréquence de Larmor, respectivement,

du noyau étudié i. o,cr et v,y sont la constante d’écran et la fréquence de Larmor, respectivement, de
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la molécule de référence. Si I’environnement étudié comporte différentes molécules, la FID résultante
rassemble les oscillations des différentes fréquences de résonance (ou déplacements chimiques). Les
fréquences composites du signal acquis peuvent étre séparées en appliquant la TF. Si un signal consiste
en une oscillation a une fréquence unique de 2000 Hz, a titre d’exemple, alors sa TF contiendra un pic
a cette fréquence (Figure la). Dans le cas ou ce signal contient une superposition d’oscillations a
différentes fréquences (2000 et 3500 Hz), la TF (qui est linéaire) fournit un « histogramme » de ce
contenu spectral (Figure 1b).
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Figure 1: (a) La partie réelle d'un signal oscillant d’une fréquence f1=2000Hz et ayant une amplitude de 5, et la valeur
absolue de sa transformée de Fourier. (b) Signal oscillant composé de deux fréquences f1 = 2000 Hz et f2 = 3500 Hz,
d’amplitudes égales a 5 et 10, respectivement, et la transformée de Fourier correspondante.

L’objectif de I’'ISRM est de retrouver la position des noyaux a 1’origine du signal recu. Il faut donc coder
I’espace en modifiant spatialement le champ statique a 1'aide de bobines de gradients. La variation
temporelle d’un gradient correspond a un déplacement dans 1’espace de Fourier (appelé 1’espace-k), qui
est la transformée de Fourier inverse de la distribution de I'aimantation transversale. Par conséquent, la
reconstruction d’une image RMN nécessite d’échantillonner 1’espace k et d’effectuer ensuite une TF. Si

I’espace-k est échantillonné le long d'une trajectoire cartésienne, la TF discrete peut étre effectuée

30
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directement. Si un échantillonnage non-cartésien est utilisé, telle qu'une trajectoire en spirale, les
données sont généralement extrapolées sur une grille cartésienne pour permettre I'utilisation de la TF
discrete. La particularité d’un protocole d’ISRM est d’acquérir plusieurs images a différents instants de
I’évolution libre du signal afin de pouvoir identifier les différents pics caractérisés par leur déplacement

chimique.

La FID est généralement constituée d'une superposition de sinusoides amorties. Chacun de ces pics voit
son evolution gouvernée par deux types de relaxation. L'aimantation longitudinale M, repousse par
relaxation longitudinale T; apres une impulsion RF, une repousse a partir de O pour atteindre 95% de
I’aimantation Mo nécessite un temps de 3 fois le T:. La composante transversale M,y décroit par

relaxation transversale T,".

Pour les applications in vivo, les noyaux couramment étudiés en RMN en plus du *H sont le phosphore
(3'P) [59-62], le carbone (**C) [3,7,63-74], le sodium (*Na) [75-82] et le xénon (}*°Xe) [83-85].

Quelques caractéristiques de ces noyaux sont résumées dans le Tableau 1.

Tableau 1 Quelques caractéristiques de différents noyaux/isotopes.

Noyau Rapport gyromagnétique ¥ (MHz. T™) Abondance naturelle (%) Spin nucléaire
H 42.576 99.9 1/2
sip 17.235 100 1/2
3C 10.705 1.07 1/2
Na 11.268 100 3/2
129%e -11.777 26.4 1/2

Etant donné que la plupart des processus métaboliques impliquent du carbone, la spectroscopie du *C
est une méthode d’intérét pour mesurer le métabolisme in vivo de maniére non invasive [12,86,87].
Comme évoqué précédemment, les spectres *C sont caractérisés par une large gamme spectrale (0-220
ppm) [3-6,11,45,63,64,88-96] et des pics singulets bien dispersés. Par contre, le 3C présente une
sensibilité insuffisante en raison du faible rapport gyromagnétique (un quart par rapport aux protons) et
de sa faible abondance naturelle (cf. Tableau 1). Dans ces conditions, la RMN du **C exige I’utilisation
de nombreuses accumulations pour détecter un signal suffisant, ce qui conduit a des temps d’acquisition
rédhibitoires. Pour permettre les études in vivo en RMN du 3C, la sensibilité doit étre significativement

augmentée avec I’injection de molécules enrichis en °C et/ou par I’hyperpolarisation.
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3. HYPERPOLARISATION

La sensibilité nucléaire en RMN est directement proportionnelle a la polarisation du spin nucléaire P.
Celle-ci, sous des conditions d'équilibre thermique gouvernées par la distribution de Boltzmann, est
définie par la relation suivante :

P = (25(S + 1)yhBy)/(3kgT) = (25(S + 1)hvy)/(3kgT)

(6)
=25(S+1)/3 x (< N*/N"- >-1),

avec S la valeur du spin nucléaire. La polarisation représente la fraction de spins en excés qui donnent
lieu a I’aimantation macroscopique pour un champ magnétique donné. A 1’équilibre, pour des champs
utilisés en clinique (3T) et en préclinique (11.7 T) et une température physiologique de 310 K, les taux

de polarisation pour le *H et le 13C présentés dans le Tableau 2 sont trés faibles.

Tableau 2 Taux de polarisation en partie par million du *H et du **C pour deux valeurs de champ
magnétique externe.

_ Polarisation en (ppm)
Champ magnétique (T)

lH 13C
3 9.89 2,49
11.7 38.55 9.69

Par conséquent, par la seule action d’un champ magnétique externe, la grande majorité des spins
nucléaires ne contribue pas au signal RMN. Cependant, P peut-étre significativement augmenté par
rapport au niveau d'équilibre thermique (EqTh), via un processus appelé hyperpolarisation (HP). Celui-
ci augmente le taux de polarisation du **C de plusieurs ordres de grandeur par rapport a 1’équilibre
thermique. Le facteur d’amélioration correspondant, € = Pup/Pgqrn, €St environ 10* a 3T [87].
L’hyperpolarisation offre donc une amélioration considérable de la sensibilité par rapport a la RMN

conventionnelle [13], ce qui permet d’envisager I’utilisation de I’ISRM pour des études métaboliques.

Plusieurs techniques d'hyperpolarisation ont été développées et sont applicables in vivo : la polarisation
dynamique nucléaire par dissolution (dDNP) [97], la polarisation induite par parahydrogene (PHIP)
[98], I'amplification du signal par échange réversible (SABRE) [99] et le pompage optique & échange
de spin (SEOP) [100].

L’utilisation d’une des techniques d’hyperpolarisation citées précédemment permet d’obtenir une
polarisation nucléaire supérieure a celle obtenue a 1’équilibre thermique. Cependant, parce que la

polarisation est produite de maniére exogene (c'est-a-dire dans un polariseur), l'aimantation
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longitudinale (M) décroit jusqu'a I'équilibre thermique (Mo) au fil du temps & une vitesse dépendante
de son temps de relaxation longitudinale T; :

M,(t) = My + (MO,HP - Mo) X exp(—t/Ty),
(7)

M, (t) = Moyp X exp(—t/Ty) car Moyp >> Mo,
avec My yp I’aimantation a 1’état HP initial. L’ordre de grandeur des valeurs Ty pour les substrats
typiques du *C HP sont de I'ordre de quelques dizaines de secondes [95]. La décroissance jusqu’a
I’équilibre thermique de I’aimantation HP ne peut étre récupérée. Cette polarisation décroit aussi avec
I’application des impulsions d’excitation RF. Cela implique que chaque impulsion RF, consomme une
partie de I’aimantation M yp de la maniere suivante :

M,(t) = Mo yp X exp(—t/T;) X cos™™* B,
(8)

M,y (£) = Mo yup X exp(—t/Ty) X cos™ ' B x sin B,
avec B le FA et n le nombre d’excitation. En d’autres termes, une excitation de 90° préléve la totalité
de I’aimantation disponible par HP et cette derniére ne repousse pas vers la valeur Mg yp. Par
conséquent, un protocole d’acquisition dynamique doit étre suffisamment rapide pour tenir compte de
la décroissance en T; de I’aimantation et optimiser les angles afin d’obtenir une aimantation transversale
suffisante pour chaque excitation. Des méthodes de spectroscopie rapide sont ainsi nécessaires pour
bénéficier de I’hyperpolarisation des noyaux a faible sensibilité en RMN dans 1’étude des conversions
métaboliques rapides in vivo. L’application ciblée est I'ISRM de molécules hyperpolarisées pour

caractériser les modifications du métabolisme rapide dans la maladie de Parkinson (MP).

4. RMN DU 3C HYPERPOLARISE CHEZ UN MODELE

MURIN DE LA MALADIE DE PARKINSON

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative caractérisée par la perte progressive des
neurones dopaminergiques de la substance noire pars compacta (SNc). Cette neurodégenérescence
induit une diminution de la libération de dopamine au niveau du striatum dorsolatéral et ventral [101].
Ces taux plus faibles de dopamine au niveau du striatum sont a I’origine dans le cerveau d’un
dysfonctionnement des voies cortico-basal ganglia—thalamo—corticales et de 1’apparition des
symptdmes cliniques de la maladie de Parkinson (tremblement de repos, rigidité, akinésie et
bradykinésie). De nombreuses études montrent que la perte des neurones dopaminergiques dans la SNc
et les taux de dopamine diminués au niveau du striatum ont des effets sur la biochimie de ces structures

cérébrales [102,103]. Ainsi, il existe des signes d'inflammation [102], de mort cellulaire par apoptose
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dans la SNc [102] et des changements dans les taux de neurotransmetteurs dans le striatum [16,104-
108]. Les changements dans la neurotransmission au niveau du striatum induisent une dérégulation des
boucles cortico-basal ganglia-thalamo-corticales et pourrait expliquer les signes moteurs de la maladie

de Parkinson.

Les premieres études réalisées au laboratoire utilisant la SRM du carbone **C décrivent des niveaux de
glutamate et de glutamine marqués sur le carbone C4 de la chaine carbonée augmentés apreés la perfusion
d'acétate de sodium marqué au *C sur son carbone 2 [2-13C] dans le cerveau de modéles animaux de la
maladie de Parkinson [109]. Ces résultats semblent montrer un réle important du métabolisme du
glutamate et en particulier du cycle glutamate-glutamine et les interactions neurone-glie dans la
pathophysiologie de la maladie de Parkinson. Cependant, 1’obstacle en termes de sensibilité de la SRM
du **C et donc en termes de temps d’acquisition rend I’utilisation de cette technique peu informative
pour I’é¢tude de cycle. En effet, la durée d’acquisition fait perdre 1’aspect dynamique du suivi de ce flux.
Pour pallier au manque de sensibilité de cette technique, la ADNP a été utilisée. Ainsi, une premiere
étude a été menée sur le dispositif hyperpolariseur, HyperSense® (Oxford Instruments, Oxfordshire,
United Kingdom) ; imageur clinique corps entier 3T (imageur IRM GE MR750 discovery, General
Electric Healthcare, Milwaukee, WI) du CHU de Clermont-Ferrand [40].
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Figure 2 : Détection du [1-13C] glutamate et de son métabolite in vivo dans le cerveau du rat aprés rupture temporaire de la
BHE. (A) Répartition du [1-13C] glutamate hyperpolarisé au cours du temps aprés perfusion de mannitol 25%. 7s apres le
début de l'injection du bolus de solution hyperpolarisée, le signal du [1-3C] glutamate apparait d’abord au niveau de la
carotide (CA), puis dans le cerveau (B) et finalement au niveau de la zone de la veine sagittale (SV). (B) Représentation des
12 premiers spectres acquis dés la 7iéme seconde apres le bolus de [1-3C] glutamate hyperpolarisé au niveau d’une coupe
recouvrant le cerveau du rat (TR = 1s ; flip angle = 15°). (C) Somme des 10 premiers spectres. La résonance mesurée a 175.4
ppm est celle du [1-13C] glutamate hyperpolarisé, et le pic a 174.9 ppm semble correspondre au signal de [1-13C] glutamine
hyperpolarisée. (D) Les amplitudes des signaux des molécules hyperpolarisées sont mesurées sur chaque spectre, exprimées
en unité arbitraire et ’évolution de ces amplitudes au cours du temps est représentée. Aprés rupture de la BHE et 7 s aprés
son injection, le signal du [1-'3C] glutamate est en phase de décroissance, la [1-**C] glutamine est détectée dés la 8iéme
seconde et l'intensité du signal atteint un maximum 9 s apreés l'injection du bolus. Les courbes représentent les amplitudes
moyennes mesurées chez 3 rats. Les barres d’erreurs représentent la somme des écarts a la moyenne (SEM). Image reproduite
a partir de (Mazuel et al. 2017) [40].

Du [1-1C] glutamate, précurseur pour le suivi du cycle glutamate-glutamine est hyperpolarisé. Bien
qu’il présente 1’avantage d’étre facilement polarisable et de conduire directement a la synthése de
glutamine [110], I'un des inconvénients majeurs a I’utilisation du glutamate est son absence de
transporteurs au niveau de la barriére hémato-encéphalique (BHE). Pour pallier a ce probléme, un
protocole de rupture de la BHE est implémenté. Ainsi, I’injection de mannitol 25% réalisée de fagon
rétrograde dans 1’artére carotide et préalable a celle du produit marqué entraine I’ouverture réversible
de la BHE sur une fenétre de temps d’environ 10 minutes et permet au [1-*C] glutamate de pénétrer
dans le cerveau pour y étre métabolisé. Dans ces conditions expérimentales, le [1-*C] glutamate est
détecté in vivo dans le cerveau du rat et semble étre métabolisé de facon privilégiée en glutamine au
regard de la correspondance des déplacements chimiques (décalage chimique de 0.5 ppm entre les 2

pics). La synthése de son métabolite, la [1-13C] glutamine est aussi suivie en temps réel (Figure 2).

Nous proposons donc I’utilisation du [1-3C] glutamate hyperpolarisé comme précurseur prometteur
pour évaluer l’activité enzymatique (Glutamine synthase) du cycle glutamate/glutamine a I’état

physiologique et pathologique, dans le cadre de la maladie de Parkinson. Cette étude devait avoir lieu
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au laboratoire AgroResonance afin de bénéficier des équipements spécialement dédiés aux

expérimentations chez 1’animal.

5. METHODES D’ ACQUISITION POUR L’ IMAGERIE

SPECTROSCOPIQUE

L’encodage de I’information spectrale dans une séquence d’imagerie spectroscopique peut étre réalisé
selon différentes approches. Dans cette section, différentes méthodes d’imagerie spectroscopique sont
abordées et décrites. Les différentes méthodes appartiennent a trois familles majeures : méthode
d’acquisition a) sans la connaissance a priori du spectre, b) selon un modele et c) spécifique aux

métabolites étudiés.

a. METHODE D’ACQUISITION SANS A PRIORI

L’ISRM conventionnelle (CSI) fournit des spectres RMN dans chaque voxel de ’image, qui sont ensuite
analysés pour extraire les fréquences des métabolites sans connaissance a priori de leurs déplacements
chimiques. Elle est donc considérée comme la méthode la plus robuste et de référence en imagerie
spectroscopique. La CSI est basée sur I’encodage en phase, ou l'amplitude des gradients de codage de
phase est incrémentée une fois par temps de répétition (TR) avant d’acquérir le signal de FID [38]. A
chaque TR correspond une position dans 1’espace k, ce qui permet d’échantillonner cet espace librement
et d’acquérir la FID dans les mémes conditions, quelle que soit cette position. Cette méthode offre une
large bande passante spectrale (SBW) et résolution spectrale. Cependant, le temps d’acquisition est
souvent rédhibitoire car directement proportionnel a TR et au nombre de pas de codage de phase
nécessaires pour couvrir l'espace k. Par exemple, la durée pour acquérir les informations nécessaires
dans une coupe 2D de 64 x 64 voxels, avec un temps de répétition de 1s et une seule accumulation
dépasse 1h. La CSI classique n’est donc pas adaptée ni aux études du métabolisme cérébral rapide (de
I’ordre de quelques dizaines de secondes pour le cycle Glutamate (Glu) — Glutamine (GlIn) entrant dans
le cycle de Krebs [40]), ni aux expériences d hyperpolarisation. C’est pourquoi de nombreuses stratégies

d’acquisition rapide ont été développées afin de raccourcir le temps d’acquisition.

L’une des approches pouvant réduire de maniére significative le temps d’acquisition est I’imagerie
spectroscopique avec des gradients dits de lecture introduite par Mansfield [111]. Elle est fondée sur un

entrelacement des codages spectral et spatial pour obtenir des images a plusieurs temps du FID. Une
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démarche générique consiste a utiliser des trajectoires d’imagerie rapide, 1’instant d’échantillonnage
temporel correspondant au moment du passage par le centre de 1’espace de Fourier. Dans ce cas,
I’encodage spatial dans I’espace-k peut étre réalisé avec de nombreuses trajectoires : cartésienne fondée
sur une trajectoire écho-planaire (EPSI) [112], spirale [113], radiale [114] ou anneaux concentriques
[115] (Figure 3A). La Figure 3B représente des caractéristiques de I’encodage spatial avec chacune des
trajectoires. L’information spatiale acquise avec les trajectoires non cartésiennes peut étre reconstruite
a l'aide d'algorithmes de reconstruction, tels que le Gridding [116] ou la transformée de Fourier rapide
non uniforme (nuFFT) [117].
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Figure 3 : (A) Différentes trajectoires dans I'espace-k pour I'imagerie spectroscopique rapide avec un gradient de codage
cartésien, spirale et anneaux concentriques. (B) Caractéristiques d’encodage de ces trajectoires en fonction de la résolution
spatiale : le temps d'acquisition; I'efficacité du SNR ; la SBW sans et avec des entrelacements spectraux. En supposant des
gradients typiques du systéme d'IRM clinique avec une amplitude maximale de 40 mT.m* et une vitesse de balayage maximale
de 150 mT.mt.ms™%. Image reproduite a partir de (Jiang et al. 2016) [115].

