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DESCRIPTION

Domaine technique

La présente invention se rapporte a un procedeé de suivi de I'efficacité
d’'un traitement sur la neuroprotection et a un procédé d’identification de
composés candidats neuroprotecteurs et/ou stimulant la pousse neuronale.

La présente invention trouve notamment une application dans le
domaine pharmaceutique, dans le domaine de la recherche scientifique et
dans le domaine des études cliniques et validation de substances
thérapeutique.

Dans la description ci-dessous, les références entre crochets ([ 1)

renvoient a la liste des références présentée a la fin du texte.

Etat de la technique

A présent, il est extrémement difficile de mettre en évidence une
efficacité de médicaments, par exemple neuroprotecteurs ou
neurostimulants, par exemple sur une simple évaluation clinique a 1 ou 2
ans apres un traumatisme cranien, un accident vasculaire cérébral, une
hémorragie meéningée anévrysmale, un hématome intra-cérébral, une
anoxie ceérebrale d'origine circulatoire ou tout autre étiologie de lésions
neurologiques aigués.

Durant ces derniéres années, et a la suite des résultats favorables
obtenus chez l'animal, une quinzaine d’essais cliniques ont évalué les
effets neuroprotecteurs de plusieurs molécules telles que les antagonistes
glutamatergiques, les antagonistes calciques, les anti-oxydants, les
canabinoides de synthese, les anti-bradykinines, etc... Malheureusement,

aucune de ces études n'a pu démontrer un bénéfice en termes



WO 2012/160316 PCT/FR2012/051164

10

15

20

25

30

d’amélioration du pronostic clinique des patients traumatisés craniens, ou
des patients victimes d’'un accident vasculaire cérébral, d'une hémorragie
meéningée aneévrysmale, d’'un hématome intra-cérébral, d'une anoxie
cerebrale d'origine circulatoire ou toute autre étiologie de lésions
neurologiques aigués.

Plusieurs explications peuvent étre données pour expliquer ces
difficultés :

1. Les médicaments évalués n’'ont effectivement aucune efficacité ce
qui pourrait, par exemple, étre le cas des canabinoides de synthése.

2. Il y avait une efficacité, mais uniquement dans un sous-groupe. En
effet, le traumatisme cranien est un syndrome et non une maladie et les
mecanismes physiopathologiques mis en jeu dans les contusions sont
probablement trés différents de ceux observés lors des Iésions axonales
diffuses.

Il existe donc un réel besoin de trouver un procédé et/ou une

meéthode objective permettant d’évaluer efficacement I'effet d’'une molécule
sur, par exemple, les traumatismes craniens, par exemple en fonction du
meécanisme lésionnel en cause.
3. Iy avait une efficacite, mais faible, non détectable sur une
catégorisation clinique du pronostic neurologique réalisée avec une
échelle telle que celle de la GOSE, trop dépendante d’autres facteurs de
type environnementaux.

Ces effets auraient eté visibles si I'étude avait inclus plus de sujets
(manque de puissance).

Il existe donc un réel besoin de trouver un procédé et/ou une
meéthode permettant d’évaluer avec un nombre limité de sujets les effets de
molécules pour la neuroprotection et/ou la neurostimulation.

4. Il'y avait une efficacite, mais faible, trés inférieure en valeur absolue
aux effets des facteurs confondants. C’est par exemple le cas des statines
dans I'hémorragie méningée anévrysmale, elles sont efficaces sur un

biomarqueur, la S100, mais leur effet est « noyé » par l'influence des
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complications du geste endovasculaire ou opératoire et du grade clinique.
Au total, les effets déléteres sur la S100, des complications et du grade
clinique pésent beaucoup plus lourd que l'effet positif des statines qui

devient invisible cliniguement.

Il existe donc un réel besoin de trouver un procédé et/ou une
meéthode palliant ces défauts, inconvénients et obstacles de I'art antérieur,
en particulier un procédé permettant notamment de maitriser le nombre de
sujets, d’obtenir des résultats reproductibles et normalisés, de réduire les
colts et d’'améliorer I'évaluation de molécules susceptibles d’avoir un effet

neuroprotecteur et/ou stimulant la pousse neuronale.

Description de I'invention

La présente invention permet précisément de résoudre et de
surmonter les obstacles et inconvénients de l'art antérieur précités en
fournissant un procédé de suivi de l'efficacité d'un traitement sur la
neuroprotection comprenant :

a) Mesure de la Fraction d'Anisotropie FA; sur une image
obtenue par Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) du
cerveau d’'un patient avant ledit traitement,

b) Mesure de la Fraction d’Anisotropie FA, sur une imagerie
IRM du cerveau dudit patient aprés ledit traitement,

c) Comparaison des valeurs de Fraction d’anisotropie et
calcul d'un score (S) la formule suivante :

S = FA,/ FA4,
une valeur de S supérieur ou égale a 1 indiquant que le traitement est un

traitement neuroprotecteur et/ou stimulateur de la pousse neuronal

En particulier, la présente invention a pour objet un procéde de suivi

de I'efficacité d’un traitement sur la neuroprotection comprenant :
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a) Mesure de la Fraction d’Anisotropie FA1 dans au moins une
région d’intérét du cerveau sur une image obtenue par
Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) du cerveau
d’'un patient avant ledit traitement,

b) Mesure de la Fraction d’Anisotropie FA; ladite au moins
une region d’intérét du cerveau sur une imagerie IRM du
cerveau dudit patient aprés ledit traitement,

c) Comparaison des valeurs de Fraction d’anisotropie et
calcul d’'un score (S) pour chaque région d’intérét en
utilisant la formule suivante :

S = FA,/ FA4,

une valeur de S supérieure ou égale a 1,08 indiquant que le traitement est
un traitement neuroprotecteur et/ou stimulateur de la pousse neuronale.

Dans la présente par valeur de S supérieure a 1,08 on entend une
valeur de S supérieure a 1 plus 2 écart-types de la fluctuation observee
durant la méme période de temps dans la méme région d’intérét chez les
sujets témoins dans au moins une des regions d’'intérét déefinies. En effet,
en moyenne, la fluctuation de la FA observée spontanément chez les
volontaires sains est de 0 + 4% aprés un délai moyen de 2 ans. Cette
fluctuation de 4% représente 1 écart-type (mesure représentant la
moyenne mesurée sur I'ensemble des regions d’intérét chez 12 sujets
volontaires sains en deux ans). Selon l'invention, un médicament est
efficace si la fluctuation est supérieure de 2 écart-types de la fluctuation
spontanée soit 8%. Selon I'invention, une valeur de S supérieure ou égale
a 1,08 dans au moins une des régions d’intérét étudiée indique que le
traitement est un traitement neuroprotecteur et/ou stimulateur de la pousse
neuronale.

Dans la présente par « IRM » on entend une méthode d'imagerie
medicale basée sur le phénoméne de la résonance magnétique, qui
permet d'obtenir des images tomographiques de tissus, par exemple de

tissus mous.
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Dans la présente par « image IRM » on entend toute image obtenue
a partir d'un dispositif IRM, par exemple un appareil IRM 1,5 Teslas, 3,0
Teslas ou 7,0 Teslas, par exemple de la société Philips, de la société
Geénéral Electric (GE), ou de la société Siemens.

