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Application de la résonance magnétique nucléaire
en radioprotection:
évolution des temps de relaxation T, et T,
aprés irradiation y totale (**Co) chez la souris

F. HUSSON, Y. PERLES et D. VINCENSINI*

(Manuscrit re¢u le 28 octobre 1987)

RESUME

L’irradiation totale de la souris au 8°Co entraine une importante diminution des
temps de relaxation longitudinale (T4) et transversale (T2) des protons de I'eau
tissulaire de la rate par comparaison avec les valeurs obtenues chez les ani-
maux témoins non irradiés.

L’expérimentation effectuée par ré magnétique nucléaire (RMN) pour
des doses comprises entre 0,5 Gy et 8 Gy montre que cette diminution est
précoce: elle intervient dés le premier jour suivant l'irradiation et persiste
jusqu’au cinquiéme jour. Le retour aux valeurs normales apparait vers le quin-
ziéme jour.

L’étude des variations relatives des temps de relaxation fait ressortir une rela-
tion linéaire effet-dose qui peut étre déterminée in vivo, dans les imageurs
RMN, pour évaluer la dose regue lors d'irradiations accidentelles ou a visée
thérapeutique. Les variations observées au niveau des autres organes étudiés
(poumon, rein, foie, cerveau) sont par contre trés faibles et peu significatives.

ABSTRACT

60Co irradiation of mice induces a strong diminution of spin-lattice (T1) and
spin-spin (T2) relaxation times of tissular water proton of the spleen, with res-
pect to non-irradied control animals.

Experimental data obtained with nuclear magentic resonance technic (NMR), for
doses in the range 0,5 Gy - 8 Gy, show an early decreasing of Ty and T3 values,
in the first day following the irradiation. These low values continue until the 5th
day. The return to normal values occurs about the 15th day.

Relative variations of relaxation time are proportionnal to the dose and can be
measured in vivo, with NMR-imaging apparatus, to determine the dose at the
time of accidental or therapeutic exposures. On the other hand, variations
observed at the level of the other organs studied (lung, kidney, liver, brain) are
very weak and are not significant.
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INTRODUCTION

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une méthode spectros-
copique basée sur l'interaction entre les moments magnétiques des noyaux
polarisés par un champ magnétique statique B, et une onde radiofré-
quence (rf). La résonance se manifeste par I'absorption de I'onde lorsque sa
fréquence v = (y/27)B, (y est le rapport gyromagnétique caractéristique du
noyau analysé). Ces phénoménes d’absorption sont étroitement dépendants
des processus de relaxation qui résultent des interactions entre le systeme
de spins et le réseau environnant. La polansatlon des spins nucléaires dans
le champ B, entraine Iﬁppantlon au sein de I'échantillon, d'une aimantation
induite Iongltudmaie paralléle a B

Relaxation longitudinale: Une impulsion d'onde rf appliquée sur le
systeme de spins fait basculer I'aimantation induite d'un angle « qui dépend
de la durée de limpulsion. Ainsi, une impulsion 18& inverse l'aimantation
induite, qui devient — M Le retour a I'équilibre (+ M,) s'effectue selon une
loi exponentielle de constante de temps T,, appelée temps de relaxation lon-
gitudinale ou spin-réseau.

Relaxation transversale: Une impulsion 90° amene I'aimantation induite
dans le plan perpendiculaire a B,: I'aimantation devient transversale. A I'arrét
de I'impulsion, elle tend a s’annuler du fait des interactions entre spins, avec
la constante de temps T,, appelée temps de relaxation transversale ou spin-
spin. Le retour a la valeur initiale de I'aimantation longitudinale se fait
comme précédemment suivant la constante de temps T,.

Les valeurs de T, et de T,, mesurables par les techniques de RMN, sont
caractéristiques de I'état physico-chimique, en particulier de la viscosité, du
milieu analysé. Les propriétés de la relaxation ont été mises a profit pour
'étude des diverses phases aqueuses [9] des systémes biologiques et,
notamment, pour apprécier le degré de rigidité des structures macromolé-
culaires, dont les variations au cours du cycle mitotique ont été étudiées par
BEALL [2]. De plus, les temps de relaxation sont a I'origine du contraste des
images obtenues par RMN (IRM).