Cependant, cette accélération se fait au détriment de la résolution temporelle pour échantillonner le
signal FID. Par exemple, pour un échantillonnage régulier ou toutes les images sont espacées de ATE,
la bande passante spectrale SBW est limitée par la fréquence de Nyquist (SBW = 1/ATE) (Figure 3B).
Augmenter SBW nécessite de réduire ATE et donc de réduire la durée de la trajectoire. Cela entraine
généralement des compromis entre la bande passante spectrale et la résolution spatiale [112]. Ceci
devient particulierement problématique a haut champ, ou les CS (en Hz) sont encore plus dispersés
nécessitant une bande passante plus large. Le métabolisme du pyruvate a été étudié invivoa 3 T et 11.7
T dans les études [118,119] et [2], respectivement. Une option complémentaire est d’entrelacer les

trajectoires pour diminuer ATE. Elle consiste simplement a effectuer la trajectoire en plusieurs
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excitations, plutot qu’en une seule fois. Dans ce cas, le temps d’acquisition croit linéairement avec le

nombre d’entrelacements (Figure 3B).

b. METHODE D’ACQUISITION FONDEE SUR UN MODELE

SPECTRAL

Afin de rendre les résolutions spectrales et spatiales indépendantes 1’une de 1’autre et de réduire le
nombre d’impulsions RF nécessaire, on peut se diriger vers des techniques alternatives basées sur la
connaissance a priori des fréquences de chaque pic présent dans le spectre. Cette approche dite IDEAL
a été utilisée principalement pour la décomposition eau/graisse [15,46,48,120-130]. L’idée est
d’échantillonner la dimension temporelle avec le minimum de points permettant de résoudre I’amplitude

des différents pics (Figure 4).
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Figure 4: Séquence d'impulsions de [’imagerie spectroscopique
rapide basée sur un modele en spirale pour l’encodage spatial : des
impulsions RF sont appliquées suivies d'une longue acquisition pour
[’encodage spatial de [’espace-K en entier. Un incrément de temps
d'écho supplémentaire est appliqué pour chaque shot pour [’encodage
spectral. Ce schéma peut étre adapté pour n impulsions.

En tirant parti de la connaissance a priori des déplacements chimiques, ’avantage de cette technique est
de réduire le nombre d’impulsions RF nécessaire et d’accélérer I’expérience, ce qui est précieux dans
une expérience d’hyperpolarisation. Les paramétres expérimentaux doivent étre optimisés pour
correspondre aux fréquences de résonances des métabolites étudiés. Au moins (n+1) images sont
nécessaires pour 1’étude spectrale de n métabolites. Les TE doivent aussi étre optimisés pour résoudre
les pics. Une approche simplificatrice consiste a optimiser I’incrément de TE, ATE, et conjointement le
nombre d’acquisitions (NSA) [44,118,131]. Le NSA est une mesure du SNR relatif pour chaque

métabolite, en fonction de la fréquence du g**™ métabolite (uq), et des TE échantillonnés (n) :
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NSA, = 1/(inv(EHE))q‘q,

©)]
Eq_n = exp(inrvqTEn),

ou H désigne la transposée hermitienne. Ce facteur renvoie le nombre optimal et la valeur d'incrément
du TE pour lequel les métabolites d'intérét sont plus susceptibles d'étre séparés. La Figure 5 présente un
spectre RMN du pyruvate marqué au *C et ses produits métaboliques in vivo. Plutét que d'avoir a
satisfaire le taux d'échantillonnage de Nyquist pour une reconstruction correcte et précise de

I’information spectrale, ces techniques permettent donc de remonter aux fréquences de résonance

attendues a partir de beaucoup moins de points.
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Figure 5 : Spectre RMN 3C obtenu dans le cceur d un rat aprés
Uinjection du [1-*3C] pyruvate enregistré a t = 10s. Le pyruvate
(et son produit d'équilibre, le pyruvate hydraté) et ses produits
métaboliques : le lactate, l'alanine et le bicarbonate, sont

annotés. Image reproduite a partir de (Atherton, Dodd et al.
2011) [2].

Les informations spectrale et spatiale sont acquises simultanément durant cette technique d’imagerie
spectroscopique. Ainsi, l'information spectrale est sous-échantillonnée pour réduire le temps de la
séquence d'impulsions ; en contrepartie, le nombre de TE enregistré (N+e) et le ATE sont optimisés. Pour
démeéler les CS, il est nécessaire de séparer I’information spectrale de I’information spatiale. Or, la
modélisation du signal acquis dépend essentiellement du mode d’encodage spatial : cartésien ou non-

cartésien. Dans un premier temps, et pour une étude d’un noyau X (y,), considérons une distribution

spatiale p, d’un groupe de spins (CS) résonnant a une fréquence de vy.
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Avec une lecture cartésienne, les cartes des métabolites peuvent étre résolues directement dans I'espace
image a I’échelle du voxel. Le signal acquis durant le n®™ écho dans un voxel (i) peut étre modélisé

comme suit ;

S, () = fq pqe(Dexp(i2mv, TE,). (10)

ou p, correspond a la distribution spatiale du g*™ métabolite. Pour prendre en compte les
inhomogénéités du champ B, la cartographie en fréquence du champ By est reconstruite & partir des
données 'H (vg,). L'équation (10) devient :

$u(0) = [f,, pq(Dexp(i2mugTE, )| x exp(i2m (v /v1)vs, (DTE) (11)

Dans la modélisation du signal, le terme de phase lié aux inhomogénéités du champ Bo peut étre
démodulé et les cartes spécifiques a chaque CS sont résolues a 1’échelle du voxel en utilisant la pseudo-
inverse de Penrose-Moore [132]. Avec un encodage cartésien, et en présence des artefacts off-résonance,
ces derniers se manifesteront par un décalage dans la direction de lecture et pourront étre éliminés

directement dans 1’espace image si la régle de Nyquist est respectée.

Dans le cas d’un encodage non-cartésien, comme la spirale a titre d’exemple, le signal dans 1’espace-k
est acquis d’un seul coup. Et contrairement a I’encodage cartésien, les cartes des métabolites doivent
étre résolus dans I’espace des fréquences. Le signal acquis durant le n®™ écho et au j*™ point de la

trajectoire, correspondant au temps de 1’acquisition t;, peut étre modélisé comme suit :

S.() = fq pq(r) exp(ik;T) exp (iZT[Uq (TE, + tj)). (12)

ou r est la position curviligne dans 1’espace image. Aprés une décomposition matricielle point par point
dans l'espace-k, un espace-k individuel a chaque métabolite est ajusté et une carte métabolique
correspondante peut alors étre reconstruite a partir de l'interpolation de I'espace-k individuel sur une
grille cartésienne, par maillage (ou gridding en anglais) [116], puis d’une application de la TF, ou bien
par application directe d’une nuFFT de chaque espace-k individuel [117].

Dans ce cas de trajectoire de lecture, les artefacts off-résonance se manifestent par un flou au lieu d’un
décalage en fréquence. 1l est donc important de prendre ces artefacts en considération dans 1’espace-k

lors de la décomposition des signaux pour une reconstruction correcte des cartographies métaboliques.

Cc. METHODE D’ACQUISITION SPECIFIQUE AUX METABOLITES

Le principe de I’imagerie spectroscopique spécifique aux métabolites consiste a utiliser une impulsion

sélective dans la dimension spectrale. Une impulsion RF spectrale-spatiale (SPSP) a une seule bande est
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utilisée pour exciter un métabolite unique dans une coupe, suivie par un encodage spatial rapide. La
frégquence centrale de cette impulsion est ensuite décalée de AF, AF étant la différence en fréquence entre

deux métabolites, pour exciter le métabolite suivant. Ce processus est répété pour les h métabolites.

+ AN
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Figure 6 : Diagramme de la séquence d'impulsions EPI symétrique utilisée dans la référence (Gordon et al. 2017). La séquence
consiste en une excitation RF SPSP a une seule bande, suivie d'une lecture EPI symétrique. Image reproduite a partir de
(Gordon et al. 2017) [134].

L’encodage spatial se compose d’une lecture rapide, telle que les trajectoires proposées précédemment
[91,133,134]. Un exemple de telle séquence utilisant une trajectoire EPI [134] est représenté dans la
Figure 6, et les images reconstruites avec celle-ci montrant 1I’évolution du métabolisme du pyruvate sont
représentés dans la Figure 7. Ce type d'approche est intrinsequement plus flexible que la CSI ou les
séquences basées sur un modéle (qui nécessitent un nombre d’images supérieur au nombre de
métabolites présents dans le spectre), car seuls les métabolites d'intérét doivent étre excités. De plus,

chaque métabolite étant excité séparément, différents angles d’excitation peuvent étre utilisés.
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Figure 7 : Images dynamiques du métabolisme rénal acquises par la méthode SPSP décrite dans la Figure 6 aprés injection
de pyruvate hyperpolarisé. Chaque image n’a nécessité qu 'une excitation. Les images du pyruvate et du lactate ont été acquises
alternativement. Image reproduite a partir de (Gordon et al. 2017) [134].

Pyruvate

Lactate

Par exemple, pour I’étude du métabolisme du pyruvate marqué au **C hyperpolarisé, des impulsions
peuvent étre congues pour préserver la majorité de l'aimantation hyperpolarisée (faible FA) stockée dans
le substrat du pyruvate et permettre ainsi une longue durée d’analyse. Des FA plus grands peuvent étre
utilisé pour imager les métabolites produits [42]. Avec cette technique, le temps d'acquisition des
données peut étre considérablement réduit en utilisant un encodage spatial en un seul passage comme
I’EPI ou la spirale (Nmetn X TR).

Une autre approche est proposée utilisant des impulsions spectrales-spatiales a multi-bandes, permettant
d’exciter en méme temps tous les métabolites d’intérét (Figure 8). Des stratégies d’optimisation des
angles de bascule en fonction des métabolites peuvent aussi étre intégrées [135]. Puisque plusieurs
métabolites sont excités simultanément, plusieurs images a TE variables sont nécessaires afin de

résoudre les différents pics selon un principe proche de I’approche précédente basée sur un modele.
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Figure 8 : Impulsion d'excitation multi-bande avec un gradient flyback et une épaisseur de tranche de 15 mm. (a) impulsion
RF - composantes réelles (solides) et imaginaires (en pointillés) - et gradient qui I'accompagne. (b) Profil spectral, avec des
bandes spécifiées (lignes pointillées) d’angle de bascule de 1° pour le pyruvate (pyr), de 10° pour I'alanine (ala), de 4° pour

le pyruvate-hydrate (pyr-H20) et de 10° pour le lactate (lac). (c) Profil spectral et spatial. Image reproduite a partir de (Larson
et al. 2008) [135].

Ces techniques d’excitation sélective des métabolites sont beaucoup plus sensibles aux inhomogénéités
du champ statique By et a la mauvaise calibration de la fréquence centrale des impulsions SPSP. Ces
imperfections peuvent décaler la fréquence centrale de I’impulsion, décalant également la bande
d’excitation et conduisant a 1’accumulation d’une phase supplémentaire perturbant 1’étude spectrale.

Ces imperfections peuvent également réduire les angles de bascule effectifs en raison de leurs bandes
passantes étroites.

Pour étudier le métabolisme rapide a travers I’imagerie spectroscopique du *C hyperpolarisé, il est
nécessaire de choisir la méthode d’imagerie optimale pour répondre aux besoins de 1’étude. Les
caractéristiques qui seront critiques de ces applications seront la rapidité de la séquence, I’efficacité des

impulsions RF (nombre d’impulsions et angle de bascule) et la robustesse des méthodes aux

imperfections du champ magnétique.
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6. ISRM RAPIDE APPLIQUEE AUX METABOLITES

HYPERPOLARISES

Comme déja décrit dans la section 3, le taux de polarisation atteint grdce a une technique
d’hyperpolarisation d’un noyau n’est pas permanent. Ainsi, I’aimantation boostée décroit a la fois a
cause de la relaxation longitudinale (T1) et des impulsions RF appliquées (FA = ) comme montré dans
I’équation (9). Pour bénéficier des avantages de 1’hyperpolarisation, il est donc important de prendre en
compte ces contraintes. L’étude du métabolisme par imagerie spectroscopique du **C hyperpolarisé
nécessite alors une stratégie d’excitation et d’acquisition convenable pour avoir un nombre minimal

d’impulsions RF et acquérir rapidement les données avant la disparition du signal HP.

Tout d’abord, les méthodes appartenant a la famille d’imagerie spectroscopique sans a priori ne sont
pas considérées dans le cas de notre étude, et cela pour plusieurs raisons. Il est évident que la CSI
conventionnelle n’est pas adaptée a cause d’un temps d’acquisition trop long. La dépendance entre la
résolution spectrale et spatiale des approches aux gradients de lecture commutés en fait de mauvais
candidats dans le cadre d’étude au **C hyperpolarisé, d’autant plus si les études sont réalisées a haut

champ magnétique.

Ensuite, I’imagerie spectroscopique spécifique aux métabolites (SPSP) offre 1’avantage d’une
acquisition trés rapide en excitant uniqguement les métabolites étudiés. Cependant, cette méthode est
sensible aux inhomogénéités du champ magnétique, inhomogénéités accentuées avec des champs
magnétiques élevés. De plus, de telles impulsions sont compliquées a la fois a désigner et a mettre en

place sur les imageurs.

Enfin, I’imagerie spectroscopique basée sur un modele, type IDEAL, permet d’acquérir les données en
quelques secondes en fonction du nombre d’incréments du TE nécessaire. Cette résolution temporelle,
bien que plus faible que pour I’imagerie spectroscopique spécifique des métabolites, convient
parfaitement pour les études en hyperpolarisation. La connaissance a priori des métabolites attendus et
donc de leurs fréquences de résonance permet d’optimiser I’incrément des temps d’écho et de réduire le
nombre d’impulsions RF. Cette méthode est moins sensible aux inhomogénéités du champ magnétique
que celle spécifique aux métabolites, car une large bande spectrale est excitée et I’algorithme de

reconstruction est basé sur les différences de fréquences.

Les particularités de chacune des méthodes d’imagerie spectroscopique sont présentées dans la Erreur !

Source du renvoi introuvable..

44



Chapitre | — Etat de I’Art : Imagerie Spectroscopigue par Résonance Magnétique

—CSI —EPSI SPSP —IDEAL

Vitesse de
I'acquisition
Efficacité de
I'impulsion RF au

Implémentation de
4 regard des
la séquence -
contraintes en
\ dDNP
Résolution \
spectrale et \/ Robustesse aux
ABO

spatiale

Complexité du
spectre

Figure 9 : Graphique des traits principaux des différentes méthodes d’imagerie spectroscopique.

L’imagerie spectroscopique basée sur un modele semble offrir le meilleur compromis entre la vitesse
d’acquisition, I’efficacité des impulsions, la sensibilité aux inhomogénéités du champ et la simplicité de
mise en ceuvre. L imagerie spectroscopique rapide IDEAL 2D en C a encodage non-cartésien a été

développée, et son implémentation ainsi que son optimisation sont décrites dans le Chapitre I11.

Les méthodes d’imagerie spectroscopique rapide peuvent étre aussi utilisées pour 1’étude d’autres
noyaux conduisant a des spectres clairsemés comme le Na. De plus, la méthode d’imagerie spiralée
peut étre avantageuse pour I’étude spectrale des noyaux 2°Na ayant des temps de relaxation transversale

T, trés courts.
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Chapitre 11 — Etat de I’Art : Résonance Magnétique Nucléaire du 2Na

1. INTRODUCTION

En biologie, le sodium est I'un des électrolytes les plus importants et il joue un réle essentiel dans
I'osmorégulation chez I'nomme et en physiologie cellulaire [136]. La concentration du sodium dans
I’espace intracellulaire est un dixiéme de celle dans l'espace extracellulaire (10-15 contre 100-150
mmol.L ™). Cet important gradient de concentration entre les cellules et I'espace extracellulaire est une
condition préalable au bon fonctionnement des cellules. 1l est maintenu principalement par la pompe
sodium-potassium dépendante de I'énergie (Na+/K+-ATPase) [137]. Tout dommage a l'intégrité de la
membrane cellulaire ou des perturbations du métabolisme énergétique peuvent entrainer une altération
de la pompe sodium-potassium, avec pour conséguence une augmentation de la concentration de sodium
intracellulaire et un dysfonctionnement pouvant conduire a une éventuelle mort cellulaire. Par exemple,
au niveau ceérébral, de nombreuses pathologies neurodégénératives sont associées a un
dysfonctionnement mitochondrial et a une altération du fonctionnement de la pompe Na+/K+-ATPase
entrainant une entrée massive de sodium au sein de 1’axone [138,139]. Des atteintes du fonctionnement
de la pompe sodium-potassium sont également décrites dans les accidents vasculaires cérébraux [140],
dans des pathologies cardiaques [141], musculosquelettiques [142] et en cancérologie [143]. Ainsi la
caractérisation de la distribution du sodium dans les tissus vivants peut révéler des informations

importantes sur I'état d'un organisme.

Dans les aliments, le role du sel est majeur tant sur le plan sanitaire avec son réle clé pour la conservation
[144] que sur celui du goQt [145]. Pour maitriser ces deux volets, il est nécessaire de connaitre la quantité
et la répartition du sel dans les aliments durant I’ensemble des procédés de transformation industriels et
des préparations domestiques. Cette connaissance est nécessaire sur le plan sanitaire, pour s’assurer qu’il
y ait suffisamment de sel en tout point du produit, quand la conservation est basée sur la présence du
sel, comme dans les fromages ou les charcuteries. Dans ce type de produits, les concentrations en sodium
sont plus élevées que dans les tissus biologiques, de 500 a 800 mmol.L™* environ. Sur le plan sensoriel,
il est connu [146] que la répartition du sel joue un réle crucial dans la sensation salée : a quantité de sel
total égale, la sensation salée est plus importante si la répartition est hétérogene. Avec I’augmentation
de la part des produits transformés dans notre alimentation, la consommation de sel est devenue

excessive dans nos sociétés et 1’organisation mondiale de la santé (OMS) [147] recommande une
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diminution de 30% de la consommation de sel. Il est en effet reconnu qu’il augmente fortement les
risques pour certaines maladies, principalement celles liées a 1’élévation de la pression artérielle [148].
La connaissance de la quantité et de la répartition du sel dans les aliments est donc particulierement

importante pour mettre en ceuvre des solutions visant la diminution des quantités de sel ingérées.

Pour atteindre sa localisation en 3D, deux voix existent : la modélisation mathématique de la diffusion
du sel pendant les transformations des produits et la mesure expérimentale. La modélisation
mathématique s’appuie souvent sur d’importantes simplifications de la structure des produits qui n’est
donc pas completement prise en compte. Quand le modéle mathématique n’existe pas, la solution reste
la mesure locale de la répartition du sel & un moment donné du procédé. En agroalimentaire, les
méthodes de dosage sont destructives, longues et peu résolues spatialement comme les dosages par
chromatographie ionique [149].

Qu’il s’agisse de I’étude du sodium en recherche clinique ou préclinique, ou en sciences des aliments,
les systéemes étant hétérogénes, la localisation est une information indispensable. Le sodium étant
sensible a la RMN, I’imagerie est alors une technique de choix pour caractériser la répartition et
I'interaction du sodium avec son environnement. C’est pourquoi, 1’état de I’art abordera successivement
la physique générale de la RMN du #Na puis I’imagerie. Nous verrons enfin que la caractérisation
détaillée de la relaxation dans les aliments est une étape indispensable avant toute mise en ceuvre de
I’IRM quantitative. La caractérisation dans les systémes biologiques in vivo ne sera pas abordée car elle

est déja bien établie dans la littérature.