Selon l'invention I'image IRM peut étre toute image obtenue par un
dispositif IRM, par exemple une image non pondérée, de préférence une
image pondéreée en diffusion.

Dans la présente par « IRM de diffusion » on entend une séquence
sensible aux caractéristiques locales de la diffusion des molécules d'eau
dans les tissus comme décrit dans Basser et al. 1994 [1]. Dans le cerveau,
l'organisation des axones en faisceaux de fibres induit une diffusion
anisotrope des molécules d'eau, plus importante dans la direction des
fibres que dans le plan transversal. L'IRM du tenseur de diffusion (DTI)
permet de quantifier cette anisotropie localement en mesurant la diffusion
locale dans les trois directions principales (A1, A2 et A3) du modéle du
tenseur a partir de mesures de diffusion répétées dans différentes
directions de I'espace comme décrit dans Basser and Pierpaoli 1996 [2].
Ces mesures permettent d'évaluer la diffusibilité axiale ou AD (pour « axial
diffusivity ») (AD = A1), la diffusibilité radiaire ou RD (pour « radial
diffusivity ») (RD = (A2+A3)/2), la diffusibilité moyenne ou MD (pour « mean
diffusivity ») (MD = (A1+A2+A3)/3) et la fraction d'anisotropie ou FA (pour
« fractionnal anisotropy ») (FA = sqrt(1/2) * sqrt((A1-A2)?+( A1-A3)?+( A2-
A3)?) / sart(A12+A22+).3%)). Dans le contexte du traumatisme cranien, une
baisse de FA locale est interprétée comme une perte d'intégrité des fibres
de matiére blanche due a la présence de lésions. La baisse de FA est
associée a une augmentation de RD liée a une perte locale de myéline et a
une baisse de AD lié a des Iésions axonales

Dans la présente par « mesure de la Fraction d’Anisotropie » on
entend, par exemple la mesure décrite dans Basser and Pierpaoli 1996
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[22] calculée a partir des trois premiéres valeurs propres du modele du
tenseur (A1, A2 et A3) telle que :

FA =sqrt(1/2) * sqrt((A1-A2)>+( A1-A3)>+( A2-A3)?) / sqrt(A12+A22+A.3?)

Dans la présente, par «patient», il est entendu tout individu
susceptible d’avoir, par exemple une cérébrolésion, par exemple une
céreébrolésion aigué, il peut s’agir par exemple d’un mammifére, de
maniére preférée un humain.

Dans la présente le patient peut étre un patient ayant subi, par
exemple une cérébrolésion et/ou traumatisme cranien et/ou une
hémorragie meéningée, par exemple une hémorragie meningée
anévrysmale et/ou un accident ischémique et/ou un accident
hémorragique, par exemple un accident hémorragique
intraparenchymateux et/ou anoxie cérébrale, par exemple dans les suites
d’un arrét cardiaque ou circulatoire.

Il peut s’agir également d’un patient atteint d’'une maladie chronique
de la substance blanche, par exemple un patient atteint de la sclérose en
plaque.

Dans la présente par « traitement» on entend par exemple un
traitement médical, par exemple allopathique, faisant intervenir la prise de
molécules, par exemple des molécules chimiques, par exemple des
molécules obtenues par synthése organique, des molécules d’'origines
biologiques, par exemples des protéines, des molécules provenant
d’organismes vivants, par exemple de mammiferes, de microorganismes,
de plantes et/ou synthétisées par des organismes vivant, par exemple des
protéines, des molécules d’acides nucléique, ou tout autre traitement non
chimique, par exemple la rééducation, ou tout autre traitement basée sur la
thérapie cellulaire, par exemple I'injection de cellules souches, I'injection
de cellules neuronales dédifférenciées.

Dans la présente, les mesures de la Fraction d’Anisotropie aux
etapes a) et b) peuvent étre effectuées dans des regions identiques ou
différentes du cerveau, de préférence dans des régions identiques.
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Dans la présente, les mesures de Fraction d’anisotropie des étapes
a) et b) peuvent étre effectuées dans au moins une des régions du
cerveau, également nommé région d’intérét, choisie parmi le pédoncule
cérébelleux moyen (ICBM #1), le tronc cérébral antérieur (ICBM #2,7,8), le
tronc cérébral postérieur (ICBM #9,10,11,12,13,14) , le genou du corps
calleux (ICBM #3), le tronc du corps calleux (ICBM #4), le splénium du
corps calleux (ICBM #5), le pédoncule cérébral droit (ICBM #15), le
pédoncule cérébral gauche (ICBM #16), le stratum sagittal droit (ICBM
#21,29,31,47), le stratum sagittal gauche (ICBM #22,30,32,48), le
Faisceau longitudinal supérieur droit (ICBM #41), le faisceau longitudinal
supérieur gauche (ICBM #42), le bras antérieur de la capsule interne droit
(ICBM #17) le bras antérieur de la capsule interne gauche (ICBM #18), le
bras postérieur de la capsule interne droit (ICBM #19), la Bras postérieur
de la capsule interne gauche (ICBM #20), le capsule externe droite (ICBM
#33), le capsule externe gauche (ICBM #34), la couronne radiée droite
(ICBM #23,25,27), la couronne radiée gauche (ICBM #24,26,28).

Dans la présente, « ICBM #n » fait référence a la niéme région de
I'atlas de 48 régions de matiére blanche construit a partir de données de
diffusion de 81 sujets sains (I'atlas 'lCBM-DTI-81' (Mori et al. 2005 [9])
disponible dans le logiciel FSL (Smith et al. 2004 [7]).

Dans la présente, les mesures de Fraction d'anisotropie peuvent étre
effectuée, par exemple dans au moins une des régions du squelette des
faisceaux de matiere blanche définie a partir de l'approche TBSS (pour
« Tract-Based Spatial Statistics ») tel que décrit dans Smith et al. 2006
[88]. Il peut s’agir par exemple d’au moins une région, également nomme
région d’intérét, du cerveau choisie parmi le pédoncule cérébelleux moyen
(ICBM #1), le tronc cérébral antérieur (ICBM #2,7,8), le tronc cérébral
postérieur (ICBM #9,10,11,12,13,14) , le genou du corps calleux (ICBM
#3), le tronc du corps calleux (ICBM #4), le splénium du corps calleux
(ICBM #5), le pédoncule cérébral droit (ICBM #15), le pédoncule cérébral
gauche (ICBM #16), le stratum sagittal droit (ICBM #21,29,31,47), le
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stratum sagittal gauche (ICBM #22,30,32,48), le Faisceau longitudinal
supérieur droit (ICBM #41), le faisceau longitudinal supérieur gauche
(ICBM #42), le bras antérieur de la capsule interne droit (ICBM #17), le
bras antérieur de la capsule interne gauche (ICBM #18), le bras postérieur
de la capsule interne droit (ICBM #19), la Bras postérieur de la capsule
interne gauche (ICBM #20), le capsule externe droite (ICBM #33), le
capsule externe gauche (ICBM #34), la couronne radiée droite (ICBM
#23,25,27), la couronne radiée gauche (ICBM #24,26,28).