Le développement récent de I''RM dans I'exploration biomédicale tient,
pour une large part, a la possibilité d'obtenir un contraste dans les images
souvent plus important que celui observé au moyen de la scanographie a
rayons X, surtout au sein des structures molles. Ainsi, 'intérét de I''RM peut
se situer dans I'établissement des protocoles thérapeutiques en radiothéra-
pie par la détermination du volume tumoral, de son extension, de sa profon-
deur par rapport aux plans cutanés. De ces éléments dépend, en effet, le
choix des parameétres du faisceau, notamment champ et énergie d'irradia-
tion [11-12]. L'intérét de I''RM peut également se situer au niveau de la sur-
veillance apres irradiation, dans le but de différencier une récidive tumorale
d'une fibrose séquellaire radio-induite [10].

Cette étude a été menée afin de rechercher si les parameétres RMN qui
interviennent dans la formation d'une image, en particulier les temps de
relaxation longitudinale (T,) et transversale (T,) peuvent rendre compte, et
sous quels délais, de I'exposition des tissus aux rayonnements ionisants.
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De précédents travaux [1] ont montré essentiellement une diminu-
tion de T, au niveau de la rate chez des souris saines aprés irradiation
totale de 15 Gy, 64 h aprés lirradiation. Le méme résultat est obtenu
chez des souris porteuses de tumeurs, avec, en outre, une diminution de
T, au niveau du tissu tumoral.

Nous présentons ici les résultats de I'étude des variations des temps
de relaxation T, et T, a des délais donnés apres irradiation au cobalt 60.
Nous avons répété cette chronologie pour diverses doses totales infé-
rieures a 8 Gy, considérée comme étant la dose létale 50 % a 30 jours.

MATERIELS ET METHODE

L'expérimentation animale porte sur des souris Swiss males de 30 a
40 g. Chacune des chronologies ne concerne que des souris du méme
age. L'irradiation totale est pratiquée au moyen des rayons y du cobalt
60 (1,26 MeV), avec un débit de dose sur 'axe de 3 Gy/min. La souris
est maintenue verticalement dans une cage en plastique fin; ce dispositif
expérimental assure une bonne homogénéité de la dose sur le volume
de l'animal. La dose délivrée, ainsi que sa reproductibilité, sont détermi-
nées avec une précision supérieure a 5 %.

A des intervalles de temps donnés aprés irradiation, la souris est
sacrifiée, sans anesthésie, par décapitation. Aprés prélévement, les orga-
nes retenus (foie, reins, rate, poumons, muscle squelettique) sont dispo-
sés dans des tubes RMN de 8 mm de diamétre et conservés a + 4° C
jusqu’a linstant de la mesure. Cette derniére s'effectue en 10 min envi-
ron, a la température ambiante.

L'appareil de mesures est un spectrométre Bruker CXP 100 équipé
d'un aimant a champ magnétique variable de 0,5 a 1,5 Tesla. Les mesu-
res des temps de relaxation sont effectuées a deux fréquences de tra-
vail du spectromeétre: 45 MHz et 60 MHz. Le signal de RMN est traité
mathématiquement, aprés interfagage, par un calculateur Hewlett-Packard
9836.

La séquence “Inversion-Récupération” (180°-TI-90°) est utilisée pour la
mesure de T,. Lors du retour a I'équilibre du systéme de spins aprés
l'impulsion 180° I'aimantation mesurée a des instants Tl successifs par
l'impulsion 90° est représentée par une droite dans un systéme de coor-
données semi-logarithmiques. La pente de cette droite fournit, aprés lis-
sage par la méthode des moindres carrés, une détermination de T, dans
le cas d'une relaxation mono-exponentielle, ce qui est généralement véri-
fié pour les tissus qui font I'objet de cette étude. T, est déterminé par la
séquence d'échos de spin Meiboom-Gill-Carr-Purcell (90° — |TI — 180° —
Tl|,) avec n = 16. T, est alors la constante de temps de I'enveloppe
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exponentielle passant par les sommets de huit échos impairs, aux effets
de diffusion pres.

Dans ces conditions, les mesures sont reproductibles avec une incer-
titude relative inférieure a 5 %.