2. THEORIE DE LA RMN DU °NA

Le sodium #Na a une abondance naturelle de 100% et posséde un spin 3/2. 1l est donc un noyau
quadripolaire dont les spins se répartissent sur quatre niveaux d’énergie. Les interactions entre les
charges du noyau et les gradients du champ électrique (GCE) environnants entraine des interactions
dites quadripolaires [150,151]. Dans ce cas-1a, les trois transitions entre les niveaux d’énergie deviennent
différentes. Dans les liquides, ces interactions sont ramenées a zéro et donc 1’égalité des transitions est
maintenue et un unique singulet est détecté. Dans les tissus biologiques, il existe des interactions

quadripolaires qui se matérialise par une décroissance bi-exponentielle du signal RMN.
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Figure 10 : Diagrammes de niveaux d'énergie pour les systemes isolés de spin 3/2 décrivant les quatre situations possibles (a, b, ¢
et d). Image reproduite a partir de (Rooney et al. 1991) [165].

La Figure 10 montre les différentes situations quantiques et les spectres simple quanta (c’est-a-dire,
observés sans filtre de cohérence) correspondants pour le 2Na en fonction de son environnement. Tout
d’abord, deux cas extrémes peuvent étre considérés : prédominance des interactions quadripolaires (type
a) ou absence de celles-ci (type d). En absence d’interactions quadripolaires ou dans le cas de
fluctuations extrémement rapides, toutes les transitions sont équivalentes et un seul pic et une seule
vitesse de relaxation sont observés (type d). A 1’opposé, lorsque les interactions quadripolaires sont bien
définies (type a), l'effet de ce GCE est exprimé dans le terme de fréquence angulaire de couplage
quadripolaire v, moyenne dans le temps et dans I'espace ; ou trois raies séparées d’une distance de v,
et d’intensité relative 3:4:3 apparaissent. En effet, les transitions énergétiques satellites sont modifiées
alors que la transition centrale reste intacte. Pour un échantillon contenant une distribution de couplages
quadripolaires non homogéne dans le temps ou dans I’espace, des décalages de niveaux d’énergie
apparaissent (type b et ¢). Le type c est le cas le plus courant dans les tissus biologiques. Il illustre 1’effet
d’interactions quadripolaires rapidement fluctuantes par rapport a I’échelle de temps d’une séquence

RMN. Il n’y a plus de séparation des raies (splitting) mais le systéme conserve une relaxation bi-

ol
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exponentielle, ou T rapide et lent possédent des fractions 3/5 et 2/5 correspondant aux transitions

satellites et centrales, respectivement.

3. IMAGERIE DU 2 NA

En biomédical, le signal d'IRM *Na détectable provient généralement de régions a haute teneur en 2Na,
telles qu’au niveau du cerveau, du cceur, de la colonne vertébrale, de la vessie et du cartilage (Figure
11) [152]. Depuis les premiéres expérimentations en IRM du sodium, de nombreuses études ont été
réalisées sur le cerveau, d'abord pour montrer la faisabilité de I'lRM cérébrale quantitative du sodium,
puis pour évaluer son utilisation possible dans des pathologies telles que des tumeurs [75,153,154], des
accidents vasculaires cérébraux [155] ou la maladie d'Alzheimer [156]. Cette technique a aussi été
utilisée pour diverses applications telle que 1’ostéoarthrite [157], 1’évaluation de la réparation du
cartilage [158] ou la détection des changements biochimiques précoces dans le disque intervertébral dus
a sa dégénérescence [159,160]. L'IRM du sodium a également le potentiel de fournir des informations
sur la physiologie musculaire, chez le sujet hypertendu [161,162]. Elle est enfin un bon candidat pour la
détection de l'infarctus cardiague en mesurant l'augmentation localisée de la teneur en sodium dans les

tissus cardiaques et ainsi aider a différencier les tissus viables des non viables [163,164].
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Figure 11 : Image qualitative en IRM du *Na a 3T du corps
entier d'un volontaire humain en vues (gauche) sagittale et
(droite) coronale. Image reproduite a partir de (Wetterling et
al. 2012) [152].

Alors que les applications de I’IRM du proton aux sciences des aliments sont nombreuses, celles de
I’IRM du sodium sont plus rares, principalement a cause des difficultés lies a la faible sensibilité
relative du sodium par rapport au proton et au moment électrique quadripolaire du noyau sodium qui
donne lieu a des temps de relaxation transversale T a la fois courts et multiples [165,166]. En dépit de
la faible sensibilité du noyau, la résolution spatiale doit permettre d’apprécier les variations spatiales de
quantité de sel qui dépendent de la structure du produit (par exemple le gradient de sel dans un jambon
en cours de salage dépend de la présence de trames grasses). La résolution temporelle doit quant a elle
permettre de suivre 1’évolution de la répartition du sel au cours d’un procédé. Quelques résultats ont
déja été obtenus en IRM du sodium appliquée aux produits alimentaires. Ishida et al ont suivi pendant 6
jours la diffusion du sel lors de la conservation d’un concombre dans de la pate de soja fermentée [167].
Ces images ont été obtenues a 6.3T avec un volume de voxels de 0.8*0.8*8 mm? et des teneurs en sel
tres élevées (1 M). Les auteurs concluent & la fois sur la nécessité de développer des séquences & TE

courts pour accéder a I’ensemble de ions Na*, notamment les plus liés, et d’utiliser des antennes plus
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performantes. L’équipe norvégienne du SINTEF a largement approfondi la question de I’optimisation
du salage du poisson en utilisant I’imagerie quantitative du sodium dans I’étude du salage et dessalage
du poisson, tel que le saumon ou la morue [168-170]. La Figure 12 présente des images quantitatives du
sodium des filets de saumon salés dans lesquels des gradients de 2Na sont observés, montrant la
diffusion progressive du sel dans le muscle [168]. Les images montrent ici que le stress induit par une
euthanasie sans anesthésie altére la structure tissulaire favorisant la diffusion du sel. L’ importance de la
méthode de salage sur la répartition du sel a l'intérieur du muscle a également été étudiée [22]. Cette
technique a aussi été utilisée pour caractériser le séchage de la viande [171] et pour comprendre

comment la graisse sous-cutanée peut limiter la diffusion du sel dans le saumon [172].

Comme nous I’avons vu précédemment, en IRM, les images sont obtenues a un temps caractéristique
(le TE) qui est le plus souvent non négligeable par rapport au temps de relaxation transversal T» du
sodium. Par conséquent, si les images ne sont pas corrigées de 1’effet de la relaxation, elles sous-estiment
la quantité de sodium [173,174]. Veliyulin et al. se sont particuliéerement penchés sur la question de
I’invisibilité¢ du sodium le plus lié, celui qui relaxe le plus vite, dans le muscle de poisson salé [175].
Dans cette étude, la perte de signal est d’abord corrigée en faisant une hypothése de décroissance mono-
exponentielle. Cette amplitude corrigée est considérée comme représentant seulement 2/5 du signal total
(hypothése posée : tout le sodium est caractérisé par un type ¢ unique). En dépit de cette correction, la
part de sodium invisible est non négligeable et dépend de la concentration en sel. En effet, 89% du

sodium est visible pour une morue peu salée et seulement 22% pour un saumon tres salé.
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Figure 12 : Images de résonance magnétique du sodium (*Na) et du proton (*H) de la méme tranche transversale de morceaux
de filet de saumon de I'Atlantique salés sur la face inférieure. Les poissons ont été euthanasiés soit par épuisement, soit apres
anesthésie. Les solutions de référence (2%, 4% et 6% de NaCl) (sections de tubes de 10mm) apparaissent dans la partie
inférieure de chaque image. Les zones plus claires sur les images IRM H correspondent aux zones riches en graisse. Les
épaisseurs de coupe d'images étaient de 2mm pour les images (a) et (b) et de 10mm pour les images (c)—(f). Image reproduite
a partir de (Aursand, et al. 2010) [168].

Les méthodes d’IRM classiques n’incluent pas de filtre de cohérence. Dans ce cas, le signal imageé est
un mélange des trois transitions simple quanta. Les méthodes incluant des filtres peuvent en revanche
permettre de visualiser directement les compartiments trés liés, ¢’est-a-dire ceux donnant lieu & des
interactions quadripolaires (type a, b ou c). Pour sélectionner les cohérences double ou triple-quanta,

I’approche standard est fondée sur une séquence incluant trois impulsions [176] :

(Bu)or — tr — (B2)s2 — t2 — (Bs)es — ts — Acq,

avec P I’angle et ¢ la phase de bascule. Cette séquence est minimale pour créer des cohérences DQ et
TQ observables : (B1)s1 pour I’excitation hors de 1’état d’équilibre, t; pour faire apparaitre les tenseurs
derang 1 a3, (B2)s2 pour “transférer” les rangs en ordres et donc obtenir des cohérences SQ, DQ et TQ,
(B3)es pour les rendre détectables avec un ordre -1, t3 pour que les rangs évoluent par relaxation en
tenseurs détectables T1.1. Aprés ts, toutes les cohérences sont détectables et mélangées. Un cycle de

phase permet alors de sélectionner seulement les cohérences a double ou triple quanta.
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L’approche la plus simple pour implémenter cette séquence en IRM est de conserver la séquence intacte
(impulsions non-sélectives, cycle de phase adéquat) et d’ajouter un encodage spatial 3D aprés ts
[177,178]. Toutes les approches d’encodage sont potentiellement applicables mais, comme nous 1’avons
vu plus haut, les approches a TE court sont préférables pour minimiser les pertes de SNR dues a la
relaxation transversale T rapide du sodium. Pour cela, un grand nombre de trajectoires sont possibles

afin d’optimiser la densité d’échantillonnage de I’espace-k 3D [179].

Ces techniques sont difficiles a mettre en ceuvre en raison de la sensibilité des filtres multi-quanta aux
hétérogénéités de champ Bo et Bi. Au milieu de la période ti, il est classiquement proposé pour
s’affranchir des hétérogénéités du champ By d’appliquer une impulsion de re-focalisation ou d’utiliser
des cycles de phase a 12 pas [180]. En raison de 1’enchainement des impulsions, I’amplitude du signal
MQ est particuliérement sensible aux variations spatiales du champ radiofréquence B; (S « sin®p) [181].
Une correction est donc indispensable, en particulier lorsque les champs de vue sont de I’ordre de
grandeur de la longueur d’onde, ce qui est souvent le cas a haut-champ, car ce sont des conditions
propices a d’importantes hétérogénéités spatiales du champ Bi. Pour cela, le champ B: doit étre
cartographié en sodium [182] et une correction effectuée sur les images MQ a posteriori.

4. ANALYSE DES INTERACTIONS DU 2NA DANS LES

PRODUITS ALIMENTAIRES

La quantification des interactions quadripolaires en agroalimentaire considere généralement que les
interactions observées sont du méme type que celles observées dans les milieux biologiques (Figure 10,
type c). Ceci n’est pas complétement juste. En effet, dans les tissus biologiques, les concentrations du
sel sont trés faibles (10-150 mmol.L?) par rapport a celles observées dans les produits alimentaires salés
(100-800 mmol.LY). De plus, la nature des matrices est tres différente : dans les aliments les matrices
sont d’origines animales, végétales et plus ou moins transformées, plus ou moins séchées, etc... Les
temps de relaxation T, rapide et lent observés dans les produits alimentaires peuvent donc étre plus
courts que dans les tissus animaux in vivo, et différentes compartimentations du sodium peuvent
apparaitre. Les temps de relaxation sont parfois tellement courts que la caractérisation des états de liaison
du ®Na est difficile a réaliser en imagerie. Le passage a une étude spectroscopique s’impose alors.
Plusieurs auteurs ont suivi cette approche sur des produits alimentaires réels ou des mod¢les d’aliments.
Par exemple, les relations entre les propriétés RMN du sodium et la structure et la composition ont été
largement étudiées, dans le fromage [21,183], mais également dans une émulsion modele [18]. Une

application intéressante de ces études est la mise en évidence d’une corrélation entre la liaison des ions
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sodium a la matrice et la perception salée. L’hypothése est qu’un ion Na* moins lié sera libéré plus
facilement en bouche et contribuera plus significativement a la perception salée. Cette hypothése a été
vérifiée sur des gommes alimentaires [19] et un modéle de fromage [184,185]. Enfin, la spectroscopie
RMN DQ a permis d’optimiser la fabrication de pain a basse teneur en sel tout en préservant le niveau
de perception du sel [186]. Pour préserver le godt, il faut préserver la quantité d’ions libres dans le
produit, et pour cela, I’utilisation d’un sel liquide ou encapsulé est meilleure que le sel sec, si
I’incorporation est faite en début de pétrissage. Par contre, ce qui préserve le mieux la fraction d’ions
Na* libres est I’incorporation du sel en fin de pétrissage. Parallélement a ces travaux basés sur 1’étude
des relaxations simple et doubles quanta du sodium, une étude récente s’appuie sur la mesure de la
diffusion du sodium pour expliquer les modulations de la perception salée [187]. Les conclusions sont
cohérentes : un coefficient de diffusion plus élevé des ions Na* conduit, comme des T," plus élevés, a
une perception supéricure du gout salé. Il semblerait donc que dans la perception du gout salé, 1’état de
liaison du sel avec la matrice (caractérisé par diffusion et/ou relaxation) ait un réle important tout comme

la quantité de sel et sa répartition.
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Chapitre 11— Développement de I’imagerie spectroscopique rapide IDEAL 2D en 2C non-Cartésienne

1. INTRODUCTION

Ce chapitre présente les travaux menés pour le développement et 1’optimisation d’une méthode
d’imagerie métabolique rapide sur le spectrométre a haut champ installé a ’ISC AgroResonance. La
méthode développée est basée sur 'IDEAL 2D utilisant un encodage spatial spiralé [118]. De par son
efficacité a encoder rapidement a la fois Iinformation spectrale des spectres clairsemés du °C et
spatiale, c’est une méthode de choix pour 1’imagerie réalisée avec du **C hyperpolarisé. Cette méthode
devait me servir par la suite pour I’étude in vivo du cycle métabolique Glu/GIn dans le cas de la maladie

de Parkinson, en IRM du **C hyperpolarisé.

Pour mettre en place la méthode d’imagerie spectroscopique, nous nous somme basés sur la séquence
d’imagerie avec un encodage spiralé proposée par le constructeur. Cette acquisition est connue sous le
nom de single-shot spiral (SSS) en anglais. Cette séquence a été modifiée en ajoutant les particularités
de I’imagerie type IDEAL pour encoder I’information spectrale : répétition du couple excitation-

acquisition et incrément du TE.

Aprés la mise en place de cette méthode, certaines procédures devaient étre optimisées. Tout d’abord,
I’utilisation d’une trajectoire spiralée a ses défis, et ceux d’autant plus pour les noyaux peu sensibles tel
que le 3C. En effet, pour pouvoir reconstruire I’image, il est indispensable de soit connaitre la trajectoire
réelle soit de s’assurer qu’elle corresponde a la consigne. Ensuite, pour optimiser les TE, les fréquences
de résonance doivent étre connues a priori. Il est donc nécessaire d’acquérir un spectre RMN durant
I’expérience. Enfin, durant ce type d’acquisition, la phase acquise ne doit étre due qu’aux différents
déplacements chimiques des métabolites. Dans la suite de ce chapitre, je détaillerai chacun de ces trois

points.

2. MAITRISE DE LA TRAJECTOIRE EN 1°C

La trajectoire spiralée K(t) utilisée dans ce travail pour échantillonner 1’espace-k est une spirale

d’Archimede [188,189] générée par un gradient G(t) ayant une variation temporelle telle que :
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k() = ky(t) + ik, (t) = 20 exp(i0(0)) . (13)

ou O(t) est une fonction temporelle donnant 1’angle instantané. Le propre d’une spirale d’ Archimeéde
est que le rayon est proportionnel a 1’angle selon un rapport 1 = M /(2rFOV) ou M est le nombre de
spirales entrelacées et FOV la taille du champ de vue carré. Cette étude expérimentale se focalise
uniquement sur la trajectoire qu’il est possible de réaliser avec le systéme de gradients utilisé. En effet,
les démarches de correction fondées sur la mesure du gradient effectif au niveau de I’échantillon
nécessitent des dispositifs particuliers et celles fondées sur des acquisitions de calibration préalables ne
sont pas applicables en *C. Par conséquent, tous les effets d off-résonance dus a I’échantillon seront
négliges.

Les gradients possedent trois caractéristiques : une intensité maximale Go, un temps de montée maximal
So et une fréguence maximale Fo. Pour tout systéme de gradient, les deux premiers facteurs sont connus.
Pour I’imageur sur lequel j’ai mené mes travaux, Go= 760 mT.m? et S)=4874 T.m1.sX. En revanche, la
fréquence limite (ou fréquence de coupure) Fo n’est pas connue. La démarche expérimentale consistera
donc a estimer Foen comparant dans le domaine fréquentiel la trajectoire réelle a celle appliquée. Pour
cela, il faut étre capable de mesurer la trajectoire, ¢’est pourquoi cette phase sera réalisée en 'H. La

validation en *C se fera en imagerie au moyen d’un fantéme enrichi.

Que ce soit pour la phase d’estimation de Fo ou de la validation en respectant la contrainte de fréquence
maximale, il faut disposer d’une technique permettant de maitriser la fréquence maximale Fmax de la
trajectoire spirale. Pour cela, 1’algorithme a trois domaines a été utilisé [190]. Il est fondé sur une

premiére période limitant uniquement la fréquence telle que :
O(t) = (2TF paxt)?/(3.35 + 2mFpant). (14)

Pendant cette période, le temps de montée et I’amplitude du gradient croissent. Lorsque le temps de
montée S(t) atteint la valeur limite Sy, la trajectoire est optimisée pour évoluer avec S(t) = Sy (second
domaine). Enfin, la trajectoire s’achéve a kmax & amplitude de gradient maximale (troisieme domaine).
De cette maniére, les trois contraintes sont toujours respectées et la durée de la trajectoire est minimisée.
kmax dépend de la résolution spatiale choisie. Une trajectoire mesurée en *H pour un fantéme « téte de
rat » est présentée dans la Figure 13 ainsi que les gradients correspondants. La trajectoire est générée
avec un gradient d’intensité maximale de Gmax = 186 mT.m* (soit inférieur a Go), une vitesse maximale
de Smax = 4387 T.m™.s? (inférieur a So) et une fréquence maximale de Fmax = 4000 Hz. Un champ de
vue de FOV = 50 mm et une image de dimension Nx = Ny = 64 ont été choisis conduisant a kmax = 0.64

mm. L’algorithme génére une trajectoire de 32 tours et d’une durée de 10.4 ms.
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Figure 13 : (a-b) Intensités des gradients et (c-d) trajectoires spirales correspondantes. Les tracés représentent (a, c)
I’évolution des paramétres dans les dimensions x et y tandis que (b, d) I’évolution des parameétres au cours du temps avec en
rouge les tracés correspondant a x et en bleu ceux a y. La ligne en pointillée noire représente le temps auquel une cassure est
observée dans I’évolution des paramétres.