De préférence selon I'invention les mesures sont effectuées dans au
moins 2, 0u 3,ou4ouS5ou6ou7ou8ou9oui10ou11oul12ou13ou
14 ou 15 ou 16 ou 17 ou 18 ou 19 ou 20 des régions du cerveau,
également nommé région d'intérét, choisies parmi le pédoncule
cérébelleux moyen (ICBM #1), le tronc cérébral antérieur (ICBM #2,7,8), le
tronc cérébral postérieur (ICBM #9,10,11,12,13,14) , le genou du corps
calleux (ICBM #3), le tronc du corps calleux (ICBM #4), le splénium du
corps calleux (ICBM #5), le pédoncule ceéerébral droit (ICBM #15), le
pédoncule cérébral gauche (ICBM #16), le stratum sagittal droit (ICBM
#21,29,31,47), le stratum sagittal gauche (ICBM #22,30,32,48), le
Faisceau longitudinal supérieur droit (ICBM #41), le faisceau longitudinal
supérieur gauche (ICBM #42), le bras antérieur de la capsule interne droit
(ICBM #17) le bras antérieur de la capsule interne gauche (ICBM #18), le
bras postérieur de la capsule interne droit (ICBM #19), la Bras postérieur
de la capsule interne gauche (ICBM #20), le capsule externe droite (ICBM
#33), le capsule externe gauche (ICBM #34), la couronne radiée droite
(ICBM #23,25,27), la couronne radiée gauche (ICBM #24,26,28).

De préférence, les mesures sont effectuées dans plusieurs ou
I'ensemble des régions du cerveau, également nommeé région d'intérét,
suivantes le pédoncule cérébelleux moyen (ICBM #1), le tronc cérébral
antérieur (ICBM #2,7,8), le tronc cérébral postérieur (ICBM
#9,10,11,12,13,14) , le genou du corps calleux (ICBM #3), le tronc du
corps calleux (ICBM #4), le splénium du corps calleux (ICBM #5), le
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pédoncule cérébral droit (ICBM #15), le pédoncule cérébral gauche (ICBM
#16), le stratum sagittal droit (ICBM #21,29,31,47), le stratum sagittal
gauche (ICBM #22,30,32,48), le Faisceau longitudinal supérieur droit
(ICBM #41), le faisceau longitudinal supérieur gauche (ICBM #42), le bras
antérieur de la capsule interne droit (ICBM #17) le bras antérieur de la
capsule interne gauche (ICBM #18), le bras postérieur de la capsule
interne droit (ICBM #19), la Bras postérieur de la capsule interne gauche
(ICBM #20), le capsule externe droite (ICBM #33), le capsule externe
gauche (ICBM #34), la couronne radiée droite (ICBM #23,25,27), la
couronne radiée gauche (ICBM #24,26,28).

Selon l'invention, la valeur de la Fraction d’Anisotropie FA et/ou FA>
peut étre égale a la moyenne des FA mesurées ou a la mesure de la FA
mesurée dans chaque région.

En d’autres termes, la valeur de la Fraction d’Anisotropie FA; et/ou
FA, peut étre égale a la moyenne de la Fractions d’Anisotropies mesurée
indépendamment dans chaque région d’intérét.

Ainsi, si la mesure de la Fraction d’Anisotropie est effectuée dans une
région, la valeur de FA sera égale a la moyenne des valeurs mesurées,
par exemple pour chaque voxel de I'image obtenue par IRM de la région.

Si la valeur de la Fraction d’Anisotropie est mesurée dans plusieurs
régions d’intéréts, chaque région aura une valeur de FA propre
correspondant a la moyenne des valeurs mesurées pour chaque voxel de
I'image obtenu par IRM de chaque région.

Dans ce mode de réalisation, la mesure de S pourra étre calculée
indépendamment pour chaque région d’intérét.

Dans la présente, la mesure de la Fraction d’Anisotropie a I'étape a)
peut étre réalisée sur une image IRM prise dans une période de 1 a 180
jours, par exemple suivant une cérébrolésion, de 48 heures a 31 jours,
dans un délai inférieur a 31 jours.

Dans la présente la mesure de la Fraction d’Anisotropie a I'étape b)
peut étre réalisée sur une image IRM prise dans une période d’environ 1 a
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10

plusieurs mois, par exemple de 1 a 12 mois, par exemple de 1 a 9 mois,
par exemple 6 mois, de 1 a 6 mois, par exemple 3 mois, de 1 a 3 mois,
d’environ un an a plusieurs années, par exemple de 1 a 5 ans,de 1 a 3
ans, de 1 a 2 ans suivant la mesure de Fraction d’Anisotropie a I'étape a).
La mesure de la Fraction d’Anisotropie a I'étape a) est la premiére mesure
de Fraction d’Anisotropie.

Le procédé de I'invention peut comprendre en outre une étape d) de
mesure de la diffusibilit¢ axiale, de diffusibilit¢ radiaire, de diffusibilité
moyenne, de coefficient apparent de diffusion

Dans la présente par « diffusibilité axiale» on entend la premiére
valeur propre A1 du modeéle du tenseur calculée a partir d'images d'IRM
pondérée en diffusion et correspondante a la direction principale de
diffusion.

Dans la présente par « diffusibilit¢ radiaire» on entend la moyenne
de la deuxiéme et de la troisiéme valeur propre (A2+A3)/2 du modéle du
tenseur calculée a partir dimages d'IRM pondérée en diffusion et
correspondante a la direction principale de diffusion.

Dans la présente par « diffusibilité moyenne » on entend la moyenne
des trois valeurs propres (A1+A2+A3)/3 du modéle du tenseur calculée a
partir d'images d'IRM pondérée en diffusion et correspondante a la
direction principale de diffusion.

Dans la présente par « coefficient apparent de diffusion » on entend
la mesure de la mobilité des molécules d'eau localement par comparaison
des images IRM sans pondération en diffusion (b=0) et celles pondérées
en diffusion (b>0).

Le procédé de la présente invention trouve avantageusement une
application dans le domaine médical ou il pourra étre utilisé, par exemple
lors d’essais cliniques afin de déterminer et/ou de valider I'efficacité d’'un
traitement sur la neuroprotection.

En outre le procédé de linvention permet avantageusement

I'obtention d’un résultat fiable, reproductible et qui peut étre comparé.
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La présente invention a également pour objet un procédé
d’identification d’une molécule candidate neuroprotectrice et/ou stimulante
la pousse neuronale comprenant :

a) Mesure de la Fraction d'Anisotropie FA; sur une image
obtenue par Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) du
cerveau d’'un patient avant traitement avec ledit composé,

b) Mesure de la Fraction d’Anisotropie FA, sur une imagerie
IRM du cerveau dudit patient apres ledit traitement,

c) Comparaison des valeurs de Fraction d’anisotropie et
calcul d'un score (S) la formule suivante :

S = FA, - FA4,
une valeur de S supérieure ou égale a 1 indiquant que la molécule est un
neuroprotectrice et/ou stimule de la pousse neuronale.

En particulier, la présente invention a également pour objet un
proceédé d’identification d’'une molécule candidate neuroprotectrice et/ou
stimulante la pousse neuronale comprenant :

a) Mesure de la Fraction d’Anisotropie FA1 dans des régions
d’'intérét du cerveau sur une image obtenue par Imagerie
par Résonance Magnétique (IRM) du cerveau d’'un patient
avant ledit traitement,

b) Mesure de la Fraction d’Anisotropie FA2 dans les mémes
régions d’intérét du cerveau sur une imagerie IRM du
cerveau dudit patient apres ledit traitement,

c) Comparaison des valeurs de Fraction d’anisotropie et
calcul d’'un score (S) pour chaque région d'intérét en
utilisant la formule suivante :

S = FA,/ FA4,
une valeur de S supérieure a 1,08 indiquant que la molécule est un

neuroprotectrice et/ou stimule de la pousse neuronale.