RESULTATS

Les mesures des temps de relaxation sur les organes sont pratiquées
entre la premiére heure et le vingtieme jour qui suit lirradiation. Les
valeurs obtenues a différentes dates aprés irradiation étant relatives a
des animaux différents, l'interprétation des résultats pose le probléeme de
la dispersion des valeurs de référence correspondant aux animaux
témoins. Ainsi, pour la rate, la dispersion des valeurs de T, est de l'ordre
de 15 %. Cette derniére peut étre limitée en sélectionnant des animaux
de méme age. Moyennant cette précaution, les fluctuations observées
pour les valeurs des temps de relaxation T, et T, sont d'environ 8 %
pour la rate.

Les figures 1a et 2a obtenues pour une fréquence de travail de
45 MHz montrent des variations peu significatives des temps T, et T, en
fonction du délai aprés irradiation, pour le foie, les reins, les poumons et
le muscle. Les variations constatées dans les premiers jours suivant lirra-
diation sont, en effet, trop peu marquées pour donner lieu a une inter-
prétation satisfaisante. Elles paraissent, en outre, indépendantes de la
dose délivrée, comme le montre la comparaison des figures 1a et 3a. Le
méme type de résultats est obtenu pour une fréquence de travail plus
élevée: 60 MHz (figures 1b, 2b et 3b).

On note, lorsque la fréquence augmente, un accroissement du temps
de relaxation spin-réseau T, une diminution du temps de relaxation spin-
spin T,, ainsi qu'une plus faible discrimination entre les valeurs de T, et
T, relatives a différents tissus. Ces résultats sont identiques a ceux obte-
nus dans le cas des tissus sains [4].

A l'opposé des autres organes étudiés, I'effet de lirradiation totale est
trés important sur la rate, comme le montre la figure 4. Les diminutions
relatives de T, et T, par rapport aux valeurs témoins sont importantes et
précoces. L'effet est trés marqué dés le premier jour suivant lirradiation
et se maintient sensiblement constant jusqu’au sixieme jour. Ensuite,
intervient le retour conjugué de T, et T, aux valeurs normales. En com-
paraison, les valeurs des temps de relaxation du foie et des reins parais-
sent trés peu affectées, a brefs délais, par I'exposition aux rayonnements
ionisants. Par ailleurs, la similitude des résultats obtenus a deux fréquen-
ces différentes, 45 MHz et 60 MHz (fig. 5), constitue un argument en
faveur de la validité des résultats.
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Fig. 1. — Variations de T4 en fonction du temps aprés une dose d’irradiation de 2,5 Gy:
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Fig. 3. — Variations de Ty en fonction du temps aprés une dose d’irradiation de 6 Gy:
mesures obtenues a 45 MHz (a) et 60 MHz (b).
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DISCUSSION

L'évolution des temps de relaxation apres irradiation n’est pas suscep-
tible d'une interprétation simple. Il a été observé [1] que la variation de la
teneur en eau des organes, avant et aprés irradiation, est beaucoup trop
faible, voire insignifiante, pour expliquer le raccourcissement important de
T;. On peut également invoquer la création de radicaux libres sous irradia-
tion, mais leur stabilité dans le temps est trés faible en milieu aqueux cellu-
laire [8] et il ne semble pas qu'ils puissent intervenir dans la réduction des
temps de relaxation. Il serait en outre difficile d’expliquer une action préfé-
rentielle au niveau de la rate.

Une autre hypothese, qui parait plus fondée, repose sur le fait que l'irra-
diation modifie la viscosité du milieu par altération des macromolécules tis-
sulaires. En effet, la dénaturation d'une solution de protéines, par irradiation,
se traduit par un raccourcissement de T, [1] et une diminution de viscosité
[14]. La viscosité est d'ailleurs un parameétre intervenant directement dans la
formulation mathématique de T, [9].

Selon le modeéle d'eau tissulaire a deux phases en échange rapide [10],
le temps de relaxation longitudinale observé est tel que:

T1obs =T o (1)

Ty, est le temps de relaxation de la fraction (a) d'eau libre et T, le temps de

relaxation longitudinale de la fraction (1 — a) d'eau liée. L’irradiation agirait
principalement sur l'organisation des macromolécules du compartiment
d'eau liée ou hydratante. L'allure des courbes de variation de T, au niveau
des organes étudiés en fonction du temps aprés irradiation et pour les deux
fréquences utilisées, représentées sur les figures 5 et 6 dans le cas de la
rate et du foie, apporte un argument en faveur de cette hypothese.