La Figure 13c montre que la trajectoire expérimentale a une forme ovoide plutdt que circulaire comme

attendue. De plus, ces tracés permettent de distinguer le passage entre le premier et le deuxiéme domaine.

Les gradients et les trajectoires théoriques et mesurées pour différentes valeurs de Fmax Sont présentées

dans la Figure 14. Les parametres de ces trajectoires sont résumes dans le Tableau 3.

Tableau 3 Paramétres des gradients ainsi que de la trajectoire spirale générée en *H pour différentes

fréquences maximales.

Fréquence maximale des gradients d’encodage (Hz)

1000 2000 4000
Amplitude de gradient limite du systeme 760
Go (MT.m?Y)
Amplitude de gradient maximale de 93 183 186

Pacquisition Gmax (MT.M™?)
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Vitesse de montée limite du systéme S

(T.mLsY) 4874
Vitesse de montée maximale de 4387
Pacquisition Smax (T.m™.s1)
Durée de I’acquisition (ms) 32.5 16.5 104
Nombre de points dans la trajectoire Ny 13004 6608 4153
FOV, Nx. Ny, kmax, Nt 50 mm, 64, 64, 0.64 mm'l, 32

L’augmentation de la fréquence maximale d’entrée diminue la durée de la trajectoire et donc le nombre
de points puisque le délai entre deux échantillons est constant (Tableau 3). Nous remarquons également
sur la Figure 14 que la déformation de la trajectoire (comparaison entre la trajectoire théorique et
mesurée) semble plus accentuée au centre de I’espace de Fourier, ¢’est-a-dire pendant la premiére
période. L’erreur quadratique moyenne (EQM) a été calculée pour comparer la trajectoire réelle mesurée

a celle théorique. L’EQM (mm) est définie comme suit :

. 2 2
BQM = 1/2n%" |(KP -k ®) + (P D-150) | 1)
avec 1 <i< N,, (K, k;,h) et (ky . ky"") sont les positions dans ’espace k a I’index temporel i sur les
trajectoires théorique et mesurée, respectivement. Les EQMs des différentes trajectoires sont présentées
dans le Tableau 4. Les résultats montrent que 1’erreur augmente quasi-linéairement avec Fmax, Ce qui

confirme le comportement « passe-bas » du systeme de gradients.

Tableau 4 Erreurs quadratiques moyennes entre les trajectoires théoriques et mesurées en *H pour
différentes fréquences maximales.

Fréquence maximale des gradients d’encodage (Hz)
1000 2000 4000

Erreur quadratique moyenne entre les trajectoires

réelle et théoriqgue EQM (10%.mm2) 0.99 2.01 4.81
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Figure 14 : Les gradients (1% ligne) et les trajectoires spiralées théoriques (26 ligne) et mesurées (3™ ligne) correspondants
aux différentes fréquences maximales des gradients Fmax.

Une fagon plus directe pour identifier une éventuelle fréquence de coupure (Fo) est de représenter les

trajectoires dans le domaine fréquentiel. Pour cela, la trajectoire est considérée sous une forme complexe

k(t) = kx(t)+iky(t) puis la TF est appliquée. La Figure 15 compare le contenu fréquentiel de la trajectoire

théorique et mesurée pour une valeur de Frax de 4000 Hz. Pour mieux appréhender ces différences,

I’erreur relative est également tracée. La trajectoire obtenue montre la présence de plusieurs pics,

caractéristique d’une conception a trois domaines, et que la valeur de Fmax st respectée. Ceci est une

vérification expérimentale de ’efficacité de 1’algorithme pour maitriser les trajectoires. Les erreurs
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relatives entre la trajectoire théorique et mesurée augmentent avec la fréquence. Nous remarquons que
jusqu’a une fréquence d’environ 2300 Hz les erreurs sont faibles mais qu’elles augmentent au-dela.
D’apres ces résultats, nous pouvons en conclure que la fréquence de coupure Fo est de 1’ordre de 2300
Hz.

Transformée de Fourier Différence relative
0.16 1.2

théorique
mesurée | |
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Figure 15 : Transformée de Fourier des trajectoires spirales théorique (bleue) et mesurée (rouge) en *H pour une fréquence
maximale des gradients de 4000Hz, ainsi que leurs erreurs relatives.

Pour valider le travail de I’optimisation de la trajectoire, I’imagerie métabolique rapide utilisant notre
séquence a été appliquée sur un fantdbme *C pour deux valeurs de Fmax, 1000 et 4000 Hz. Le fantdme
était composé de quatre seringues remplies soit d'acide [1-**C]pyruvique (16,4 M, & = 0 Hz), de [1-
13C]lactate (4 M, & = 985 Hz), de [1-**C]alanine (1,85 M, § = 135 Hz) ou de [1-**C]urée (16,4 M, § = -
1500 Hz) fixée dans 10% de gélatine. Les images métaboliques en **C, reconstruites a partir d’une

trajectoire théorique, ont été superposées avec ’image de référence en *H (Figure 16).

Lactate Alanine Acide Pyruvique Urée

Fmax =
4000Hz

Fmax =
1000Hz

Figure 16 : Reconstruction des cartes métaboliques en 3C pour le lactate, I’alanine, I’acide pyruvigue et l'urée marqués au
13C et pour une fréquence maximale des gradients soit de 1000 soit de 4000 Hz.
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La reconstruction des différentes cartes est validée si la position du métabolite en *C se superpose avec
la position de la seringue obtenue en *H. Avec un Frax de 4000 Hz, les signaux correspondants au lactate
et a ’alanine sont mal reconstruits (fleches blanches). Avec un Fmax de 1000 Hz, les signaux des
différentes cartes métaboliques se superposent bien avec les seringues. Nous pouvons noter que la
superposition de I’alanine n’est pas parfaite (fléche bleue). Ceci s’explique car les seringues n’étaient
pas parfaitement paralléles dans le tube et que les épaisseurs de coupes en *H et *3C sont tres différentes
(1 vs 15 mm, respectivement).

En conclusion, quelle que soit la facon de définir les trajectoires, son controle fréquentiel est critique
car le systéme de gradients posséde un comportement de type passe-bas (I’erreur augmente avec la
fréquence et de maniere plus importante au-dela d’un seuil). Nous montrons que ce comportement peut
facilement étre caractérisé en *H en appliquant une trajectoire large bande. L algorithme de définition
de trajectoire utilisé permet de respecter les trois contraintes (gradient, temps de montée et fréquence

maximum). Les résultats obtenus en imagerie en 3C permettent de confirmer les prédictions.

3. IMPLEMENTATION DE L’IDEAL

Une fois que la séquence d’imagerie est mise en place et que la trajectoire d’encodage est maitrisée, il

est important de 1’optimiser afin de pouvoir imager des métabolites marqués au **C et hyperpolarisés.

a. A LA RECHERCHE DU TEMPS PERDU

La séquence développée permet d’acquérir n images afin de reconstruire une image propre a chacun des
métabolites d’intérét (acquisition IDEAL Spiral = n images). L’objectif de la méthode est d’obtenir des
cartographies dynamiques de ces métabolites en **C hyperpolarisé. Plusieurs groupes de n acquisitions
spiralées sont appliquées jusqu’a I’extinction de la polarisation. Pour faciliter le processus de
reconstruction, un ou plusieurs spectres RMN en *C sont acquis dans la coupe durant I’expérience. En
pratique, le basculement d’un mode Imagerie a un mode Spectroscopie induit des délais incompressibles
de plusieurs secondes dus a des contraintes matérielles de notre équipement (Figure 17). La perte de

temps est non négligeable a I’échelle du temps de relaxation longitudinal des métabolites.
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Figure 17 : Délais perdus entres les différents modes d’acquisition Imagerie (blocs bleus) et Spectroscopie (bloc blanc). Les
expériences s’enchainent de la maniére suivante @ une acquisition IDEAL Spiral répétée x fois (x*n images) et suivie d’un
spectre RMN en *3C puis d’autres acquisitions IDEAL Spiral. Un délai de 5 secondes apparait au début de chaque expérience,
et un de 3 secondes a la fin.

Une solution pour éviter ces temps morts est de développer une méthode ou I’ensemble des informations
(imagerie et spectroscopie) serait enregistré au cours de la méme séquence. Dans celle-ci, les délais
inhérents a l'alternance entre les deux modes seraient éliminés. Pour ce faire, dans la séquence
d’imagerie le signal peut étre enregistré sans commuter les gradients d’encodage (Figure 18). Le signal
enregistré est donc une FID qui sera, lors de 1’analyse des données, convertie en spectre par une simple
TF. D’autres solutions ont été envisagées et notamment 1’utilisation des différentes mémoires (notion
de ‘jobs’). Cependant, la solution proposée est la plus simple & mettre en ceuvre. Ce travail a été présenté

sous forme d’un poster au congres Journées RMN du Grand Sud 2021.
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Figure 18 : Schéma d’imagerie et de spectroscopie dans une séquence unique, ou une FID est enregistrée en absence des
gradients d’encodage.

b. AU SUIVI DE L’ACCUMULATION DES ERREURS DE PHASE

(ARTICLE)

Durant I’implémentation de la séquence, un probléme de reconstruction a été observé lorsque la coupe
n’était pas centrée dans I’aimant. Dans ce cas, des erreurs de phase s’accumulaient tout au long de

I’expérience et perturbaient I’analyse spectrale. Ce constat est présenté et discuté dans I’article suivant.

Cet article, intitulé « Spurious phase correction in rapid metabolic imaging », a été publié dans Journal
of Magnetic Resonance en septembre 2021 (doi.org/10.1016/j.jmr.2021.107065), et voici quelques

points clés :

- Les séquences d’imagerie spectroscopique rapide multi-shot peuvent étre sujettes a une

accumulation de phases parasites ;
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- Une accumulation de phase parasite conduit & une reconstruction incorrecte de la carte des
métabolites ;

- Lafréquence du repére tournant pendant le temps d'écho ajoute cette phase indésirable ;

- 1l est donc essentiel de savoir comment la fréquence est commutée dans la séquence
d'impulsion ;

- La méthode IDEAL utilisant un encodage spiralé appliquée a un fantdome 3C illustre ce

probleme souvent négligé.
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IDEAL-type magnetic resonance spectroscopic imaging (MRSI) sequences require the acquisition of sev-
eral datasets using optimized sampling in the time domain to reconstruct metabolite maps. Each unitary
scan consists of a selective slice (2D) or slab (3D) excitation followed by an evolution time and then the
acquisition of the spatially encoded signal. It is critical that the phase variation during the evolution time
for each scan is only dependent on chemical shifts. In this paper, we described the apparition of spurious
phase due to either the transmit or the receive frequency. The presence of this unwanted phase depends
on (i) where the commutation between these two frequencies is performed and (ii) how it is done, as
there are two phase commutation modes: continuous and coherent. We present the correction needed
in function of the different cases. It appears that some solutions are universal. However, it is critical to
know which case is implemented on the MRI scanner, which is not always easy information to have.
We illustrated several cases with our preclinical MRI by using the IDEAL spiral method on a '>C phantom.

Phase-continuous

1. Introduction

Magnetic resonance spectroscopic imaging (MRSI) maps
metabolite spatial distribution by exploiting the information con-
tained in the chemical shift (CS). Applications have been used for
tumour/lesion identification, treatment and survivorship studies
[1,2], tracking changes in metabolic pathways [3-7], fat/water
imaging [8-10], and magnetic resonance thermography or quanti-
tative temperature imaging [ 11,12]. In order to record both spatial
and spectral information, different methods were developed.

The first method is the conventional phase-encoded MRSI, cur-
rently known as chemical shift imaging (CSI), where the phase
encoding gradient amplitude is incremented once per repetition
time (TR), leading to a complete separation of the spectral and spa-
tial encoding [13]. Data reconstruction is therefore straightfor-
ward, using Fourier transforms. This method offers high
sensitivity and localisation performance, but with long acquisition
times. To overcome this drawback, the time to acquire either spa-
tial or spectral information must be shortened. One of the most
popular approaches to significantly decreasing MRSI experimental

* Corresponding author at: INRAE, Route de Theix, 63122 Saint-Genés-Cham-
panelle, France.
E-mail address: Nour.El-Sabbagh@inrae.fr (N. El Sabbagh).
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1090-7807/© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
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time is the echo planar spectroscopic imaging (EPSI) acquisition
scheme, introduced by Mansfield [14]. It is based on a series of
periodically inverted gradients, generating a train of echoes, from
which both spatial and spectral information can be extracted
within one scan. However, increasing the spatial resolution leads
to a decrease in the spectral one and vice-versa. Such limitations
prevent having a high resolution in both the spatial and spectral
dimensions, especially at high magnetic fields.

In order to make the resolutions independent of one another,
one solution is to quickly acquire several images recorded at differ-
ent echo times (TEs). Utilizing this strategy, the spatial information
is directly recorded with single-shot trajectories (e.g., EPI, spiral. ..)
[15,16]. As for the spectral information, it is extracted from the sig-
nal evolution at different TEs using the iterative decomposition of
water and fat with echo asymmetry and least-squares estimation
(IDEAL) concept [7,9,17,18]. Fig. 1 illustrates the principle of the
IDEAL method combined with a spiral encoding, to give the 2D
IDEAL spiral [15]. Such method is particularly useful for hyperpo-
larized '>C metabolic mapping [15]. After a selective slice excita-
tion during t;, the spin system is allowed to evolve for a time
duration of t, — t; followed by a spiral trajectory image recording.
The CS information is recorded through the analysis of the phase
evolution occurring during the different shots. This phase evolu-
tion depends on the frequency difference between the isochromats
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Fig. 1. lllustration of the IDEAL spiral spectral encoding scheme. It consists of radiofrequency (RF) pulses applied during an excitation time (t, ), and an acquisition with spiral

spatial encoding (t; — t;) applied after an evolution time (t,(m)

and the rotating detection frame. To both limit the number of TEs
and optimize the TE increments, it is important to have a sparse
NMR spectrum as well as prior knowledge on the chemical shift
values. In addition, the experiment timing needs to be optimized
through the careful choice of the number of signal averages
(NSA) [15,17]. Once the experiment is recorded, the various data
obtained from the different shots are analysed as one to recon-
struct one map per metabolite, as explained in [15]. To obtain a
correct reconstruction, it is thus mandatory to get a correct phase,
i.e., not prone to spurious influence. Rapid 3D encoding is also pos-
sible [19], but obtaining a higher spatial resolution in three dimen-
sions is problematic. Several artefacts, such as motion, may
introduce unwanted phase terms. To correct for this, several
approaches have been developed [14,20-23]. Another source of
phase errors that we address can occur in 2D or 3D with slab selec-
tion. Indeed, the radiofrequency (RF) excitation is applied with the
transmit frequency (f;) and the acquisition is done in reference to
the receive frequency (f). A commutation between these two fre-
quencies has to be made during the pulse sequence. However,
depending on the mode and the position of the commutation,
phase errors may occur. Two modes of commutation are consid-
ered and elaborated later: phase-continuous and phase-coherent
switching [24].

The aim of this paper is to elucidate the impact of the frequency
commutation’s mode and position on the metabolite map obtained
by 2D IDEAL-type method and to show how to overcome the
resulting phase errors. This is, to our knowledge, not described in
the literature and yet very critical. To experimentally validate this,
the IDEAL spiral was applied to a '*C phantom.

2. Theory

The reconstruction of metabolite maps from IDEAL-type
sequences requires that the phase variation between shots is only
dependent on the CS. All frequencies mentioned in the following
are offset values from the reference frequency of the rotating
detection frame. In 2D MRI pulse sequences, frequency selective
pulses are performed at f, which depends on both the slice posi-
tion and the slice selection gradient G, intensity. The signal acqui-
sition is performed at fy.

To the best of our knowledge, there are two modes to commute
from f; — f, set on both clinical and preclinical MRI scanners. The
first one is the phase-continuous switch, where the rotation of the

t;). Several shots with different evolution times are used to encode the spectral information.

receiver frame starts from the phase where the rotating transmit-
ter frame ended (i.e., 27tft, for a commutation at a time t). The sec-
ond one is the phase-coherent switch. A numerically controlled
oscillator (NCO) is used to count the phase of the reference frame
rotating at the on-resonance frequency. At the commutation
moment t, the rotation of the receiver frame starts from the phase
accumulated by the NCO up to this instant [24].

Fig. 2 illustrates the different cases of the transmit/receive fre-
quency commutation during pulse sequence timing. We identified
three options: a commutation before the signal acquisition, one
after the slice selection or a combination of the two. In our case,
the signal acquired during the m' shot and at the n'" k-space sam-
ple location k, (at the instant 7,)) can be formulated as:

o= Z efknfyen’l[(fl 'fq)‘l *(fu-o{*fq)(fz('")’fl)* (fn*fq)fn]xq(rp)‘ (])
[X]

where f, and X,(r) represent the g™ metabolite frequency and its

spatial distribution in the image space, respectively; (t,(m) —t;)
the evolution time of the m"" shot and f,,,, being the frequency of
the rotating frame during this time.

In the following sections, we present the three sequence config-
urations and only phases influenced by the pulse sequence are
addressed and analysed, and not those owed to the CS. Therefore,
to successfully maintain the unique-dependence of phase to CS
during evolution time, the phase variation between shots at
t2(m) (i.e.,, A¢(tz)) should be nil. We considered that the phase
accumulated up to t; is identical for all shots. In other words, a
phase-coherent return f, — f; is done before the following excita-
tion pulse, resulting in the same starting phase at the beginning of
each shot.

Acq-Switch: Switch from f, to f, at t;

For this first case, the phase-continuous frequency commuta-
tion from f; to f, is done once at t,(m), i.e., before the acquisition,
as presented in Fig. 2 and leading to f,,, = f;. Here, the phase
accumulated at the beginning of the acquisition for the m™" shot is

bm(t2) = 27f 1t (m). (2)
The phase increment between shots can be expressed as
Ady, = i1 (£2) — P(t2) = 27f p(E2(m + 1) — t5(m)). (3)

One can readily see that the phase increment is dependent on
fr, i.e., the slice position. As soon as the slice is not centered, a
phase accumulation due to f; is added to the CS-dependent phase.
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Fig. 2. General imaging pulse sequence timing scheme of a shot (an excitation). Radiofrequency (RF) pulses are applied during the slice selection (t;) depending on the

transmit frequency (f,). Spatial encoding is applied during the acquisition time (t3

chemical shifts (CS) of interest evolve during an evolution time (t,

t,) depending on the receive frequency (f). Spectral information is acquired as the
t,), after the excitation, that is increased for each shot. Three cases of frequency switch are possible,

leading to different frequency dependence during evolution times (f,,,). Acq-Switch case: f; is switched to fy right before the acquisition time, RF-Switch case: f; is
switched to f right before the evolution time, 0-Switch case: f; is switched to a 0 transmit frequency before the evolution time (t,), and this nil frequency is then switched

back to f, at the end of it (t;).