WO 2012/160316 PCT/FR2012/051164

10

15

20

25

30

12

Dans la présente par neuroprotecteur on entend la conservation de la
structure neurale et/ou la diminution de la neurodégénération, par exemple
une diminution et/ou un arrét total de la neurodégéneération. Dans la
présente, la diminution et/ou l'arrét total de la neurodégénération peut étre
évaluée, par exemple par analyse des modifications des diffusibilités
radiales et axiales.

Dans la présente, par stimulateur de la pousse neurale, on entend
par exemple une augmentation de la croissance neurale, il peut s’agir par
exemple d’'une augmentation, par exemple de la valeur de la mesure de la
fraction d’anisotropie d’au moins 8 % chez un patient aprés traitement.

En particulier, il peut s’agir d'une augmentation d’au moins 2 écart-
types de la valeur de la mesure de la fraction d’anisotropie, c’est a dire au
moins deux fois la fluctuation de mesure observée durant la méme période
de temps dans la méme région d’intérét chez les sujets contréles.

Dans la présente par « molécule candidate » on entend toute
molécule que I'on souhaite tester. Il peut s’agir par exemple de molécules
chimique et/ou biologique. Il peut s’agir, par exemple de molécules
thérapeutiques utilisable pour le traitement de pathologies, de médicament
par exemple toute substance ou composé connu de 'lhomme du métier
possédant des propriétés curatives et/ou préventives a l'égard de
pathologies, Iésions, traumatisme, maladies humaines ou animales. Il peut
s’agir par exemple de produit pharmaceutique a usage humain et/ou
vétérinaire.

La présente invention a également pour objet la molécule candidate
comme neuroprotecteur et/ou stimulant la pousse neuronale identifiée par
le procédé de I'invention.

La présente invention a également pour objet le composé candidat
identifie pour son utilisation comme médicament neuroprotecteur et/ou
stimulant la pousse neuronale.

La présente invention permet donc avantageusement d’évaluer

I'efficacité de molécules en tant que neuroprotecteur en fournissant un
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résultat fiable, reproductible et comparable. En outre le procédé de
l'invention peut permettre avantageusement de valider I'efficacité de
composeés suite a un essai clinique.

La présente invention permet également d’identifier de nouvelles
molécules candidates susceptibles d’avoir une action neuroprotectrice
et/ou neurostimulatrice, pouvant, par exemple d'étre utilisées dans des
pathologies neurale, par exemple la maladie d’Alzheimer et ou d’étre utilisé
suite a une cérébrolésion afin, par exemple de conserver lintégrité du
cortex neural ou de diminuer la dégénérescence neurale, en particulier de
la substance blanche.

En outre, la présente invention permet de comparer |'efficacité de
molécule les unes par rapport aux autres, par exemple par rapport a des
molécules déja connues pour les applications précitées.

D’autres avantages pourront encore apparaitre a 'homme du métier
a la lecture des exemples ci-dessous, illustrés par les figures annexées,

donnés a titre illustratif.

Bréve description des figures

- La figure 1 est une image représentant le squelette des
principaux faisceaux de FA superposé a l'image moyenne de FA sur 58
volontaires sains FMRIB58_FA.

- La figure 2 est une image représentant le masque des 20
régions d'intérét pour 'extraction de la FA.

- La figure 3 est un diagramme représentant les valeurs
moyennes des FA régionales normalisées pour les deux groupes de
patients, carrés plein : bons pronostics, losange pleins : mauvais pronostic.
Pour chaque région la valeur normale est a 1. Les régions sont ordonnées
par valeurs croissantes du groupe bon pronostic. L’abscisse indique les

différentes régions du cerveau, I'ordonné les valeurs moyennes de FA.
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- La figure 4 est un diagramme représentant la différence de FA
mesurées et I'abscisse les régions du cerveau dans lesquelles ont été

mesurées ces valeurs.
EXEMPLES

Exemple 1 : Détermination des régions pour la mesure de la Fraction
d’Anisotropie (FA), Méthode pour I'extraction des biomarqueurs
d'IRM
a) Acquisitions d'IRM du tenseur de diffusion

Une acquisition DTl comporte une acquisition pondérée en T2
(correspondant a un facteur b=0) et des acquisitions avec des gradients de
pondération en diffusion (b ~=1000 s/mmz). Pour appliquer le modéle du
tenseur, l'acquisition avec des gradients dans au moins 6 directions

différentes de l'espace a été nécessaire.

b) Prétraitements des images
Une série de prétraitement des données DTI brutes est effectuée a
I'aide du logiciel FSL (http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl/, Smith et al. 2004 [7]:

- correction des distorsions induites par les courants de Foucault
(avec la fonction « eddycorrect »). Cette correction a consisté a
recaler (recalage rigide) les volumes pondérés en diffusion sur le
volume pondéré en T2 comme décrit dans Jenkinson et al. 2002
[44].

- extraction du masque du cerveau en retirant du volume tous les
tissus hors cerveau (avec la fonction bet) comme décrit dans Smith
2002 [6¢6].

- Calcul des 3 valeurs propres (A1, A2 et A3) du modéle du tenseur
pour chaque voxel comme décrit dans Basser et al. 1996 [2]
permettant le calcul de la carte paramétrique d'anisotropie
fractionnelle (FA) (avec la fonction dtifit).
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En particulier, I'obtention des mesures de diffusion régionales a été
réalisée comme suite. Les calculs ont été effectués sur une station de
travail équipée d'un systeme d'exploitation Linux (Ubuntu 10.04 LTS).

L’acquisition IRM cérébrale a été réalisée par imagerie du tenseur
de diffusion comprenant un volume pondérée en T2 (correspondant a un
facteur b=0) et une série de volumes (au moins 6) pondéres en diffusion
(correspondant a un facteur b>0, typiquement b varie entre 500 et 1500
s/mm?. La série d'images pondérée en diffusion a été sauvegardé au
format image digital et communication en médecine (« Digital Imaging and
Communications in Medicine ») DICOM (http://medical.nema.org/) et
exportée sur une station de travail indépendante.