On observe, en effet, des valeurs de T, trés voisines pour les deux fré-
quences aux alentours du troisieme jour apres irradiation (dans le cas du
foie). Cette situation correspond au cas ou les temps de corrélation des
molécules sont courts, donc le milieu relativement peu visqueux. Au fur et a
mesure que le délai aprés irradiation augmente, la restauration des
structures macromoléculaires augmente la viscosité du milieu et, par suite,
les temps de corrélation, ce qui se traduit sur les courbes par des valeurs
plus élevées de T, lorsque la fréquence de travail est plus grande.

Dans le cas de la rate (fig. 5), ce rapprochement des valeurs de T, pour
les deux fréquences de travail se manifeste durant les 20 jours de I'étude
effectuée aprés irradiation et suggére quelques remarques concernant cet
organe.

L'effet des rayonnements ionisants sur la rate a été depuis longtemps
observé, que ce soit sur des sujets soumis a une irradiation thérapeutique
(irradiation totale ou en grand champ [5]) ou encore sur les victimes
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Fig. 6. — Evolution des .valeurs de Ty pour le foie, a 45 MHz et 60 MHz,
aprés une dose d'irradiation de 4 Gy.

d'Hiroshima [7]. On observe dans ces conditions une diminution de I'activité
hématopoiétique de 'organe, ainsi qu'une diminution de son volume. Nous
avons nous-mémes observé que le raccourcissement des temps de relaxa-
tion, entre le premier et le sixiéme jour, s'accompagnait d'une sévere splé-
noconstriction. Comme toutes les cellules hématopoiétiques, les cellules
spléniques sont trés radiosensibles et l'altération de la rate retentit immédia-
tement sur l'organisme, d'autant plus que celui-ci est plus jeune. A cet
égard, il a été constaté que les survivants a l'irradiation d’Hiroshima agés de
moins de 30 ans supportaient plus mal l'irradiation de la rate que des survi-
vants plus agés. En revanche, on a pu observer une agression moindre et de
meilleures chances de survie chez les sujets irradiés ayant subi une splé-
nectomie antérieurement a l'irradiation [6]. D'autres études ont mis en évi-
dence le méme phénomeéne: des souris dont la rate est protégée par un
bouclier de plomb au moment de lirradiation ont un taux de survie plus
important [7].

Cette survie dépend en fait de deux facteurs [13]:

— capacité de reproduction, apres irradiation, des cellules les plus radio-
résistantes; cette modalité parait avoir un role peu important;

— réparation du tissu a partir d'une migration de cellules de la moelle
osseuse: il s'agit du facteur essentiel dont la réalisation est, cependant,
d’autant moins probable que la moelle osseuse a été elle-méme irradiée; on
observe en effet que le létalité a bref délai dépend essentiellement des
dommages subis par la moelle osseuse.
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On remarque (fig. 7) que la chute des valeurs de T, qui se manifeste du
troisiéme au sixiéme jour aprés irradiation, est proportionnelle a la dose déli-
vrée. De plus, sachant que l'inhibition de la mitose des cellules spléniques
intervient pour une dose de 4 Gy en 48 h [7], la restauration et, par consé-
quent, I'évolution des temps de relaxation s'effectuent suivant des modalités
différentes selon que la dose est inférieure ou supérieure a ce seuil. Ainsi,
pour une dose de 2,5 Gy, la récupération du temps de relaxation témoin
s'effectue régulierement a partir du sixieme jour. Pour les plus fortes doses,
le retour aux valeurs normales est précédé d’'une phase d'allongement de T,
qui se manifeste vers le quinziéme jour. Ceci tient certainement au fait que
la réparation cellulaire est d’autant plus facile que la dose est plus faible; et
lorsque les lésions deviennent trop nombreuses, la récupération se fait par
migration de cellules provenant de la moelle osseuse, ce qui provoque le
retard observé.
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Fig. 7. — Variation de T1 en fonction du temps
aprés trois doses d'irradiation (2,5; 4 et 6 Gy). Mesures effectuées a 45 MHz.