In practice, this phase shift can be large (A¢,, > 27) compared to
the CS-related one and can thus appear to be random due to phase
wrapping. To give an order of magnitude, let us consider a pulse
bandwidth (BW) of 1 kHz selecting a slice thickness of 1 mm and
shifted by 5 mm from the magnet’s centre. During a TE of 1 ms,
the phase accumulated in this slice is 10m. Incrementing the TE
by 0.5 ms adds a spurious phase of 5. This shot-dependent spuri-
ous phase must be removed for each data point (k,) before metabo-
lite map reconstruction, i.e.,

LS = Sm.ne i2nfy(ty(m) r;lm‘ (4)

m.

where S and S are the corrected and the raw acquired signal,
respectively. The signal has to be corrected with respect to the first
shot.

When the frequency commutation from f; to f; at t; is done in
the phase-coherent mode, the rotation of the receiver frame starts
from the phase accumulated by the reference rotating frame at this
time, achieved by using an NCO. The phase variation due to the
excitation is then cancelled and therefore, no spurious phase is
accumulated.

RF-Switch: switch from f; to f at t,

In the second case, the phase-continuous frequency commuta-
tion from f; to f; is done right after the excitation, at t;. The phase
variation between consecutive shots depends here on the receive
frequency, i.e.,

Adp, = bmia (t2) — Pm(t2) = 27fp(t2(m + 1) — t2(m)). (3)

Most of the single-shot trajectories require keeping f, nil to not
shift the k-space trajectory. No spurious phase shifts are accumu-
lated between shots (A¢, = 0), and therefore, no correction is
needed. In the case of f;#0, e.g., for introducing an off-centre shift

Table 1

as in spin-warp encoding [25], the resulting spurious phase should
be corrected in the acquired signal as in Eq. (4) but by substituting

fr by froie.,
5;1"" =Ssal i2nfg(t2(m)-15(1)) (6)

Since the commutation is done before echo time increments at
t;, the spurious phase problem persists for f,#0 in the phase-
coherent mode, and the correction presented in Eq. (6) remains
crucial.

0-Switch: double switch, from f, to 0 at t, and from O to f, at t,

In the last case, a double switch is done during the pulse
sequence. A first switch from the transmit frequency f, to a 0
one is done right before the evolution time at t;, and then switched
again to the receive frequency fy at t>. In this case, for both phase-
continuous and phase-coherent modes, no additional phase is
accumulated at t; even if the slice and/or the readout position
are shifted.

Phase correction requirements for the three commutation cases
(Acq-, RF- and 0-Switch) and in the two switch modes (phase-
continuous and —coherent modes), are summarized in Table 1.

3. Method

All the experiments were performed on a BRUKER 117/16
(11.7 T) horizontal bore magnet equipped with a BGA-9 gradient
coil (BRUKER BioSpin MRI GmbH). The magnet reference resonance
frequencies were 500.34 and 125.83 MHz for 'H and '°C,
respectively.

The phantom was composed of four syringes filled with either
[1-'3C]Pyruvic acid (16.4 M, ~0 Hz), [1-'C]Lactate (4 M,
~985 Hz), [1-'*C]Alanine (1.85 M, ~135 Hz) or [1-'>C]Urea
(16.4 M, ~-1500 Hz) fixed in 10% gelatine. A "H/"C volume coil
(72 mm internal diameter; RAPID Biomedical GmbH, Rimpar, Ger-
many) was used to excite both nuclei and receive the 'H signal. '>C

Phase correction requirements during IDEAL-type sequences for Acq-, RF- and 0-Switch cases and in the phase-continuous and phase-coherent f; — f, switch modes.

Switch Modes

Phase-Continuous Phase-Coherent

Switch Cases Acq-Switch
RF-Switch

0-Switch

Correction if f;#0 following Eq. (4)

No Correction needed
Correction if fz#0 following Eq. (6)
No Correction needed
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signal reception used a single-loop rat brain surface coil (RAPID
Biomedical GmbH, Rimpar, Germany). 'H images were recorded
with a fast low angle shot method (FLASH) to validate the phantom
position inside the magnet. For '*C, a 15 mm thick slice was set to
make sure a sufficient signal to noise ratio (SNR) was reached in a
reasonable time. The field of view (FOV) was 50 x 50 mm? with an
image matrix of 64 x 64 and a reception BW of 400 kHz. Each one
of the RF excitation pulses used was a Shinnar-Le Roux (SLR) set to
90° with a duration of 2.1 ms and a spectral BW of 2 kHz, exciting
the whole >C-labelled nuclei window. The TR between each pulse
excitation was set to 10 s and 26 averages per scan were acquired
to ensure sufficient SNR. Seven scans were recorded; the first one
at t,(1) of 1.69 ms and then increased in increments of 0.86 ms
for the other scans. The spatial encoding was performed with a spi-
ral out trajectory.

Images were acquired at two slice positions, 0 and — 4 mm,
leading to a transmit frequency f; of 0 and 533 Hz, respectively.
For the shifted slice, acquisitions were recorded in the phase-
continuous mode, and for both, Acq-Switch and RF-Switch cases.
The phase correction was only applied in the Acq-Switch case, fol-
lowing Eq. (4). For metabolic map reconstruction, the two-step
process described in [15] was applied. Knowing the resonance fre-
quencies of the metabolites, a k-space data was first reconstructed
for each one fitting the signals acquired from all shots. These indi-
vidual metabolite k-space data were then spatially reconstructed
into metabolic maps.

Data processing for all experiments was performed on Matlab®
R2019a (MathWorks, Natick, MA, USA) with home-made written
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scripts. The dataset of this work is available at the following link
https://doi.org/10.15454/LY4VKC.

4. Results

Fig. 3 illustrates the application of both Acq- and RF- switch
cases. It shows four columns, one for each metabolite. The '>C
maps are superimposed on a 'H reference image of the phantom
for clear syringe borders. The 1st row presents the control maps,
i.e,, generated at the centre of the magnet where f; =0 (Acq-
Switch case). The metabolic maps reconstructed for each of the
metabolites fit with the corresponding syringe placement. As soon
as the slice was shifted (f;#0), it was impossible to reconstruct the
correct metabolic maps (2nd row) without correcting the raw sig-
nal to cancel the effect of the spurious phase acquired due to the
slice offset (3rd row). When using the RF-Switch case (4th row),
such artefacts were not observed. The 0-Switch case was unneces-
sary, hence not applied.

5. Discussion

Phase correction can be mandatory in some slice-selective
IDEAL-type protocols depending on how the transmit/receive fre-
quency switch is performed. Without phase correction, the slice
selection or readout frequency offset can bias the CS-related phase
evolution by adding different spurious phases during each shot.

Slice Position 0 mm
(fr = 0Hz)

No Phase
Correction

Acq-Switch case
fr Phase
Correction

Slice Position -4 mm (fr = —533 Hz)

RF-Switch case
No Phase
Correction

Fig. 3. Reconstruction of the '*C metabolite maps acquired with the IDEAL spiral method (Lac = lactate; Ala = alanine; Pyr = pyruvic acid). For a slice centred at 0 mm, the map
reconstruction of the data acquired with the Acq-Switch case was performed with no correction (top line). Lines 2 and 3 are '>C metabolite maps acquired with the same
switch case, but with a shifted slice (-4 mm), before and after phase correction. Urea map in line 2 was an artefact result due to frequency aliasing - as its frequency is equal to
3f;. Line 4, the RF-Switch case was used where no correction is required.
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In our practical case, only phase-continuous switch is allowed
for the commutation from the transmit to the receive frequency
(fr — fx) on the scanner. Although the proposed phase correction
is valid to eliminate the possible spurious phases accumulated dur-
ing the pulse sequence, it is desirable to avoid them. This is
achieved by switching from the transmit frequency f; to the refer-
ence frequency at t;. To do so, two options are possible: the RF-
Switch case if and only if f; = 0, or the 0-Switch case. In return,
if the phase-coherent switch mode is at hand, one should favour
the f; — fy commutation at t, before the acquisition, as it dis-
charges one from any post-processing phase correction. Lastly,
when the commutation mode is unknown, the only case requiring
no correction is the proposed 0-Switch case.

Generally speaking, these phase accumulation artefacts are
encountered as soon as several images obtained from different
excitations with different TEs are processed together to extract
the CS-related information. For example, this can be the case in
high-spatial resolution Bp-mapping, e.g., for susceptibility-
weighted imaging [26]. Indeed, to reach a sufficient Nyquist limit,
the TE must be incremented by a small delay, thus requiring image
acquisition from multiple excitations. In this case, the same issues
may be encountered and the described solutions remain valid.

While the described approaches cancel unwanted phase accu-
mulation due to frequency commutation’s mode and position, they
do not correct for other mechanisms leading to additional spurious
phase. One of the critical sources of phase errors is any physiolog-
ical motions. To obtain exploitable data, it is then important to
avoid such movements during the signal encoding and acquisition.
To do so, using a trigger on one of the physiological parameters, a
navigator echo [27] or one of the solutions mentioned in the intro-
duction [21-23] is still mandatory.

We focused on the phase effects in IDEAL-type pulse sequences,
due to the transmit-receive commutation before the acquisition
time. However, for methods using multiple RF pulses and being
phase cycled, similar frequency issues may arise and lead to inop-
erative coherence selection, as they may spoil the desired phase
cycle [24].

To conclude, we demonstrated that the position and the mode
of the frequency commutation in the pulse sequence are critical
to record only the CS-dependent phase evolution. This point is
under-addressed in the scientific literature and therefore relatively
unclear for MRSI users. Regardless of the hardware efficiency and
the sequence implementation, we proposed several solutions to
eliminate possible spurious phase in rapid metabolic imaging.
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Gréce a ce travail publié, le cas RF-Switch a été adapté dans la version finale de la séquence pour éviter

I’accumulation des erreurs de phase.

Avec toutes les optimisations présentées précédemment, une séquence d’imagerie spectroscopique 2D,
rapide et efficace permettant d’acquérir a la fois des images et des spectres RMN a n’importe quelle
position dans 1’aimant a ét€¢ mise en place. Cette séquence est préte a étre appliquée pour I’imagerie in

vivo du 3C hyperpolarisé.

4. PROTOCOLE EXPERIMENTAL ET RESULTATS

Le protocole expérimental de 1’imagerie métabolique et le post-traitement des données est décrit. Il est
composé de trois parties : a) optimisation des paramétres de la séquence, b) acquisition des données et
c) reconstruction des images. Le traitement des données est effectué sur Matlab® R2019a (MathWorks,
Natick, MA, USA) avec des scripts propres a la doctorante.

a. OPTIMISATION DES PARAMETRES

Pour optimiser les paramétres de la séquence, il est nécessaire d’avoir une connaissance a priori des
fréquences de résonance des métabolites. Le nombre de moyennes des signaux NSA est calculé selon
I’équation (8) pour chacun des métabolites en variant le nombre et I’incrément du TE. L’algorithme est
basé sur I’estimation du niveau de signal propre a un métabolite en prenant en compte la présence des
autres métabolites grace a leurs déplacements chimiques. Le choix optimal du nombre et de I’incrément
du TE est un compromis entre les différents métabolites. Un exemple de ce calcul est présenté dans la
Figure 19 pour le fantbme *C composé d’acide pyruvique, de lactate, d’alanine et d’urée. Pour ces

fréquences, 7 TE et un incrément de 0.85 ms sont optimaux pour éviter le chevauchement des pics.
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Figure 19 : NSA pour 7 TE calculé pour quatre fréquences de résonance.

Incrément optimal pour 7TE est ATE= 0.85ms

f1=985Hz
f2=135Hz |
f3=0Hz 1
f4=1500Hz

--—-ATE

]

L’incrément optimal du TE est de 0.85 ms.

b. ACQUISITION DES DONNEES

La fenétre principale de la configuration de notre séquence est présentée dans la Figure 20. Le nombre

de TE et la valeur dont il doit étre augmenté ont été définis précédemment et sont rentrés dans le systéme.

La méthode permet également d’enregistrer un ou plusieurs spectres entre les acquisitions des blocs

d’images. Une fois les données acquises, il est nécessaire d’utiliser Matlab pour les analyser.
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Figure 20 : Fenétre de configuration de la séquence d’imagerie métabolique rapide optimisée.
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C. RECONSTRUCTION DES DONNEES ACQUISES

Le post-traitement des données requiert plusieurs étapes. Tout d’abord il est nécessaire de séparer les
spectres RMN des images. En appliquant la TF sur les FID, les spectres RMN sont reconstruits et les
fréquences exactes des métabolites sont déterminées.

L’algorithme de reconstruction des cartes métaboliques utilisé est celui publié par Wiesinger et al [118].
Le signal acquis durant le n®™ écho et au j*™ point de la trajectoire correspondant au temps de

’acquisition tj, a la forme suivante :

Sn() =Xap pq(rp)exp(ikjrp)exp (iZqu(TEn + tj)), (16)

avec TE, = TE,, + (n — 1)ATE. Cette équation montre que les signaux correspondent a une

combinaison linéaire des concentrations individuelles de métabolites dans I'espace-k, ¢, (k), avec une
pondération relative donnée par la matrice de I’encodage spectral, Ej; ,, indépendant de I’encodage de
I’espace-k, selon :

E,n = exp(i2nv,TE,); {,(k;) = X, py(1,)exp(ik;Ty), 17)
L’étape suivante consiste a reconstruire les espace-k propre a chaque métabolite par inversion
matricielle :

4, (k) = exp(—ivaqtj)(ETSn(j))q, (18)

ou T désigne la pseudo-inverse de Moore-Penrose. Enfin, la reconstruction spatiale des images propres
a chacun des métabolites est réalisée soit par une reconstruction gridding soit par I’inversion matricielle

suivante :

Pq = exp(ikjrp)T(q, (19)

Cet algorithme permet d’obtenir des cartes en 3C propres a chacun des métabolites détectés. Un suivi
temporel de la conversion métabolique dans la région d’intérét est réalisé grace a la répétition des n

acquisitions.

5. DISCUSSION

La majorité des articles en hyperpolarisation par dissolution se concentre soit sur I’amélioration du taux

de polarisation soit sur les applications métaboliques, principalement in vivo chez le petit animal. La
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mise en place du protocole d’acquisition rapide des images métaboliques ainsi que leur traitement ne
sont que rarement détaillés. L’ensemble des travaux présentés dans ce chapitre montre que
I’implémentation d’une séquence d’imagerie spectroscopique rapide se heurte a différents problémes et
gue ceux-ci sont dépendants des constructeurs d’IRM. Il est par exemple indispensable de connaitre a
la fois le mode et la position dans la séquence du changement de fréquence entre 1’émission et la
réception. Cette information a été obtenue sur les imageurs précliniques mais les fabricants d’imageurs
clinigues ont refusé de communiquer sur ce point. Grace a ces travaux, AgoResonance peut proposer
une méthode d’imagerie rapide pour explorer le métabolisme in vivo chez 1’animal en carbone *C

hyperpolarisé. Il est a noter que peu de groupes en France possede une telle expertise.

L’enregistrement rapide du signal IRM impose de connaitre parfaitement la trajectoire réalisée. Pour
cela, il existe deux options : la mesurer et faire en sorte de limiter les déviations de la trajectoire
expérimentale par rapport a la théorique. Comme il n’est pas envisageable de mesurer cette trajectoire
avec du C hyperpolarisé, j’ai travaillé selon la seconde approche. Une piste d’amélioration serait de
mesurer la trajectoire réelle en *H et de I’utiliser pour déterminer la position dans I’espace k de chacun

des signaux enregistrés en °C.

La faible disponibilité d’hyperpolariseurs commerciaux capables de faire de la dDNP associée au cotit
financier (hélium nécessaire pour travailler a faible température (~ 1 K), molécules « donneurs »
d’électrons, précurseurs marqués au *C) et au temps nécessaire pour obtenir un état hyperpolarisé (1 a
2 heures d’irradiations microondes pour transférer la polarisation importante des électrons aux spins
nucléaire *C de I’agent précurseur) font qu’aujourd’hui, seule une petite poignée de centres d’imagerie
dans le monde posséde un tel instrument. Dans cette optique, pouvoir produire des précurseurs marqués
au *C hyperpolarisés de facon centralisée sur un site et pouvoir distribuer ces molécules sur des sites
en capacité de réaliser des expériences in vivo permettrait de démocratiser cette technigue comme cela
a pu étre le cas pour I’imagerie nucléaire. Une équipe a Lyon (laboratoire HMR du Prof. S. Jannin), avec
laquelle AgroResonance collabore, travaille sur cette thématique. Le but est d’allonger le temps de
relaxation longitudinal T1 du métabolite a la température d’hyperpolarisation (~1,5 K) et donc la durée
de vie de cet état hyperpolarisé de la minute a la dizaine d’heures. Cela passe par une nouvelle
formulation de I’échantillon pour éloigner les €lectrons des noyaux, par la mise en place de techniques
d’hyperpolarisation plus complexes (polarisation croisée, balayage des microondes) ainsi que par le
développement d’équipements spécifiques pour pouvoir transporter 1’échantillon et le dissoudre dans le
laboratoire d’accueil [191,192]. En plus de potentiellement démocratiser I’imagerie métabolique du *C
en la rendant possible en routine dans des hdpitaux, ces approches permettent d’élargir les métabolites
pouvant étre hyperpolarisés. Par exemple, il devient possible d’hyperpolariser 1’ a-cétoglutarate (a-KG),
un intermédiaire du cycle de Krebs et principal précurseur du glutamate. Utiliser I’a-KG renseignera en
temps réel sur I’activité enzymatique de la glutamate déshydrogénase impliquée dans la synthese de

glutamate et la neurotransmission glutamatergique, voies métabolites altérées dans la maladie de
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Parkinson. Cette molécule, contrairement au glutamate, présente 1’avantage de passer la barriére
hématoencéphalique et donc d’étre injectable par voie systémique. Comprendre les processus
métaboliques mis en jeu aprés la dénervation dopaminergique devrait apporter des informations
supplémentaires sur la physiopathologie de la maladie de Parkinson et permettre de mettre en évidence

des marqueurs de la maladie.