Les images (« Digital Imaging and Communications in Medicine »)
DICOM obtenues ont été en volume 4D au format NIFTI-1 (Cox et al. 2004
[12]) (nifti.nimh.nih.gov/nifti-1) a I'aide du logiciel dcm2nii (Rorden & Brett,
2000[13])
http://www.mccauslandcenter.sc.edu/mricro/mricron/dcmz2nii.html
ou du logiciel MRIconvert comme sulit :

Les fichiers DICOM a convertir étaient dans le dossier
~/DTI_DICOM et un terminal a été ouvert, la commande suivante a été
lancée :

dcm2nii ~/DTI_DICOM

ont ete alors écrit dans ce méme dossier, le fichier du volume 4D de
diffusion nommé dti4D.nii, le fichier nommeé dti4D.bval décrivant la valeur
du facteur b pour chaque direction de gradient et le fichier nommeé
dti4D.bvec décrivant les coordonnées des différentes directions de
gradient. Ces trois fichiers ont été déplacés dans un dossier dont le chemin
d’accés est ~/DTI_NII

Le calcul des cartes parametriques d'anisotropie fractionnelle (FA),
de diffusivité radiaire (RD), de diffusivité axiale (AD) et de diffusivité
moyenne (MD)) a été réalisé comme suit :
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Ce calcul a été effectué par un enchainement de procédures
implémentées dans le logiciel FSL (version 4.1) (Smith et al. 2004[14])
disponible gratuitement (http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl/)

. correction des distorsions induites par les courants de Foucault

Cette correction consiste a recaler (recalage rigide) les volumes
pondérés en diffusion sur le volume pondéré en T2 comme décrit dans
Jenkinson et al. 2002 [44], la commande suivante a été lancée :

eddy correct ~/DTI_NII/dti4D.nii ~/DTI_NII/corr_dti4D 0
le volume 4D corrigé est ~/DTI_NIl/corr_dti4D.nii.

. extraction du masque du cerveau

Cette étape consiste a retirer du volume tous les tissus hors cerveau
comme décrit dans Smith 2002 [66]. la commande suivante a été lancée :

bet2 ~/DTI_NIl/corr_dti4D.nii ~/DTI_NIl/brain_corr_dti4D -f 0.2 -m

Le fichier correspondant au volume 4D masqué est
~/DTI_Nll/brain_corr_dti4D.nii.

Le fichier correspondant au masque du cerveau binaire est
~/DTI_Nll/brain_corr_dti4D_mask.nii.

J Calcul des volumes de FA, MD, AD et RD
Il s'agit de calculer les 3 valeurs propres (A1, A2 et A3) du modéle du
tenseur pour chaque voxel comme décrit dans Basser et al. 1996 [2] et de
les combiner pour calculer les 4 paramétres d'intéréts, la diffusibilité axiale
ou AD (pour « axial diffusivity ») (AD = A1), la diffusibilité radiaire ou RD
(pour « radial diffusivity ») (RD = (A2+A3)/2), la diffusibilité moyenne ou MD
(pour « mean diffusivity ») (MD = (A1+A2+A3)/3) et |la fraction d'anisotropie
ou FA (pour « fractionnal anisotropy ») (FA = sqrt(1/2) * sqrt((A1-A2)?+( 11-
A3)2+( A2-A3)?) / sqrt(A12+A22+A.3%)). Pour ce faire la commande suivante a
eté lancee :
dtifit —data=~/DTI_NIll/brain_corr_dti4D.nii -
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out=~/DTI_NIl/dti_corr_dti4D --mask=~/DTI_NII/brain_corr_dti4D_mask
--bvecs=~/DTI_NII/ dti4D.bvec --bvals=~/DTI_NII/ dti4D.bval

Le fichier  correspondant au volume de FA  est
~/DTI_NIl/dti_corr_dti4D_FA.nii, Le fichier correspondant au volume de
MD est ~/DTI_NIl/dti_corr_dti4D_MD.nii, le fichier correspondant volume
de AD est ~/DTI_NIl/dti_corr_dtidD_L1.nii et le fichier correspondant le
volume de RD est ~/DTI_NIl/dti_corr_dti4D_Lt.nii.

A la fin de cette étape de prétraitement, chaque patient a été

caractérisé par une image représentant une carte de FA.

¢) Extraction des parametres régionaux

De maniere a comparer les cartes entre elles, les cartes de FA ont
été projetées dans un espace standard. Pour cela, les cartes de FA
individuelles ont été tout d'abord recalées par un recalage non-linéaire
FNIRT (« FMRIB's Non-linear Image Registration Tool ») [Andersson et al.
2007a, 2007b] dans un espace de référence caractérisé par une image de
référence calculée sur 58 sujets sains (FMRIB58 _FA). Pour ne tenir
compte que des valeurs maximales de FA le long des faisceaux, ces
valeurs locales maximales ont été projetées sur le squelette des principaux
faisceaux de FA (voir figure 1) suivant la méthode TBSS decrite dans
Smith et al. 2006 [8].

La figure 1 est une image représentant le squelette des principaux
faisceaux de FA superposé a l'image moyenne de FA sur 58 volontaires
sains. Comme représenté sur cette figure, on remarque clairement que ce
squelette représente les centres communs au groupe des principaux

faisceaux de matiére blanche dans le cerveau.

En particulier, les volumes paramétrigues ont été normalisés
spatialement comme suit :

Le volume de FA a été projeté dans un espace standard pour
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permettre l'extraction des parametres régionaux suivant la référence
spatiale de l'atlas utilisé pour définir les régions d'intérét. Pour cela, une
meéthode en quatre étape « tract-based spatial statistics » (TBSS) décrite
dans Smith et al. 2006 [88] a été utilisé. Un dossier informatique « tbss »
localisé ~/DTI_NIll/tbss dans lequel a été copié le fichier correspondant au
volume de FA dti_corr _dtidD_FA.nii a été crée. Avant de lancer les
proceédures, il a fallu se placer dans le dossier :cd ~/DTI_NIll/tbss
TBSS-1 : Prétraitements
Cette étape érode légerement les images et supprime la premiére et
derniére coupe du volume. Pour cela la commande suivante a été lancée :
tbss_1 preproc *
TBSS-2: Recalage non-linéaire - calcul de la transformation
Le volume de FA a éte recalé par un recalage non-linéaire FNIRT
(« FMRIB's Non-linear Image Registration Tool ») tel que deécrit dans
Andersson et al. 2007a [10], 2007b [11] dans un espace de référence
caractérise par une image de reference calculée sur 58 sujets sains
(FMRIB58_FA). Pour cela la commande suivante a éte lancée : tbss_2_reg
-T
TBSS-3: Recalage non-linéaire- Application de la transformation
La transformation précédemment calculée a été appliquée au
volume de FA. Le volume est projeté dans l'espace du MNI152 1x1x1Tmm.
Pour cela la commande suivante a éte lancée :
toss 3 postreg -T
Le fichier correspondant au volume résultant était
~/DTI_NIl/tbss/stats/all_FA.nii.
TBSS-4: Projection des valeurs sur le squelette de FA
Pour ne tenir compte que des valeurs maximales de FA le long des
faisceaux, ces valeurs locales maximales ont été projetées sur le squelette
des principaux faisceaux de FA. Pour cela, une carte des distances au
squelette de FA de reéférence a été calculée avant d'effectuer la projection
des valeurs tel que décrit dans Smith et al. 2006 [8]). Pour cela la
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commande suivante a éte lancée : tbss_4 prestats 0.2
Le fichier correspondant au volume des valeurs de FA sur le squelette était
~/DTI_NIl/tbss/stats/all_FA_skeletonised.nii.

Application de la transformation aux volumes AD, RD et MD

Le recalage non-linéaire et la projection sur le squelette de FA ont
été appliqgués de la méme maniére aux volumes de AD, RD et MD. Par
exemple, pour MD, un dossier dont le chemin d'accés est
~/DTI_NIl/tbss/MD a été crée dans lequel le fichier correspondant au
volume de MD dti_corr_dtidD_MD.nii a été copié et renommer en
dti_corr_dti4dD_FA.nii. A partir du dossier dont le chemin d'acces est
~/DTI_NIl/tbss, la commande suivante a été lancée : tbss_non_FA MD

Le fichier correspondant au volume des valeurs de MD sur le
squelette est ~/DTI_NIll/tbss/stats/all_MD _skeletonised.nii.