Des études précédentes [13] ont montré une similitude d'évolution en ce
qui concerne le poids de la rate de souris aprés irradiation de 4 Gy. La régé-
nération du tissu montre en effet une chronologie tout a fait calquable sur le
schéma de I'évolution du temps de relaxation T, (fig. 8). La comparaison
avec les valeurs de T, (fig. 5) redonnerait le méme résultat.
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Fig. 8. — Evolution du temps de relaxation Ty superposée aux mesures effectuées
par TAKADA et coll. [13] concernant le poids de la rate aprés irradiation (4 Gy).

D’autre part, on a noté [6] que l'index mitotique relevé, aprés irradiation
de 6,5 Gy, au niveau de la pulpe rouge de la rate chez la souris, passe par
un maximum le dix-septiéme jour. Ce pic est précédé d'une phase ou les
valeurs de l'index mitotique sont inférieures a 1, voire quasiment nulles (la
valeur témoin est d’environ 0,7).

D'un autre c6té, il est admis que T, et T, sont sensibles respectivement a
la vitesse de croissance cellulaire et au nombre de cellules en mitose. Les
variations du temps de relaxation T;, observées au cours du cycle cellulaire
avec des cellules Hela synchronisées [2], ainsi que sur des cellules non
tumorales [3], reproduisent la forme des courbes en “cuvette”, relevées au
niveau de la rate, et sont significatives d'un systéme en régénération ou T,
augmente lors de la phase mitotique.

Il est alors clair que T, et T,, considérés comme des “sondes physiologi-
ques” sensibles a la dynamique cellulaire, rendent bien compte de la dépo-
pulation et de la régénération de la rate, c’est-a-dire de I'activité de I'organe
au niveau de I'hématopoiése.

En particulier, la chute de T, est le reflet de l'inhibition de la mitose, qui
est d’autant plus marquée que la dose est élevée. Cette constatation nous
améne a préciser la nature de la relation effet-dose et la possibilité de définir
ainsi un dosimeétre biophysique. Sur la figure 9, sont indiquées les variations
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relatives de T,, sur la rate, aprés des doses d'irradiation totale, allant de 0,5
Gy a 8 Gy et distribuées en une seule fois. Les mesures ont été faites trois
jours aprés l'exposition aux rayonnements.
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Fig. 9. — Variations relatives de T, en fonction de la dose.
Mesures a 45 MHz (a) et 60 MHz (b).
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Ce type d'examen semble bien correspondre avec les critéeres que I'on
attend d'un bon dosimétre biophysique. En effet, la mesure du parametre T,
ou plutot sa variation relative par rapport a une population témoin, est pro-
portionnelle a la dose. De plus, la réponse est sensible et précise. Les appa-
reils d'imagerie corps-entier permettent d'obtenir une bonne détermination
in situ de la valeur du temps de relaxation T, notamment sur la rate qui est
un parenchyme facilement accessible. Et surtout, des mesures effectuées a
trois jours, voire a 48 h, fournissent des informations précoces et significati-
ves du degré d'atteinte de I'organisme irradié; ceci est essentiel dans la
gamme des doses choisies, qui constitue la marge critique lors d'irradiation
accidentelle, ou le pronostic est d'autant plus défavorable que la dose est
sévere. Néanmoins, le probléme des valeurs de référence est délicat. Aux
variations observées avec l'age et le sexe, il faut ajouter les cas particuliers
(sujet présentant un disfonctionnement splénique avant méme lirradiation,
etc). Ces résultats, qui demandent a étre précisés par un plus grand
nombre d’expérimentations, montrent que la RMN peut étre utilisée avec
profit pour la détermination, in vivo, des doses recues par I'organisme lors
d'irradiations accidentelles ou thérapeutiques.

CONCLUSION

Les temps de relaxation longitudinale, marqueur du cycle cellulaire, et
transversale, marqueur de l'index mitotique, sont sensibles, a bref délai dans
le cas de la rate, a I'exposition de 'organe aux rayonnements ionisants. Les
variations sont importantes et paraissent en étroite relation avec les proces-
sus biologiques résultant de l'irradiation. Pour les autres organes étudiés, les
variations sont, par contre, peu significatives.

Ces résultats indiquent que la mesure de T, au niveau de la rate apres
irradiation donne une bonne estimation de la dose regue par 'organisme. |l
est en particulier possible d'apprécier le dommage subi par la victime d'une
irradiation accidentelle.
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