Enfin ’ensemble des travaux présentés dans ce chapitre supporte la possibilité de faire des acquisitions
et des reconstructions de séquences d’imagerie spectroscopique des noyaux X dont les spectres sont

clairsemés et constitués de résonances bien séparées comme le sodium **Na.
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1. INTRODUCTION

Comme décrit dans le chapitre 11, les interactions du sel avec les matrices alimentaires jouent un role
fondamental. Il est donc important de les caractériser précisément. Bien que les concentrations en sel
puissent étre significativement plus élevées dans les aliments que dans les systémes biologiques, les
interactions sel/matrice ont le plus souvent été considérées de méme type que celui admis in vivo ; a
savoir la totalité du sel interagit « faiblement » avec ’aliment produisant un spectre RMN de type c.
Cependant, dans les aliments réels la complexité structurelle et les concentrations en sel élevées rendent
probables la présence de plusieurs compartiments (types ¢ et d). La caractérisation de cette
compartimentation est un préalable indispensable a toute quantification et a toute tentative de
compréhension du lien interaction et sensorialité. Ceci est le but de I’article qui a été soumis a Magnetic
Resonance in Chemistry en septembre 2021 intitulé « Characterization of the sodium binding state in

several food products by 2Na NMR spectroscopy ».

Dans cette ¢tude, les interactions ont été caractérisées a 1’échelle de I’échantillon entier par spectroscopie
RMN. L’analyse du spectre RMN et la présence de pics satellites permet de conclure si du sodium de
type a ou b existe (figure 1 dans I’article ci-apres). Pour les produits étudiés, il n’y a pas de pics satellites
nous permettant de conclure que le sodium n’existe que sous les formes ¢ et/ou d. La présence d’un
signal sur un spectre RMN filtré pour n’enregistrer que les transitions double quanta DQ permet de
conclure quant a la présence d’interactions quadripolaires dans 1’échantillon (sodium de type c). A partir
de I’exploitation de ces seules expériences, il n’est pas possible de conclure quant a la présence ou non
de sodium n’interagissant pas avec la matrice (type d). Pour ce faire, nous avons mené des mesures de
relaxation transversale en simple quanta SQ. En présence de sodium de type ¢ uniquement, deux
composantes de relaxation devraient étre obtenues avec des ratios de 3/2 et 2/5 pour la décroissance
rapide et lente, respectivement. Le rapport obtenu entre les deux populations de T» s’¢loignant de ces
valeurs théoriques, nous en avons conclu qu’une fraction du sodium n’interagissait pas avec la matrice
(type d). A notre connaissance, c’est la premiére fois que la coexistence de sodium de type d et ¢ dans

les aliments est démontré.
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ABSTRACT

In food, salt plays several roles amongst which conservative or food perception. For this latter,
it is well known that the interaction of sodium with the food matrix modifies the consumer
perception. It is then critical to characterize these interactions in various real foods. For this
purpose, we exploited the information obtained on both single and double quantum >Na NMR
spectroscopies. All salted food samples studied showed strong interactions with the food matrix
leading to quadrupolar interactions. However, for some of them, the single quantum analysis
did not match the theoretical prediction. This was explained by the presence of another type of
sodium population, which did not produce quadrupolar interactions. This finding is of critical
importance to perform quantitative MRI and to understand the consumer salty taste perception.

KEYWORDS

NMR; #*Na; Multiple quantum coherences; T, amplitude; Relaxation time; Salt concentration
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1. Introduction

The role of salt in food is multiple. It contributes to the product sensory properties and is also a
key molecule regarding the food structural and stability characteristics. However, its
consumption must be limited to avoid health issues as highlighted by several international
agencies [1]. From the consumer point of view, this salt content reduction should not be
associated with a decrease of salty expected taste. The taste buds leading to the saltiness feeling
are sensitive to the sodium ions released from the sodium chloride. Once the solid food is into
the mouth, several complex processes are involved which conduct to percept saltiness. They
can be merged into three main actions [2]. First, the salt is migrating to the surrounding part of
the bolus food particles. Then, the sodium 1ons are released into the oral cavity through the
saliva. Finally, sodium ions reach the tongue’s taste receptor cells generating the brain signal
responsible for saltiness [3]. Sodium ions binding with the food matrix is then one of the critical
parameters, which may be correlated with saltiness perception. For example, products
containing a same amount of salt but a higher quantity of dry matter or protein were felt less
salty [4-7] because the salt release from the matrix was reduced. The complexity and
composition variability of food products make difficult to correlate saltiness to a global food
characteristic, highlighting the importance of having information on the salt local repartition.

2’Na MRI appears then as a technique of choice to characterize the repartition and the
interaction of sodium with the matrix. One of the first work in this field studied the sodium
repartition during the pickling of a cucumber in a fermented soybean paste [8]. 2*Na MRI was
combined with other NMR approaches to study the salting/desalting process of salmon [9,10]
and cod [11] for several muscle conditions (e.g. frozen vs thawed) or to characterize meat curing
[12]. 2’Na MRI helped also in understanding how subcutaneous fat can limit the salt diffusion
[13] or what is the importance of the salting method (brine injection with or without an adjuvant
vs pickle) on the repartition of salt inside the muscle [14]. Most of these works targets to map
the sodium concentration in food and then to better control the effect of processes on this
repartition. However, there is a lack of knowledge on the bounding state of such ions in real
foods. 2*Na relaxation times can be really short (few ms) and, in consequence, difficult to detect
- and a fortiori complicated to quantify - by MRI. Furthermore, difference of relaxations may
modulate the saltiness perception. It is then necessary to study the food sample as a whole for
performing thorough *Na NMR relaxation studies and characterize all the sodium pools.

Relaxation 2Na NMR has been used to characterize several food matrices. For example, the
relationship between sodium properties and the structure and composition of cheese had been
extensively studied [15,16]. Similarly, the sodium mobility was characterized in an emulsion
gel model [17]. Sodium mobility deduced by NMR was also correlated with saltiness
perception. One of the first study demonstrated that the sodium mobility in gums was positively
correlated with saltiness perception [18,19]. Boisard et al. correlated the sodium ions release in
the oral cavity (and so to the saltness perception) to the lipid/protein ratio [19]. In another study,
Mosca et al. did a similar study on cheese model matrices [20]. The sodium mobility was in
general an indirect measurement through the T, relaxation times. Recently Wang et al. proposed
to directly use NMR diffusion measurements to correlate the sodium mobility with the saltiness
perception [21].

The sodium mobility and its binding to the solid part of the food have been characterized only
for a few real systems. Gaining a deeper knowledge on the sodium state in several food products
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is then critical before going to quantitative NMR/MRI-based methods. The aim of this paper is
to characterize the sodium state in contrasted food products by single quantum (SQ) and double
quantum (DQ) 2’Na NMR spectroscopy. To accurately interpret our results, we will detail and
explain the different energy level configurations which can be encountered in 2*Na NMR and
describe the experimental strategy implemented.

2. Theory and experimental strategy

Sodium nucleus has a nuclear spin of 3/2, which leads to quadrupolar interactions between the
charges in the nucleus and the surrounding electrical field gradients (EFG). The equal
transitions between the four nuclear spin energy levels become unequal under the effect of this
quadrupolar interaction. At the macroscopic observation scale, the NMR spectra depends on
how this interaction is averaged with time for a large number of spins. Indeed, EFG fluctuates
in time due to molecular motion. For a deeper analysis, the interested reader is referred to the
excellent review by Madelin et al. [22].

Figure 1 illustrates the four different motional regime situations, each leading to a typical SQ
spectrum. The different situations are related to the EFG fluctuation frequency in regards of the
NMR timescale and are classified following Rooney and Springer proposition [23,24]. The
effect of this EFG is expressed in the quadrupolar coupling angular frequency term w, averaged
over time and space. For very fast EFG variations, w, is null leading to the situation depicted
in Figure 1d. This is typically observed for sodium nuclei in solution and a single NMR peak,
which merges all the transitions, is then observed in the frequency domain. At the opposite, in
situation a (Figure 1a), the EFG term is well-defined and different from O leading to a
difference between the energy levels depending on wg. This is only observed in few oriented
and spatially homogeneous solid samples [25]. In this case, a triplet of intensities 3:4:3 is then
observed in the NMR spectrum with chemical shifts of § for the center line and & + @, for the
outer ones. In between these two cases, it exists two intermediate situations. Type b (Figure
1b) corresponds to a less oriented medium. The EFG varies slowly on the NMR timescale
leading to a non-null but fluctuating w,. The energy levels are still shifted but they are
distributed over a range of levels. In term of NMR spectra, this leads to a central narrow peak
and a frequency distribution for the outer ones. The fourth case appears when the EFG
variations are similar to the NMR timescale. In this case, the energy level differences stay
constant (type d) with a fluctuation around the averaged value. This is the type ¢ (Figure 1c¢).
The NMR spectrum of this situation correspond to a narrow peak for the central line overlapped
with a broad signal for the outer energy levels. By recording a DQ or triple quantum filtered
(DQF, TQF) NMR spectrum, only sodium presenting quadrupolar interactions leads to a signal.
Regarding the different situations described, sodium of type a, b and ¢ gives rise to a signal
while type d does not give any signal.

The transverse relaxation time T, can help to characterize the different spectrum types. Let first
describe the SQ T, relaxation. For type a in which the quadrupolar effect is well defined, a
mono-exponential decay is observed for each of the three NMR signals. The central line has a
longer T, than the two outer peaks, which have the same relaxation time. At the opposite, type
d spectrum is characterized by a mono-exponential decay as wg is null and the motion is
isotropic with motional narrowing. For slower motional regimes, i.e. type ¢ in Figure 1, a bi-
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exponential behavior is observed characterizing the central and satellite transitions for the slow
and fast relaxation times, respectively. Furthermore, their amplitudes can be predicted to be 2/5
and 3/5 for the inner and outer transitions, respectively. Considering the DQ T, analysis, only
two coherences exist with an equal probability. It is then expected to obtain a fast and a slow
DQ T, relaxation time contributing to the same percentage to the NMR signal.

Based on this knowledge, we used the following approach to characterize the sodium
interactions into the food matrices. First, a SQ spectrum was analyzed to determine if the
interactions were of type a, b or ¢ and d. As type ¢ and d could not be differentiate from their
SQ spectra, DQF data were then acquired. The presence of a DQ signal highlighted the presence
of type ¢ quadrupolar interactions with the food matrix. DQ T, relaxation parameters were
calculated to confirm the presence of two equal populations. Finally, SQ T, signal decay was
analyzed by using a bi-exponential model. If the T, amplitudes were 3/5 and 2/5 for the fast and
slow relaxation times, respectively, we considered that 100% of the sodium was of type ¢. A
difference from these theoretical values suggests the presence of an additional fraction of free
sodium of type d.

Typed Typec Typeb Typea
14>
-$
8 5+aq
-
13>
)
5
13
12>
F] 5-ag
[
1
— H 1 kHz

J

FIGURE 1 Energy level diagrams for isolated systems of spin 3/2. Four different motional
regime situations are possible (a, b, ¢ and d). 2*Na spectra corresponding to each situation are
presented: type d spectrum was that of NaCl in H,0. Type ¢ spectrum was that of Na* in an
aqueous solution which has a high concentration of micelle-solubilized gramicidin channels.
The type b and type a spectra were that of Na* in aqueous suspensions of un-oriented and
oriented dodecylsulfate micelles, respectively. Reproduced with permission from Ref. [23].

3. Material and Methods

3.1 Sample preparation
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In our work, we studied several foods with different salting processes. The first one was a
farmed trout salted filet (Oncorhynchus aguabonita). The filet weighted 589 g and was salted
with 6% in weight of dry salt on the internal filet face during 3.5 hours at 8°C. After the salting
period, it underwent 6 hours at 24°C to simulate the smoking period (water loss) and was then
stored at 5°C. A 16 g sample was placed in a 30-mm (50 mL) Falcon tube for NMR experiments.

Three other foods were cooked in salted water: a piece of a chicken breast, carrots and
Tagliatelle pasta. First, each food sample was placed in a salted boiling water for a duration
sufficient for being properly stewed. After cooking, the food sample was placed in the fridge to
cool for 15 min. A small amount of each sample was inserted in a 5-mm NMR tube. Table 1
summarizes the experimental conditions for the different samples.

TABLE 1 Sample preparation details.

Yolume Weight of the sample (g)
Food of [Sal‘t] of the Cioaking ‘

sample cooking  cooking water fime: (i) . ; in the
P water (g/L) il pos NMR
(mL) cooking  cooking e

P 500 10.11 9 20.84 - 0.18
250 20.04 3.72 7.87 0.16

Chicken 250 20.32 7 6.94 4.88 0.12
5.00 6.65 6.21 0.24

10.01 6.73 6.25 0.23

Ligan A0 15.01 K 6.67 6.20 0.30
20.05 6.77 6.20 0.30

3.2 NMR experiments

All experiments were performed on a 94T Bruker UltraShielded widebore magnet
(Karlsruhe,Germany) equipped with Avance III electronics and piloted by TopSpin 3.5. The
magnet reference resonance frequencies were 400.18 and 105.86 MHz for 'H and ?’Na,
respectively. 'H/?*Na volume coils were used to excite and receive both nuclei. A 30-mm insert
(Bruker BioSpin, Karlsruhe,Germany)was used for the trout, and a 5-mm BBO probe (Bruker
BioSpin, Karlsruhe,Germany) for the other samples. Once the sample was inserted inside the
spectrometer, the first step consisted in adjusting the magnetic field homogeneity based on a 'H
spectrum. Then, the 2’Na 90° pulse length was calibrated. It was found to be around 88 us at
280 W and 9 pus at 50 W for the 30-mm insert and the BBO probe, respectively. Finally, SQ
and DQ »’Na experiments were run. The repetition time was set to 0.5 s and the receiver gain
to 256 for all experiments. The main parameters of the experiments are presented in Table 2.
DQ coherences were selected using the phase-cycled pulse sequence below

(7/2),,, — W2 — (W), — T2 — (/2) , — 6 — (%/2),,, — Acq(t)y,

where 7 is the DQ creation time and §, the DQ evolution time. The basic four-step phase cycle
of the sequence to eliminate SQ coherences was: ¢ = 0°,90°, 180°, 270°; ¢, = @1 +90°, @3

wne?-UK
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= 0°and ¢’ = 0°,180°, 0°, 180° [26]. This DQF was applied with 4 ps evolution time (&) and
for several creation time (1) duration, ranging from 0 to 120 ms.

TABLE 2 Main parameters of the SQ (FID, CPMG) and DQ experiments.

~ [Salt] SQ
Foog & O-He FID CPMG! S
Matrix seoking
WEeE NS TD NS NS TD
(gL)
Trout - 20 2048 100 1600 2048
- 10 40 1024 1000 4600 2048
20 20 4096 500 8000 4096
Chicken 20 70 2048 500 8600 4096
5 8600
10 6500
Carrot T 100 4096 500 SO00 4096
20 6800

I'The CPMG was recorded with 256 echoes obtained every 175 ps. Only one data point per echo was recorded
and calculated by the mean value of the 8 data point intensity around the echo

3.3 Data processing

Several DQ NMR data were acquired with different creation times. The DQ peak intensity of
each spectrum was extracted and then fitted by the following bi-exponential expression

AB%xp (—T/T39) — APCexp (— T/T59). (1)

where TQ 2 and TQ 9 are the slow and fast DQ relaxation times, respectively, and A29 and AP?
their corresponding amplitudes. AR¢ and AP fractions were predicted to be equal. Then, the

SQ CPMG echoes were analyzed using a similar approach but with the following bi-exponential
model

A%exp (— U/T5%) + Ai%exp (—/T5%). @)

where T5% and T3% are the slow and fast SQ relaxation times and A3? and A3? their
corresponding amplitudes.

4. Results and discussion
4.1. Characterization of different food
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At first, we studied different food samples (pasta, chicken and carrot) cooked in a salted water
(20g/L) alongside salted trout. For the different food matrices, the SQ ?*Na FID provided only
one-peak as illustrated for the trout 2*Na SQ spectrum (Figure. 2A). This eliminated the
possibility of having 2*Na pools of type a or b because of the absence of lateral and symmetric
peaks around the central bulk one. However, multiple pools of type d could be confused with a
pool of type ¢. Considering that only type ¢ carries DQ coherences because of significant
dynamic quadrupolar effects, a DQF experiment allowed ascertaining the presence or not of
type c¢ interactions. Figure 2B shows the evolution of the experimental DQF data with the
creation time as well as the fitting and residual curves on the trout. The resulting relaxation
times and amplitude fractions are summarized in Table 3. All samples led to a DQ NMR
spectrum giving a first evidence of the presence of type ¢ sodium. Then, an equal fraction
between both fast and slow populations was found for the different matrices in agreement with
what was expected from the theory. This demonstrated that sodium quadrupolar interactions of
type ¢ were clearly detectable in the different salted food matrices.

Q
(o)

Normalized DQ peak intensity

50 100 -0.2 -

0
d (ppm) Creation time t (ms)
FIGURE 2 Trout (a) SQ 2*Na spectrum and (b) DQ-filtered 2’Na peak evolution in function of
the creation time. Data were fitted according to equation 1 (red curve) and the residuals were
plotted in orange.

TABLE 3 Fast and slow T relaxation times and population fractions resulting from the fitting
of the 2*Na DQF spectra. Results for the salted trout and for the pasta, chicken and carrot cooked
in water with a salt concentration of 20g/L.

_. T, (ms) Population
Hoqd Mageix Fast Slow Fast Slow
Trout 0.9+0.1 11.5+0.9 0.50+0.03 0.50 +0.03
Pasta 0.8 +0.1 6.1 £04 0.50+0.03 0.50 +0.03
Chicken 14402 14.1+1.2 0.50 +£0.04 0.50 £0.04
Carrot 0.6 +0.1 22.8+2.5 0.50 +£0.06 0.50 +0.03

wne§- UK
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Figure 3 represents the SQ CPMG bi-exponential fitting for the trout. It shows that this model
matches the signal decay. Furthermore, the residuals were carefully visually checked to validate
the fit quality. For all the samples, no significant deviations of the residuals was detected. When
only a type c is present and by using such model, the amplitude of fast and slow components
should be 3/5 and 2/5, respectively. Obtaining different amplitude values would highlight the
presence of type d sodium. The fitting results for the different food matrices are summarized in
Table 4 and Figure 4. For the salted trout, the relative fractions were found as 3/5 and 2/5 with
transversal relaxation times of 2.7 ms and 22.4 ms for the fast and slow components,
respectively. Combining these SQ results with the DQ ones, we concluded that the whole
sodium population in the salted trout was of type ¢. The amplitudes estimated for the salted
chicken were close to the predicted ones suggesting that almost all the sodium experienced
quadrupolar interactions. Regarding the pasta and carrot, the measured population fractions
between fast and slow components were far from the expected values of only type ¢. The
significant differences from the theoretical values demonstrated the presence of free sodium of
type d for both salted pasta and carrot samples.

Because of the strong evidence of having two different pools of sodium of type ¢ and d in the
latter food samples, such system should ideally be fitted with a three-exponential model: two
components belonging to the type ¢ sodium and one for the type d. The sodium T, relaxation
time in water was measured to 53 ms at a concentration of 20 g/l. To be able to resolve this
model with such narrow relaxation range, it is critical to have high-SNR data, i.e. higher than
1000 for 3 exponentials [27]. Unfortunately, our experimental conditions were far to reach a
sufficient SNR (see Table 4), which appears challenging considering the sodium sensitivity.