Le fichier correspondant aux volumes
~/DTI_Nll/tbss/stats/all_L1_skeletonised.nii et
~/DTI_Nll/tbss/stats/all_L1_skeletonised.nii ont été obtenus de la méme
maniere.

Par ailleurs, 20 régions d'intérét (ROIs) ont été définies sur la base de
I'atlas de 48 régions de matiére blanche construit a partir de données de
diffusion de 81 sujets sains (I'atlas 'ICBM-DTI-81' disponible dans le
logiciel fsl). Ces 20 ROIs ont été choisis par un college d'experts (2
neuroradiologues et 1 neuroréanimateur) en tenant compte de leur taille
(les petites ROls d'origines ont été éliminées ou fusionnées) et de leur
potentiel intérét diagnostic. Ces 20 régions d’intéréts sont représentées sur
la figure 2, elles sont indiquées par un numéro de 1 a 20 en fonction de la
coloration de I'image en corrélation avec I'échelle de dégrade. |l s’agit du
Pédoncule cérébelleux moyen indiqué 1 (ICBM #1), du tronc cérébral
antérieur indiqué 2 (ICBM #2,7,8), du tronc cérébral postérieur indiqué 3
(ICBM #9,10,11,12,13,14), du genou du corps calleux indiqué 4 (ICBM #3),
du tronc du corps calleux indiqué ( (ICBM #4), du splénium du corps
calleux indiqué 6 (ICBM #5), du pédoncule cérébral droit indiqué 7(ICBM
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#15), du pédoncule cérébral gauche indiqué 8 (ICBM #16), du stratum
sagittal droit indiqué 9 (ICBM #21,29,31,47), du stratum sagittal gauche
indiqué 10 (ICBM #22,30,32,48), du faisceau longitudinal supérieur droit
indiqué 11 (ICBM #41), du faisceau longitudinal supérieur gauche indiqué
12 (ICBM #42), du bras antérieur de la capsule interne droit indiqué 13
(ICBM #17), du bras antérieur de la capsule interne gauche indiqué 14
(ICBM #18), du bras postérieur de la capsule interne droit indiqué 15
(ICBM #19), du bras postérieur de la capsule interne gauche indiqué 16
(ICBM #20), de la capsule externe droite indiqué 17 (ICBM #33), de la
capsule externe gauche indiqué 18 (ICBM #34), de la couronne radiée
droite indiqué 19 (ICBM #23,25,27) et de la couronne radiée gauche
indiqué 20 (ICBM #24,26,28) sur la figure 2.

Les 20 paramétres régionaux de FA de chaque patient sont les
moyennes dans chaque ROl de la FA sur le squelette tel qu'obtenu dans le
fichier dont le chemin d’accés est
~/DTI_Nll/tbss/stats/all_FA_skeletonised.nii.

Les 20 parametres de MD, AD et RD ont été calculés de la méme
maniere.

Les inventeurs ont montré de maniére surprenante que l'utilisation de
ces ROls, c'est-a-dire la mesure de la FA dans ces régions permet, d'une
part, une évaluation locale des lésions et d'autre part, une comparaison
robuste entre acquisitions et/ou sujets.

Chaque patient a donc été caractérisé par plus de 20 paramétres de
FA (moyenne de la FA sur le squelette dans chaque ROI) refletant
I'intégrité régionale des faisceaux de matiere blanche. Ces paramétres ont
été extraits par masquage des cartes de FA projeté sur le squelette avec le
masque des 20 ROIls. Pour que ces parametres puissent étre
interprétables par rapport a un niveau normal de référence, la valeur de FA
mesurée dans chaque ROI est normalisée par rapport a une valeur
moyenne calculée sur une population de sujets sains, a savoir 10

individus, a partir de la méme machine et des mémes protocoles
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d’acquisition d’IRM. Cette normalisation permet également de comparer

les mesures d'une machine d’'IRM a une autre.

Evaluation des biomarqueurs
d) Populations et acquisitions
41 patients dans le coma aprés traumatisme cranien ont été admis
dans le service de neuro-réanimation de la Pitieé-Salpétriere. lls ont été
inclus dans I'étude s'ils remplissaient les critéres suivants :
1) nécessité d'une respiration mécaniquement assistée pour des
raisons neurologiques,
2) absence de réponse aux ordres simples au moment de la
signature du consentement légal par le représentant autorise, au
moins sept jours aprés l'accident
3) absence de réponse aux ordres simples non liée a
I'administration de sédatifs
4) état clinique général permettant le transport du patient
5) Compliance cérébrale permettant le maintien de la position
allongée pour l'acquisition IRM sans développement d'une

hypertension intra-cranienne

Des acquisitions d'IRM ont été réalisées sur ces patients a la phase
aigué du traumatisme (temps 1) c'est-a-dire environ trois semaines aprés
I'accident. La prise en charge de ces patients a suivi 'algorithme décrit
dans Lescot et al. 2008 [55]. Une évaluation clinique de ces patients a été
faite au moins 1 an aprés le traumatisme pour déterminer leur GOS
(Glasgow Coma Scale) permettant de les classer en deux groupes: 21
patients de pronostic favorable (GOS 4-5) et 20 de pronostic défavorable
(GOS 1-3). Une deuxieme acquisition IRM a long terme (>1 ans apres
I'accident) a été effectuée pour 18 des 41 patients (temps 2). Enfin, une
acquisition IRM a ete effectuée sur la méme machine chez 15 sujets

contréles pour permettre la normalisation des mesures de diffusion.
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Les détails des acquisitions IRM sont les suivants. Pour I'acquisition

des patients a la phase aigué (temps 1), ceux-ci étaient sous ventilation

mecanique et sédation (sufentanil (20-30 Ig/h) et propofol (100-200

mg/h)):

e machine IRM: GE Signa 1.5T

e séquence pondérée en diffusion 24 directions

TR/TE = 8,000/84,9 ms

24 directions; diffusion b value=700 s/mm
Epaisseur de coupe = 5 mm sans trou
27 coupes

Champ de vue = 32 x 32 cm?

Matrice 256 x 256

e séquence pondéré en diffusion 11 directions

TR/TE = 13,000/85,9 ms

24 directions; diffusion b value=900 s/mm
Epaisseur de coupe = 3 mm sans trou
47 coupes

Champ de vue = 28 x 28 cm?

Matrice 256 x 256

Toutes les acquisitions n'ont pas pu étre faites chez tous les patients.

Le tableau 1 montre le détail sur les 18 patients revus a la phase

consolidée, pour I'examen au temps 1, seule I'acquisition DTI 24 directions

a éte effectuée sur I'ensemble des 41 patients:
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Tableau 1
Patient | 11d tps1| 11d tps2 24d tps1 24d tps2 | Délai tps2-
tps1 (jours)
1 X X X X 612
2 X X X X 376
3 - - X X 1095
4 - X X X 1088
5 - X X X 1445
6 X X X X 457
7 - X X X 574
8 - X X X 1116
9 X X X X 746
10 X X X X 815
11 X X X - 887
12 X X X - 817
13 - X X X 1226
14 - X X X 1074
15 - - X X 1639
16 - X X X 1342
17 X X X - 614
18 X X X - 1017

Dans le tableau 1, les acquisitions faites sont représentés par (X) et
non faites par (-) pour les 18 patients inclus pour I'étude de suivi

longitudinal Les X indiquent les examens ot une méme acquisition a été

5 faite aux deux temps d'acquisition. Le délai en jours entre les deux

acquisitions est indiqué dans la derniére colonne.

e) Resultats
- Données DTI 24 directions des 41 patients a la phase aigué
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Les inventeurs ont extrait sur chacun de ces patients les 20 valeurs
de FA régionales que nous avons normalisées par rapport aux valeurs
contrOles. Les valeurs moyennes de ces mesures sur les deux groupes
(pronostic favorable et pronostic défavorable) sont représentées Figure 3.
Comme représenté sur cette figure, une baisse de FA a été mesurée : de
7% pour les patients de bon pronostic et de 18% pour ceux de mauvais
pronostic. La difféerence de baisse de FA entre les deux groupes a été
évalué statistiquement par le « two-sample t-test » avec p<0,05. Cette
évaluation a montré une différence significative pour toutes les régions.

La figure 3 décrit les valeurs moyennes des FA régionales
normalisées pour les deux groupes de patients (bons et mauvais
pronostic). Pour chaque région la valeur normale est a 1. Les régions sont
ordonneées par valeurs croissantes du groupe bon pronostic.

Les 20 mesures de FA régionales ont permis de quantifier la gravité
des Iésions de matiere blanche; plus les Iésions sont séveres au sens de la

FA, moins bon est le pronostic neurologique du patient.

- Données DTI 11 et 24 directions des 18 patients pour le suivi
longitudinal.

Les mesures de FA ont été calculées dans les 20 regions pour
chaque patient et chaque examen (11 et 24 directions, temps1 et temps2).
La distribution des différences temps2-temps1 en valeur absolue pour
chaque patient et chaque type d'acquisition est reportée figure 4. La figure
4 représente les différentes valeurs obtenues en fonction des différentes
régions a savoir: pédoncule cérébelleux moyen (MCP), tronc cérébral
antérieur (antBS), tronc cérébral postérieur (postBS), genou du corps
calleux (gCC), tronc du corps calleux (bCC), splénium du corps calleux
(sCC), pédoncule cérébral droit (CP_R), pédoncule cérébral gauche
(CP_L), stratum sagittal droit (SS_R), stratum sagittal gauche (SS_L),
faisceau longitudinal supérieur droit (SLF_R), faisceau longitudinal
supérieur gauche (SLF_L), bras antérieur de la capsule interne droit
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(ALIC_R), bras antérieur de la capsule interne gauche (ALIC_L), bras
postérieur de la capsule interne droit (PLIC_R), bras postérieur de la
capsule interne gauche (PLIC_L), capsule externe droite (EC_R), capsule
externe gauche (EC_R), couronne radiée droite (CR_R) et couronne
radiée gauche (CR_L). Un test de Student apparié a montré que ces
differences ne sont pas significativement différentes de 0 (p>0,1) quelle
que soit la région (résultats non fournis).

Cet exemple démontre donc, en l'absence de tout traitement
spécifique, qu'il n'y a pas de modification significative des mesures de FA
régionales entre une acquisition précoce et une acquisition en phase
consolidée pour des patients traumatisés craniens séveres.

Les résultats obtenus dans cet exemple démontrent donc clairement
que :

— les mesures de FA normalisées dans les 20 régions choisies sont
des biomarqueurs pertinents de la gravité neurologique des Iésions
aprés traumatisme cranien seveére.

— Les mesures de FA normalisées dans les 20 régions choisies
restent stables entre deux acquisitions a distance, c'est-a-dire a
difféerent temps, l'une a la phase aigué, l'autre a la phase
consolidée.

A la lumiére de ces deux conclusions, un procédé comprenant la
mesure de FA permet de mesurer l'efficacité de médicaments, par
exemple des neuroprotecteurs administrés dans le cadre de la pathologie
cerébrale aigué.

La moyenne des mesures de FA sur les 18 patients (temps 1 et 2
confondus) est m = 0,948 et |la variance est s = 0,006. Une hausse de cette
mesure de FA moyenne de 5% (soit d = 0,05*m = 0,047) avec une erreur
de type | de 5% et une puissance statistique de 80% (beta=20%) est
détecté lorsque le nombre de sujet par groupe (placebo et traité) est de n =
15.
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En outre, comme démontré dans cet exemple, le procédé de
'invention permet d’évaluer les effets de différents traitements, par
exemple neuroprotecteur ou activateur de la repousse neuronale ou
procédé non chimique. Il est utile, par exemple lors d’'études clinique de
phase llb (validation de la preuve de concept « proof of concept»). Le
procédé de linvention permet donc avantageusement une réduction
drastique du nombre de sujets a inclure pour affirmer ou infirmer I'efficacité
d’'un médicament par rapport aux études cliniques traditionnelles. Dans ce
type d’approche, une étude de phase lll ne sera mise en place que si une
efficacité sur le biomarqueur IRM a pu étre mise en évidence en phase llb.
Le procédé de l'invention permet donc de tester beaucoup plus de
molécules a un colt moindre. Il permet également aussi éviter d’exposer
des patients a des traitements inefficaces et de réduire le nombre de
patients recevant un placebo.

Exemple 2 : Evaluation d'une molécule candidate par mesure de la FA
régionale

- 2 groupes de n patients traumatisés cranien sévére, l'un traite,
l'autre placebo.

- Protocole de traitement en phase aigué (injection, ...) ou chronique

- Protocole d'imagerie pour suivre ['évolution: une acquisition
précoce puis acquisition a 3 mois, 6 mois, et/ou 1 an ou plus tardive
encore.

- Comparaison de la modification dans le temps des FA régionales
entre les deux groupes. Toute interaction significative signe
I'efficacité du traitement, si le groupe traité a des valeurs de FA qui
augmentent significativement dans le temps par rapport au groupe
placebo. Les mesures de FA faites dans le groupe placébo ne
varient pas dans le temps.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de suivi de [lefficacit¢ d'un traitement sur la
neuroprotection comprenant :

a) Mesure de la Fraction d’Anisotropie FA1 dans au moins une
région d'intérét du cerveau sur une image obtenue par
Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) du cerveau
d’'un patient avant ledit traitement,

b) Mesure de la Fraction d’Anisotropie FA; ladite au moins
une region d’intérét du cerveau sur une imagerie IRM du
cerveau dudit patient apres ledit traitement,

c) Comparaison des valeurs de Fraction d’anisotropie et
calcul d'un score (S) selon la formule suivante :

S = FA,/ FA4,
une valeur de S supérieure a 1,08 indiquant que le traitement est un

traitement neuroprotecteur et/ou stimulateur de la pousse neuronale.

2. Procédé selon la revendication 1 comprenant en outre une étape
d) de mesure de la diffusibilité axiale, de diffusibilité radiaire, de diffusibilité

moyenne, de coefficient apparent de diffusion.