S
o

©
o

o
o

o
~

o
N

Normalized signal intensity

0.0 oommmeepommemesegre oot A —

0 1IO 20 30 410 50 60 7.0 80 90

Time (ms)
FIGURE 3 Trout 2*Na SQ CPMG echoes (black dots) and fitted curve (red line) according to
equation 2. The orange line represents the residuals.

TABLE 4 Fast and slow T, relaxation times and population fractions resulting from the fitting
of the SQ CPMG 2’Na data. The SNR is also reported for all samples. Results for the salted
trout and for the pasta, chicken and carrot cooked in water with a salt concentration of 20g/L
are presented.

Food Matrix | T, (ms) | Population | SNR
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Fast Slow Fast Slow
Trout 2.7+0.1 224403 0.61 £0.01 0.39 +0.01 34.09
Pasta 2.7+0.1 30.7+1.9 0.80 +0.02 0.21 £0.01 6.06
Chicken 3.1+0.2 21915 0.67 £0.03 0.34 +0.03 3.72
Carrot 44 +0.8 252422 0.46 £0.05 0.54 +0.05 2.90

- ast
i Slow

SQ - Population Fraction

Pasta Chicken Salmon  Carrot
Salted Food Matrices
FIGURE 4 Fast and Slow population fraction extracted from the SQ CPMG fitting curve for
the smoked salmon and for the pasta, chicken and carrot cooked in water with a salt
concentration of 20g/L. The lines represented the theoretical fractions.

4.2. Effect of the salt concentration on the sodium interactions

To strengthen our analysis, we studied the pasta and carrot samples for different salt
concentrations as a variation of the quantity of type ¢ and type d is expected. The SQ and DQ
results are summarized in Table 5. DQ fitting was not performed for the carrot cooked in 5 g/L
salted water because a signal was detectable but too low for being fitted. DQ experiments
showed equal fractions for both fast and slow populations for all samples as expected. This
confirmed the presence of the sodium of type ¢ for the different salt concentrations.

Figure S shows the amplitude for each of the two relaxation components for each food and salt
concentration. For the pasta samples, the fast population fraction increased with the increase of
the salt concentration. An interpretation would be that a pool of free sodium (type d) was
detected with an increase of its fraction with the cooking water salt concentration. Its relaxation
time was probably relatively short as it mostly induced an increase of the fast relaxing SQ
fraction. For the carrot samples, it was the slow population fraction that rose with the
enhancement of the salt concentration from 5 to 15 g/L, indicating a larger pool of free sodium
at every salt level. For the most salted carrot sample, the results were comparable to those
obtained at 10 g/L.

TABLE 5 DQ and SQ 2*Na relaxation results for the pasta and carrot samples cooked in water
with different salt concentrations.
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DQ SQ
I\E:tor(iix [(271131 T, (ms) Population T, (ms) Population
Fast Slow Fast Slow Fast Slow Fast Slow
10 0.8 6.9 0.51 0.50 3.0 274 0.70 0.30
Pasta +0.2 +1.2 +0.08 +0.08 +0.2 +1.5 +0.02 +0.02
20 0.8 6.1 0.50 0.50 27 30.7 0.80 0.21
+0.1 +04 +0.03 +0.03 +0.1 +19 +0.02 +0.01
5 i i i ) 4.9 253 0.51 0.49
+1.0 +3.3 +0.07 +0.08
10 04 25.6 0.51 0.49 34 219 0.46 0.54
Caiitst +0.1 +3.7 +0.08 +0.03 +0.5 +14 +0.04 +0.04
15 0.8 28.5 0.50 0.50 3.8 234 0.39 0.61
+0.2 +3.1 +0.05 +0.03 +0.6 +1.2 +0.03 +0.04
20 0.6 22.8 0.50 0.50 44 25.2 0.46 0.54
+0.1 +2.5 +0.06 +0.03 +0.8 +22 +0.05 +0.05
1.0
09 | mm Fast

SQ - Population Fraction

0.0

10 g.L"

Pasta

20 g'L_1§5 g.L:?

10 g.L"

15g.L"

Carrot

Salted Food Matrices
FIGURE 5 Effect of the salt concentration on the SQ fast and slow fraction values for both the
pasta and carrot. The lines were drawn at the theoretical fraction values.

20 g.L

Although the DQ study demonstrated the presence of sodium quadrupolar interactions of type
¢ for the different salted matrices; the relaxation times, their relative amplitude fractions, and
their evolution with the salt concentrations were diverse. Additionally, the salt concentration
gradients in the same food matrix, leading to different relaxation times, cannot be ignored. This
can be studied through imaging techniques. However, it is difficult to obtain the same accuracy
as the analysis presented in this work because it is almost impossible to obtain readily a narrow

echo time sampling.

5. Conclusions
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This work was a proof of concept that different sodium pools may coexist in food matrices.
Indeed, the sodium interactions in food is complex with a combination of type ¢ and type d
sodium. The characterization of the sodium type is critical to quantify it and to understand the
relationship with the salted taste. These preliminary results deserve further investigation by
repeating the experiments to consider the inter-matrix variability. A larger range of salt
concentrations may help to study the evolution of the sodium pools behaviour with the food.
Other types of food can be examined to investigate the dependence of the quadrupolar
interactions with various matrices. For proper salt quantification, it is critical to have an
excellent knowledge of the different sodium pools.
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Chapitre IV — Interactions Sel/Matrice dans les Produits Alimentaires

3. DISCUSSION

Nous avons démontré qu’en fonction de 1’aliment plusieurs compartiments de sel pouvaient coexister
se différentiant ainsi de ce qui est décrit dans la littérature du vivant. Ce travail préliminaire s’est focalisé
sur quelques aliments contrastés qui seront a 1I’avenir étudiés par analyse sensorielle. Des études plus
approfondies sont nécessaires en RMN. La multiplication des aliments et des conditions expérimentales
comme la concentration en sel ou le processus (aliment entier vs purée par exemple) sont indispensables
pour pouvoir mieux comprendre/prédire la présence des différents compartiments de sel. De plus, il est
nécessaire d’étudier la répétabilité des mesures (méme échantillon) ainsi que leurs reproductibilités
(méme produit mais préparation a différents temps, par différents opérateurs). Tandis qu’il est facile de
mettre en évidence la présence d’interactions quadripolaires en utilisant des filtres multi-quanta, la
population de sodium ne présentant pas ces interactions n’est mise en évidence que de maniére indirecte
a partir de I’analyse de la décroissance CPMG. Idéalement, un modéle a (au moins) trois exponentielles
devrait alors étre ajusté : deux exponentielles pour la population interagissant avec 1’aliment et une pour
la population « libre ». Cependant, le SNR de la décroissance CPMG est trop faible pour ajuster un tel
modele d’ou I’utilisation du modele bi-exponentiel suivi d’une analyse basée sur le rapport des
populations. La mise en ceuvre d’une méthode permettant de filtrer le sodium ne présentant pas
d’interactions quadripolaires serait idéale. A notre connaissance, une telle séquence n’existe pas. Cette
caractérisation en spectroscopie RMN est indispensable mais ne prend pas en compte les possibles
hétérogénéités qui peuvent exister localement dans I’aliment tant dans la compartimentation du sel que
dans la quantité. Pour obtenir une information locale dans le produit, il est indispensable d’aller vers de

I’IRM.

L’imagerie IDEAL spiral développée dans le chapitre précédent aurait pu étre une méthode de choix
pour imager les interactions quadripolaires du sodium avec I’aliment. En effet, le spectre du sodium
dans les aliments ne contient que peu de fréquences. La présence de sodium de type a ou b produisant
des pics satellites, les images reconstruites aux fréquences de ces signaux correspondraient
spécifiquement aux signaux DQ. Pour aucun des aliments étudiés, du sodium de type a ou b n’a été
observé. Il est probable que ceci soit le cas pour la plupart des aliments car leur matrice n’est pas
suffisamment structurée. Toutefois, tout le travail réalisé sur la conception de la trajectoire spirale avec
des noyaux X (voir chapitre 11 — 3. Imagerie du ®Na) est utile pour I’imagerie du 2Na pour une analyse
de relaxation simple quanta (équivalente & celle réalisée en spectroscopie dans le manuscrit). Une autre
solution pour localiser les populations de type c est de réaliser une séquence d’imagerie contenant un

filtre multi-quanta. De telles expériences peuvent théoriquement étre réalisées [193] mais se heurtent a
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un SNR faible. Cependant, cette expérience ne permettra pas de conclure quant a la présence ou non

d’une fraction n’étant pas liée a 1’aliment.

Pour pouvoir quantifier le sel en imagerie, a cause des temps de relaxation trés courts de ce noyau, il est
indispensable d’enregistrer le signal a partir d’un TE suffisamment court par rapport au T, et avec une
résolution temporelle suffisante pour pouvoir ajuster le modéle de décroissance et ainsi estimer le signal
a TE nul. Un des moyens est d’enregistrer une expérience CSI et d’exploiter la FID en chaque voxel.
Cette approche donne de bons résultats comme démontré dans le papier auquel j’ai participé et présenté
en annexe. Cette approche repose sur la validité du modéle. Dans cet article, comme dans la plupart des
articles de quantification en imagerie, le modéle considéré est un type ¢ unique. Or, les résultats de
spectroscopie ont démontré que cela n’était pas forcément le cas. Cela peut expliquer I’invisibilité
persistante du sodium dans les études portant sur les aliments. Une solution est d’aller vers de I’imagerie

a TE nul pour voir I’ensemble des populations.

Ces caractérisations de I’état de liaison du sel avec 1’aliment sont aussi indispensables pour mieux
comprendre et prédire le ressenti de la sensation salée par le consommateur. La consommation de sel
dans nos sociétés étant trop élevée, la problématique est d’arriver a diminuer la quantité de sel dans les
aliments ingérés tout en préservant les propriétés organoleptiques auxquelles le consommateur est
habitué. Partant du principe que la sensation salée dépend de la concentration, de la répartition et de
1’¢état de liaison du sodium, les analyses RMN capables de mesurer simultanément ces trois dimensions
dans les aliments réels sont donc des méthodes de choix pour aider a la conception d’aliments a la fois

moins salés et appréciés.
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Conclusion générale

Le travail présenté dans ce manuscrit a été consacré tout d’abord a la mise en place d’une méthode
d’imagerie spectroscopique rapide dans le but d’étudier le métabolisme in vivo a I’aide de molécules
marquées en *C et hyperpolarisées. Sans travail expérimental sur des molécules hyperpolarisées, ce
travail méthodologique a été difficile a valoriser. Pourtant, mettre en place de telles approches n’est pas
trivial et a occupé une part importante du temps consacré a cette thése. De plus, ce travail a permis de
renforcer plusieurs collaborations. La reconstruction des cartes métabolites ainsi que la correction des
erreurs de phases ont été menés avec Héléne Ratiney (Université de Lyon, INSA-Lyon, CNRS,
CREATIS). Ce dernier travail a été valorisé sous forme d’article dans Journal of Magnetic Resonance
et présenté dans plusieurs congrés. Une collaboration avait également été initiée avec Sami Jannin
(Université de Lyon, Centre de RMN a Tres Hauts Champs de Lyon, CNRS) pour mener a bien des
développements sur I’hyperpolariseur et notamment la mise en place de la polarisation croisée.
L’équipement étant toujours dysfonctionnel, notre collaboration s’est tournée sur I’imagerie in vivo a
I’aide de molécules hyperpolarisées a Lyon puis transportées a Theix ou elles seront injectées. Ce front
de science est une révolution dans le domaine de I’imagerie utilisant des produits hyperpolarisés. En
effet, un seul site central pourrait hyperpolariser les molécules puis les distribuer aux différents
utilisateurs pour I’imagerie préclinique et clinique. Cette perspective est a I’image de ce qui existe
aujourd’hui en imagerie nucléaire de type TEP, présente dans beaucoup d’hopitaux pour I’imagerie chez
I’homme mais pour laquelle la production du radiotraceur n’est effectuée que dans quelques cyclotrons.
Gréace a ces collaborations, un consortium regroupant trois expertises complémentaires a été formé :
I’hyperpolarisation des molécules et leur transport par I’équipe de Sami Jannin, 1’expérimentation

préclinique a AgroResonance et le traitement des données avec Héléne Ratiney.

La seconde partie de mon travail a consisté a caractériser les états de liaison du sodium dans les matrices
alimentaires salées. La coexistence de plusieurs états de liaison a été démontrée dans la plupart des
produits étudiés, ce qui est un résultat princeps dont les conséquences sont de plusieurs ordres. Cette
compartimentation complexifie d’abord la quantification du sodium par IRM et plus particulierement
les approches fondées sur un modéle pour s’affranchir de ’invisibilité par relaxation T,. Connaitre
localement les proportions de chacun des compartiments nécessite des recherches futures. Par ailleurs,
I’existence de plusieurs types de sel, plus ou moins liés a la matrice, est une piste intéressante pour

comprendre et optimiser I’intensité de la perception du goit salé dans les aliments.

L’augmentation de I’intensité des champs magnétiques dans les imageurs cliniques (2 7 T aujourd’hui)
rencontre aujourd’hui un réel engouement. Il s’explique bien slir par ’augmentation de la sensibilité qui
autorise notamment 1’imagerie des noyaux X et notamment du sodium. Il n’est alors pas a exclure que
la compartimentation du sodium, mis en évidence dans les aliments & des concentrations pas si

différentes, puisse étre observée aussi dans certains tissus in vivo.



Conclusion générale

Si, pour des raisons extérieures, il n’a pas été possible de mener des expériences en hyperpolarisation
par dissolution, mon travail ouvre des perspectives pour les mémes applications mais avec d’autres
approches d’hyperpolarisation. J’ai di évidemment m’adapter et cibler un autre noyau X pour des
applications en agroalimentaire et a moyen terme en imagerie in vivo. Au cours de cette thése, j’ai acquis
des compétences pluridisciplinaires en biologie et science des aliments, en RMN au sens large et en
traitement de signal pour analyser les données obtenues. En effet, j’ai a la fois développé des méthodes
d’acquisition originales et les traitements des données en imagerie et en spectroscopie. Outre que les
compétences acquises me seront utiles a titre personnel, mes recherches possedent un caractere
générique qui permettent d’entrevoir un large spectre d’applications en sciences des aliments, en

physiologie et en médecine.
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Quantitative sodium MRI in foods: addressing sensitivity issues using single quantum chemical
shift imaging at high field

Sylvie Clerjon, Nour El Sabbagh, Guilhem Pages, Amidou Traore, Jean-Marie Bonny

Abstract

According to various health organizations, the global consumption of salt is higher than recommended
and needs to be reduced. Ideally, this would be achieved without losing the taste of the salt itself. In
order to accomplish this goal, both at the industrial and domestic level, we need to understand the
mechanisms that govern the final distribution of salt in food. The in-silico solutions in use today greatly
over-simplify the real food structure. Measuring the quantity of sodium at the local level is key to
understanding sodium distribution. Sodium MRI, a non-destructive approach, is the ideal choice for
salt mapping along transformational process. However, the low sensitivity of the sodium nucleus and
its short relaxation times make this imaging difficult. In this paper, we show how sodium MRI can be
used to highlight salt heterogeneities in food products, provided that the temporal decay is modelled,
thus correcting for differences in relaxation speeds. We then propose an abacus which shows the
relationship between the signal to noise ratio of the sodium MRI, the salt concentration, the BO field
and the spatial and temporal resolutions. This abacus simplifies making the right choices when
implementing sodium MRI.

Keywords

23Na; sodium MRI; food; quantitative MRI; relaxation time; quadripolar interactions; dry cured ham;
cooked carrot

Introduction

Although the role that salt plays in food conservation (Sofos 1984) and as a flavoring agent (Leshem
2009, Liem, Miremadi et al. 2011) cannot be underestimated, public health organizations recommend
reducing it’s consumption (World Health Organization 2013). Currently, in western countries, the
elevated sodium intake strongly increases the risks for certain diseases, mostly those associated with
an increase in blood pressure (Sacks, Svetkey et al. 2001, Dickinson, Mason et al. 2006). Excessive
consumption of salt is also associated with gastric cancer (Correa 1992, Yang, Chen et al. 2011). Finally,
the excessive consumption of salt is suspected in elevating the risk of osteoporosis (Devine, Criddle et
al. 1995), kidney stones (Cappuccio, Kalaitzidis et al. 2000), cataracts (Tavani, Negri et al. 1996) and
type Il diabetes (Hu, Jousilahti et al. 2005). There exist two principal levers to diminish consumption:
reducing the quantities used during industrial food production, as well as modifying domestic culinary
practice. In order to take advantage of these two levers, it is necessary to precisely know the exact
distribution of salt throughout every step of the industrial and domestic food preparation process.
Understanding this distribution is necessary, both for sanitary reasons as well as for organoleptic
function. The reduction of salt in food must be achieved without diminishing it’s perception, as its
taste is an essential organoleptic property of food. To this end, it is well known (Emorine, Septier et
al. 2013, Syarifuddin, Septier et al. 2016) that the distribution of salt plays a crucial role in it’s
perception. Being able to determine it's location in 3 dimensions becomes indispensable when
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addressing the question of reducing salt in food. To achieve this, there exist two approaches:
mathematical models and experimental measurement. Mathematical models often rely on significant
oversimplification of the structure of the food product, leading to an incomplete analysis. However,
there do exist some thorough, in-depth models such as a whole dried ham with bone (Harkouss,
Chevarin et al. 2018). When a mathematical model does not exist, local measurements are used at
specific moments during salt distribution. Magnetic Resonance Imaging (MRI) of sodium is a non
destructive tool which allows local, 3D measurement of the concentration of sodium nucleiin an intact
article of food. MRI is therefore the tool of choice when mapping the salt content of food throughout
every stage of its production. It provides an alternative to destructive, time-consuming and spatially
unresolved analysis methods such as ion chromatography (Sherman, Danielson et al. 1988, Mirade,
Portanguen et al. 2020).

Although the applications of proton MRI in food science are numerous, MRl is not as common. This is
principally because of the difficulties associated with the low relative sensitivity of sodium compared
to the proton (0.0925) and the quadrupolar electric moment of the sodium nucleus. The relaxation of
sodium is very sensitive to internal electric fields, which can cause both short and multiple T2 (Rooney
and Springer 1991, Madelin, Lee et al. 2014). Despite the low sensitivity of the nucleus, spatial
resolution should be able to assess the spatial variations of the quantity of salt in relation to the
structure of the product (for example, the salt gradient of ham during salting is affected by the
presence of fat tissue). Temporal resolution should be sufficient to track the distribution of salt during
every stage of a given food process. Unfortunately, the low sensitivity of the 23Na nucleus will of
course limit the signal to noise ratio, and is also the reason why spatial and temporal resolutions
degrade in relation to 1H.