3. Procédé selon la revendication 1 dans lequel les mesures de
Fraction d’anisotropie des étapes a) et b) sont effectuées dans au moins
une des régions d’intérét du cerveau choisie parmi le pédoncule
cérébelleux moyen (ICBM #1), le tronc cérébral antérieur (ICBM #2,7,8), le
tronc céreébral postérieur (ICBM #9,10,11,12,13,14) , le genou du corps
calleux (ICBM #3), le tronc du corps calleux (ICBM #4), le splénium du
corps calleux (ICBM #5), le pédoncule ceéerébral droit (ICBM #15), le
pédoncule cérébral gauche (ICBM #16), le stratum sagittal droit (ICBM
#21,29,31,47), le stratum sagittal gauche (ICBM #22,30,32,48), le
Faisceau longitudinal supérieur droit (ICBM #41), le faisceau longitudinal
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supérieur gauche (ICBM #42), le bras antérieur de la capsule interne droit
(ICBM #17) le bras antérieur de la capsule interne gauche (ICBM #18), le
bras postérieur de la capsule interne droit (ICBM #19), la Bras postérieur
de la capsule interne gauche (ICBM #20), le capsule externe droite (ICBM
#33), le capsule externe gauche (ICBM #34), la couronne radiée droite
(ICBM #23,25,27), la couronne radiée gauche (ICBM #24,26,28).

4. Procédé selon la revendication 1 ou 2 dans lequel les mesures de
fraction d’anisotropie des étapes a) et b) sont effectuées dans les régions
d’intérét du cerveau choisies parmi le pédoncule cérébelleux moyen (ICBM
#1), le tronc cérébral antérieur (ICBM #2,7,8), le tronc cérébral postérieur
(ICBM #9,10,11,12,13,14), le genou du corps calleux (ICBM #3), le tronc
du corps calleux (ICBM #4), le splénium du corps calleux (ICBM #5), le
pédoncule cérébral droit (ICBM #15), le pédoncule cérébral gauche (ICBM
#16), le stratum sagittal droit (ICBM #21,29,31,47), le stratum sagittal
gauche (ICBM #22,30,32,48), le Faisceau longitudinal supérieur droit
(ICBM #41), le faisceau longitudinal supérieur gauche (ICBM #42), le bras
antérieur de la capsule interne droit (ICBM #17) le bras antérieur de la
capsule interne gauche (ICBM #18), le bras postérieur de la capsule
interne droit (ICBM #19), la Bras postérieur de la capsule interne gauche
(ICBM #20), le capsule externe droite (ICBM #33), le capsule externe
gauche (ICBM #34), la couronne radiée droite (ICBM #23,25,27), la
couronne radiée gauche (ICBM #24,26,28).

5. Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes
dans lequel les mesure d’'anisotropie fractionnelle est réalisée sur une
image IRM d'un patient ayant subit une cérébrolésion dont traumatisme
cranien, hémorragie méningée anévrysmale, accidents ischémiques et

hémorragiques intraparenchymateux, anoxie cérebrale.
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6. Procédé selon la revendication 5 dans lequel la mesure de FA;
est réalisée sur une image IRM prise dans une période de 48h a 31 jours

suivant la cérébrolésion.

7. Procédé selon I'une quelconque des revendications préceédentes,
dans lequel la mesure de FA, est réalisée sur une image IRM prise dans

une période d’au moins un mois suivant la mesure de FA;.

8. Procédeé d’identification d’'une molécule candidate
neuroprotectrice et/ou stimulatrice la pousse neuronale comprenant :

a) Mesure de la Fraction d’Anisotropie FA1 dans au moins une
région d'intérét du cerveau sur une image obtenue par
Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) du cerveau
d’'un patient avant ledit traitement,

b) Mesure de la Fraction d’Anisotropie FA; ladite au moins
une region d’intérét du cerveau sur une imagerie IRM du
cerveau dudit patient apres ledit traitement,

c) Comparaison des valeurs de Fraction d’anisotropie et
calcul d'un score (S) selon la formule suivante :

S = FA,/ FA4,
une valeur de S supérieure ou égale a 1,08 indiquant que la molécule

candidate est neuroprotectrice et/ou stimulatrice de la pousse neuronale.

9. Procédé selon la revendication 8 dans lequel les mesures de
fraction d’anisotropie des étapes a) et b) sont effectuées dans au moins
une des régions d’intérét du cerveau choisie parmi le pédoncule
cérebelleux moyen (ICBM #1), le tronc cérébral antérieur (ICBM #2,7,8), le
tronc cérébral postérieur (ICBM #9,10,11,12,13,14) , le genou du corps
calleux (ICBM #3), le tronc du corps calleux (ICBM #4), le splénium du
corps calleux (ICBM #5), le pédoncule ceéerébral droit (ICBM #15), le
pédoncule cérébral gauche (ICBM #16), le stratum sagittal droit (ICBM
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#21,29,31,47), le stratum sagittal gauche (ICBM #22,30,32,48), le
Faisceau longitudinal supérieur droit (ICBM #41), le faisceau longitudinal
supérieur gauche (ICBM #42), le bras antérieur de la capsule interne droit
(ICBM #17) le bras antérieur de la capsule interne gauche (ICBM #18), le
bras postérieur de la capsule interne droit (ICBM #19), la Bras posterieur
de la capsule interne gauche (ICBM #20), le capsule externe droite (ICBM
#33), le capsule externe gauche (ICBM #34), la couronne radiée droite
(ICBM #23,25,27), la couronne radiée gauche (ICBM #24,26,28).

10. Procédé selon la revendication 8 dans lequel les mesures de
fraction d’anisotropie des étapes a) et b) sont effectuées dans les régions
d’intérét du cerveau choisies parmi le pedoncule cérebelleux moyen (ICBM
#1), le tronc cérébral antérieur (ICBM #2,7,8), le tronc cérébral postérieur
(ICBM #9,10,11,12,13,14) , le genou du corps calleux (ICBM #3), le tronc
du corps calleux (ICBM #4), le splénium du corps calleux (ICBM #5), le
peédoncule cérébral droit (ICBM #15), le pédoncule cérebral gauche (ICBM
#16), le stratum sagittal droit (ICBM #21,29,31,47), le stratum sagittal
gauche (ICBM #22,30,32,48), le Faisceau longitudinal supérieur droit
(ICBM #41), le faisceau longitudinal supérieur gauche (ICBM #42), le bras
antérieur de la capsule interne droit (ICBM #17) le bras antérieur de la
capsule interne gauche (ICBM #18), le bras postérieur de la capsule
interne droit (ICBM #19), la Bras postérieur de la capsule interne gauche
(ICBM #20), le capsule externe droite (ICBM #33), le capsule externe
gauche (ICBM #34), la couronne radiée droite (ICBM #23,25,27), la
couronne radiée gauche (ICBM #24,26,28).

11. Procédé selon I'une quelconque des revendications 8 a 10 dans
lequel les mesure d’anisotropie fractionnelle est réalisée sur une image
IRM d’un patient ayant subit une cérébrolésion dont traumatisme créanien,
hémorragie meéningée aneévrysmale, accidents ischémiques et

hémorragiques intraparenchymateux, anoxie cérébrale
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12. Procédé selon la revendication 8 dans lequel la mesure de FA;4
est réalisée sur une image IRM prise dans une période de 48h a 31 jours
suivant la cérébrolésion.

13. Procédé selon I'une quelconque des revendications 8 a 12, dans
lequel la mesure de FA; est réalisée sur une image IRM prise dans une

période d’au moins un mois suivant la mesure de FA;.
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