Some researchers have already obtained results by applying sodium MRI to food products. Ishida et
al. tracked salt diffusion for six days during the pickling of a cucumber in soybean paste (Ishida,
Kobayashi et al. 1991). These images were captured at 6.3T with a voxel volume of 0.8x0.8x8 mm?3 and
a very elevated salt content (1M). After their experiment, the authors concluded that it was necessary
to develop short TE sequences in order to access the entirety of the Na+ ions, especially the most
bounded ones, and to use more powerful antennas. The Norwegian team at SINTEF used sodium MRI
to extensively investigate the optimization of the salting of fish, in particular studying the effect of the
raw material on salt diffusion (Erikson, Veliyulin et al. 2004, Aursand, Veliyulin et al. 2009, Aursand,
Erikson et al. 2010). In these three papers, the authors obtained images of the sodium in a fish filet
from about 171mM with field dependent voxel volumes. The images were 1.25x1.25x30 mm? and
1x1x15 mm?3 at 2.35T and 1x1x10 mm?3 at 7 T. In these studies, the sodium MRI was combined with a
low-field T2 relaxation analysis. This combination demonstrated that the mobility of certain water
populations in muscle tissue increases with salting due to the alteration of interactions between water
molecules and macromolecules. Intense fields of 7T were used (Aursand, Erikson et al. 2010) in order
to counteract the low sensitivity of sodium and to reduce the voxel volume to 1x1x10 mm?3. In this
paper, classical imaging techniques were used and the low sensitivity necessitated certain
adaptations. According to Bertram 2005, when acquiring images at 2T in a full body scan, the larger
voxel volume of 1.9x1.9x40 mm?3, induced blurring when mapping the sodium, due to the larger
thickness of the slice. All of these examples of sodium MRI applied to food products demonstrate that
the voxel value may be reduced when the BO field is increased. Currently this optimization is
performed in a heuristic manner, on a case by case basis, as no mathematical models exist which allow
us to estimate the signal to noise ratio as it pertains to voxel value, BO field and salt concentration.

In MRI, images are obtained at a specific time (called echo time, TE), which is often non negligible
when compared to the T2 relaxation time of sodium. Consequently, if the images are not corrected
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for the relaxation time, they underestimate the quantity of sodium (Renou, Benderbous et al. 1994,
Vestergaard, Risum et al. 2005). Veliyulin et al. (Veliyulin and Aursand 2007) are particularly involved
in studying the question of the invisibility of the most bonded sodium, which has the fastest relaxation,
in the muscle tissue of salted fish (cod and salmon). In Veliyulin study, the signal loss is corrected by
assuming a mono-exponential decay of the signal. Despite this correction, invisible sodium content is
non negligible and depends on the salt concentration. Indeed, 89% of sodium is visible for the lightly
salted cod, and only 22% for the heavily salted salmon. One solution to improve the visibility of the
sodium nucleus while reducing the confusing effects of T2 relaxation is to use short TE sequences,
such as Single Point Imaging (SPI) or SPRITE (Veliyulin, Aursand et al. 2009, Veliyulin, Egelandsdal et al.
2009). Recently, quicker alternative short TE sequences have been introduced (Nielles-Vallespin,
Weber et al. 2007) (Utzschneider, Muller et al. 2021). The principle is to traverse the Fourier plane
during relaxation, since spatial resolution (i.e. the point spread function (PSF)) depends on the
relaxation and strongly degrades as the T2* diminishes.

In this paper, quantitative sodium nucleus maps obtained at 4.7T and 9.4T were reconstructed on two
food products, whose salt concentrations covered a wide range. The two products used were a carrot
cooked in slightly salted water which presented a final salt content in the order of 100 mM, as well as
a dry Norwegian ham with a salt content of about 800 mM. Instead of using short TE approaches, a
spectroscopic method was used which allows for the acquisition of a very well resolved free induction
decay (FID) in the temporal dimension without the interdependence of spatial resolution and
relaxation. Although these techniques are not generally used due to their lack of speed, they are well
suited to our context, where the distribution of salt is stable during image set acquisition time (approx.
2 hours). To correct for the visible sodium, an AMARES model was adjusted for temporal signals
(Vanhamme, van den Boogaart et al. 1997). Based on the map obtained, a mathematical model was
developed that allowed to link the signal-to-noise ratio to the voxel volume, the salt concentration
and the BO field.

Materials & Methods
Samples

The first sample was a peeled carrot cultivar (Daucus carota subsp. Sativus, local purchase) length 8
cm, diameter 2 cm (weight=24g) cooked for 25 minutes in boiling salted water ([NaCl]=171mM). The
carrot was surrounded by three reference tubes containing respectively 85, 171 and 342 mM of NaCl
in gelatin from porcine skin (5% in weight, gel strength 300, Type A, Sigma).

The second sample was a 3 kg entire Norwegian dry cured ham (length 33 cm, width 12 cm, height 8
cm). The ham was surrounded by four reference tubes divided in two groups containing respectively
0.513 and 1.71 M of NaCl in gelatin from porcine skin (5% in weight, gel strength 300, Type A, Sigma).

Three other reference tubes were used for the abacus construction at 9.4 T. One tube consisted of
150mM of NaCl and 1mM CuSO4 in gelatin from porcine skin (5% in weight, gel strength 300, Type A,
Sigma), one tube consisted in 150mM of NaCl and 1mM CuSO4 in agar gel (1.5 % w/w, Noble Agar,
Sigma-Aldrich) and the last tube consisted of 75mM of NaCl and 0.5mM CuSO4 in agar gel (1.5 % w/w,
Noble Agar, Sigma-Aldrich).

MRI

Carrot investigations were performed on a 9.4 T Bruker Ascend 400WB instrument (Bruker, Ettlingen,
Germany) equipped with a microimaging accessory and using a 32 mm diameter linear 1H/23Na
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birdcage radiofrequency Bruker coil used for both excitation and signal reception at 106 MHz for
sodium.

For the entire ham, investigations were performed on a horizontal Biospec 4.7 T MRI system (Bruker
GmbH, Ettlingen, Germany), with a 26 cm diameter bore equipped with a BGA-26 gradient system and
a Doty (DOTY Scientific Inc., Columbia, USA) quadrature-polarized coil (1H/23Na) for both emission
and signal reception at 53 MHz for sodium (Doty, Doty et al. 2018).

The MRI method is based on the chemical shift imaging (CSI) approach introduced by Brown et al.
(Brown, Kincaid et al. 1982). It is based on a Cartesian path of the 2D Fourier plane using gradient
pulses in the x and y directions (i.e. phase encoding steps) and a selective excitation of a thick slice in
the z direction. Shinnar-Le Roux (SLR) type selective pulses are calibrated at 90°. For a given slice, the
information is multidimensional, since an FID signal is obtained in each voxel. The temporal sampling
of this decay is obtained from the echo time (TE) with an elevated resolution (see Table 1).

BO (T) Object In plane vox. size Slice thickness Temporal resol. TE/TR Total
(mm) (mm) (ms) (ms/ms) duration
9.4 Carrot and 0.5*%0.5 8 12 0.95/500 1h30
tubes
4.7 Ham and 2%2 8 5 5.4/200 2h15
tubes

Table 1: CSl sequence details for 9.4 and 4.7 T sodium MRI acquisitions.
Post-processing

In each voxel, the FID signal was adjusted with the AMARES approach (Vanhamme, van den Boogaart
et al. 1997). The principle was to fit the time-domain FID signal in each voxel with an exponentially
dampened sinusoid (i.e. Lorentzian lines after Fourier transform). This fitting provided 4 parameter
estimates of amplitude a, damping d = 1/T, ", frequency offset and phase shift. This adjustment was
performed in several steps. First, parameter guesses were obtained separately, then all the
parameters were estimated in the least-squares sense based on the complex time-domain data. The
quality of this adjustment is shown in the supplementary data. The main benefit of this approach is
the ability to control the quality of the mono-exponential relaxation model on a lot of points in order
to obtain an amplitude which has been corrected for the effects of relaxation as well as for
inhomogeneities in the BO field. To highlight the effect of AMARES correction, amplitude maps were
compared to the raw images. Raw images are obtained from the CSl acquisitions by averaging the first
points of the FID; for the carrot, the first twenty points out of 2048 were averaged, for the ham, the
first 80 points out of 8192 were averaged.

The final stage consists of converting the amplitude map obtained by AMARES into a volumetric
concentration map. To this end, the average AMARES amplitude a; in each reference tube was
measured. A linear model a; = k[concentration]; was adjusted in order to link these amplitudes with
previously known reference tubes volumetric concentrations. The final concentration map was
generated by dividing the amplitude map by the obtained k coefficient. The same conversion steps
were performed on the raw image.

The SNR of the AMARES amplitude a map was also mapped. This parameter indicated the achieved
amplitude in relation to the propagated noise levels in the map acquired by AMARES. It is based on
the Cramér-Rao lower bound for a single peak (Cavassila, Deval et al. 2000) which provides an
algebraic expression of the minimal standard deviation (SD) of the estimated amplitude
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CRB, = 2,/ — dtso

where t; is the temporal resolution given in the tab. 1 and o is the SD of noise affecting the FIDs. o is
obtained by calculating the SD of the terminal part of the complex FID, as this is the only part where
noise is expressed. In each voxel the SNR is obtained as follows

SNR = a/CRB,

The mean SNR was measured in each reference tube. Then, each SNR measurement is normalized by
(x/N x voxel volume), N being the accumulation factor during acquisition. These measurements
were represented as a function of the known salt concentration.

Results and discussion

We applied the multidimensional MRl method on our carrot and ham samples. For both samples, we
compare here the raw images, and the amplitude maps resulting from the AMARES fitting. Figure la
presents sodium MRIs obtained at 9.4 T in a carrot cooked for 25 minutes in boiling salted water
(INaCl]=171mM). The carrot is surrounded by three reference tubes containing respectively 85, 171
and 342 mM of NaCl in gelatin. The left image is the raw MRI and the right image is the AMARES
amplitude map. The first positive effect of such processing is the correction of different relaxation
behavior in the reference tubes. Indeed, in figure 1b, the relation between the FID mean signal (raw
image, left) and the AMARES amplitude (right) and the salt content is compared. At 9.4 T, for our range
of reference tubes, the linear model fits better with the AMARES amplitude than with the FID mean
signal.

The results obtained in the carrot sample show an inhomogeneous distribution of salt concentration.
The gradient in the carrot is consistent with the salting process, as the salt water permeates the carrot
during the cooking process from the exterior to the interior. The concentration around the periphery
(approx. 120mM) is logically inferior to that of the salt water (171mM). We also observed that the
AMARES correction significantly highlighted the spatial differences of the concentrations, which is
explained by the effect of the salt concentration on the relaxation. Indeed, an increase in sodium leads
to faster relaxation (Veliyulin and Aursand 2007). On the non-corrected images, a signal increase due
to higher nucleus density is compensated by a decay due to relaxation, and vice versa. These results
demonstrate that the relaxation of the visible signal should not be ignored.

The same quantitative MRI protocol was applied to the second sample, a Norwegian dry cured ham
at 4.7T. Figure 2a presents raw (left) and corrected (right) sodium MRI of the whole ham surrounded
by four reference tubes (2 x 513mM and 2 x 171mM). It should be noted that the correction does not
improve sodium calibration (fig.2b). In other words, the relaxation behaves here identically in the four
reference tubes. However, AMARES correction significantly changed the measured salt content in the
whole ham from 172 to 206mM. Just as before, this result demonstrates that relaxation cannot be
ignored when the imaging method leads to TE of the order of magnitude of the T2* of the food (about
8ms in our ham).

Figure 2c also presents a comparison between salt content in the fat covered muscle and in the
uncovered muscle (see position on fig.2a), for the raw and for the corrected sodium MRI. The AMARES
correction enables to significantly differentiate the salt content in these two parts.
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Figure 1: effect of AMARES correction on the sodium MRI of the carrot sample. a. raw (left) and
corrected (right) sodium MRI, b. linear relationship between the NMR signal and the salt content in
the reference tubes, before (left) and after (right) correction, c. salt content profile in the carrot
before and after correction.

These two application examples show the importance of correcting for relaxation differences in order
to achieve a realistic quantitative sodium MRI. They reveal salt variations that are almost insignificant
at times (a few tens of mM), but which are essential when it comes to optimizing a process for
calculating the exact amount of needed salt. In our application, we significantly differentiate a sodium
concentration of 171+30 mM in the covered muscle between a sodium concentration of 21330 mM
in the uncovered muscle. In addition to distribution, the mobility of the sodium ions plays a major role
in the perception of the salt’s taste. The amount of the least bonded sodium, with a mono exponential
relaxation, as observed in solution, correlates both with sodium release in saliva and salt perception
(Boisard, Andriot et al. 2014, Mosca, Andriot et al. 2015). The CSI method used here also has the
benefit of being able to measure the local T2*, which gives a general idea of the mobility of the sodium
nucleus.
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47 Figure 2: effect of AMARES correction on the sodium MRI of the ham sample. a. raw (left) and
corrected (right) sodium MRI, b. linear relationship between the NMR signal and the salt content in
the reference tubes, before (left) and after (right) correction, c. salt content measurement in the

51 covered muscle, uncovered muscle and in the whole ham, with and without correction.

53 Apart from the relaxation differences and BO heterogeneities discussed here, other biases exist when
54 it comes to quantifying sodium, such as the heterogeneities of the RF b1+ field in the sample. These
55 heterogeneities are all the greater when the BO field is high (and then wavelengths are short). It is
possible to quantify and correct the b1+ field (Bouhrara and Bonny 2012) (Pohmann and Scheffler
2013). However, these approaches were mainly implemented in 1H. It remains to be verified that the
59 improvement in systematic error is not offset by an increase in uncertainty, as it is likely that the b1+
60 maps obtained in sodium are highly affected by noise propagation.
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In addition to correcting for relaxation effects, because of the low sensitivity of the sodium nucleus, it
is particularly important in sodium MRI to adjust the volume of the voxel to obtain sufficient SNR.
Rather than proceeding by heuristic optimization, an abacus is introduced here giving, at 4.7 and 9.4
T, the relationship between SNR and sodium concentration, after normalization of the volume of the
voxel (fig. 3).

10

9

SNR amplitude 90°/(racineN*voxel volume)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8
Sodium concentration (M)

Figure 3: Abacus giving the relationship between resolution, salt content and SNR, in sodium MRI, at
4.7and9.4T.

As expected, this relation is linear for both BO:
At9.4T SNR = 27.60 x /N x voxel.volume x [Na]

At47T SNR = 0.56 x \/N x voxel.volume x [Na]

The results show a considerable increase in sensitivity when increasing the BO from 4.7T to 9.4T.
Indeed, the sensitivity ratio is almost 60. This ratio can be explained by the nuclear polarization boost
due to the BO increase but also by the difference of experimental conditions. The filling factors were
different. At 9.4 T, the sample fully filled the 3 cm of the coil while at 4.7 T, the ham is only 12 cm (in
plan) for a 20 cm coil (internal diameter). The filling ratio effect seemed to be more influent here than
coil geometry factors and polarization (birdcage, linear polarization at 9.4T versus Litzcage, quadratic
polarization at 4.7T). However, other experimental factors could cause this sensibility difference. For
instance, pre-amplifier, and transmit/receive circuitry quality, as well as sound levels caused by the
sample and by the antenna which depend on the magnetic field (Giovannetti, Flori et al. 2021).

These results allow to extrapolate the experimental conditions necessary to image sodium in a given
salted sample. Consider a food product with a realistic salt content of 0.17M (almost 1g of NaCl for
100g of food product). Using a 9.4 T MRI device and a sample small enough to enter the coil, SNR=10
can be expected in a 1h16 total acquisition duration for an isotropic voxel volume at 1mm?. If a higher
spatial resolution in plane is needed, for instance 0.5*0.5 with a slice thickness at 1 mm, the total
duration becomes 4h50. At 4.7T, the same SNR conditions can be obtained in 1h30 with 2*¥2*4 mm?3
voxel geometry. The improvement to 1*1*4 mm?3 lengthens the total acquisition duration to 6h.
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In this experiment, priority was given to obtaining temporal information. This was done in order to
precisely adjust the relaxation and to optimize the spatial resolution, at the cost of an increase of the
initial TE (~1ms at 9.4T, 5.4 ms at 4.7T). Thus, correcting for relaxation becomes a key point, whose
efficiency relies on the quality of the modelling. Here the quality of the Lorentzian adjustment is
validated by verifying that the average deviation between the data and the model is explained by the
signal to noise ratio levels in the entire image. However, such a correction made on the observable
sodium component does not guarantee that a significant part of the sodium was not relaxed during
TE. This may be the case if the quadrupolar interactions are not null in the food products, which would
lead to a bi-exponential behavior of the T2 relaxation. This relaxation analysis is not discussed here as
it requires specific NMR spectroscopic approaches. For more detailed information, it is possible to
refer to the complementary work carried out by our group in (El Sabbagh, Bonny et al. 2021).

The value of short TE approaches for mapping sodium cannot be overlooked as they guarantee the
visibility of sodium in its entirety. It should be noted that the TE obtained is short, although never zero.
Radial, as well as spiral trajectories in place of cartesian k-space filling are well-known solutions but
they lead to interactions between relaxation and PSF whose consequences on quantification are
difficult to evaluate (Nielles-Vallespin, Weber et al. 2007) (Utzschneider, Muller et al. 2021). This
recent study goes further by using anisotropic radial filling, which takes advantage of the object shape,
here elongated tissue such as muscle.

The difference in sensitivity observed between 4.7T and 9.4T suggests that RF coil optimization plays
a key role. The relative size of the coil with respect to the sample size must be chosen to optimize the
filling ratio. Moreover, RF coils should be able to support a large field of-view (FOV) with high RF field
homogeneity in transmission and to achieve high SNR in reception (Giovannetti, Flori et al. 2021). Up
to date antennas take advantage of RF simulation tools for their conception and manufacturers
provide high quality devices, and adapt, when necessary, the coil geometry for particular needs. In
conclusion, it is clear that a BO enhancement, for a given FOV, is a direct solution to improve SNR. Even
if such high field MRI is not without its difficulties, such as RF and BO heterogeneities, many
publications highlight the advantages of ultra-high field sodium MRI, mainly at 7T (Maggiorelli,
Buonincontri et al. 2017, Ridley, Nagel et al. 2018). Magnet manufacturers and scientists are working
on both superconductivity improvements (Maeda and Yanagisawa 2014, Xu, Zhu et al. 2021) and
cryogen-free MRI solutions (Saniour, Authelet et al. 2020) to build the next generation of devices.
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