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Mots clés Résumé

¢ Neurochirurgie Le traitement de premiére ligne des tumeurs cérébrales ou des lésions épileptogenes est |’exérese neurochirur-
+ Imagerie Optique gicale. L’étendue de la résection est directement corrélée a la survie sans progression, a la survie globale ainsi
+ OCT plein champ qu’au controle epllePthue ’che,z les patients souffrapt de lésions cérébrales. Or, a,l’heure actuelle, aucun outil
ne permet de connaitre précisement et en temps réel la nature du tissu rencontré lors d’une chirurgie oncolo-
gique : tissu sain, infiltré ou tumoral ?
L’imagerie optique a connu de grands développements durant la fin du XXéme siecle et le début du XXleme
siécle permettant désormais d’acquérir des informations sur le tissu abordé lors d’un acte chirurgical avec une
résolution de U'ordre du micrométre et en temps réel. Elle devrait donc pouvoir guider le chirurgien durant
I’exérése tumorale afin de retirer la majorité du tissu pathologique tout en respectant le tissu sain. Cet article
résume U'expérience du Centre Hospitalier Sainte Anne en imagerie optique avec deux techniques complémen-
taires : ’analyse de la fluorescence endogéne du tissu apres excitation bi-photonique en collaboration avec le
laboratoire IMNC et la tomographie par cohérence optique plein champ en collaboration avec Uinstitut Langevin.
Tout tissu biologique peut émettre de la fluorescence grace a la présence de plusieurs molécules endogénes
capable d’émettre un signal de fluorescence apres excitation lumineuse : les fluorophores endogenes. L’analyse
de cette fluorescence « naturelle » des tissus permet d’obtenir des images de résolution cellulaire sans avoir
recours a un marqueur exogene. L’acquisition de cette fluorescence endogene peut se faire via un microscope
conventionnel ou via un endomicroscope fibré, qui peut s’insérer plus facilement dans le champ opératoire.
Différents contrastes ont pu étre analysés par microscopie de fluorescence sous excitation non linéaire : 4 con-
trastes d’imagerie différents : spectrale, temps de vie de fluorescence, signal de la génération de la seconde
harmonique et fluorescence. Cette multimodalité est trés importante pour fournir une réponse fiable et surtout
reproductible. L’analyse de la fluorescence endogéne sur des échantillons tumoraux fixés puis frais a montré
qu’il existait des différences significatives entre le tissu tumoral et le tissu sain.
La tomographie par cohérence optique plein champ permet d’obtenir, de nouveau sans aucun marqueur exté-
rieur, une image de résolution micrométrique semblable a celle obtenue par la fixation a ’Hématoxyline-Eosine.
Un endomicroscope a été développé afin de permettre au chirurgien d’obtenir en temps réel des images micros-
copiques du champ opératoire et donc d’étre guidé durant son geste.
La combinaison de ces méthodes semble étre la clé pour guider de facon fiable et rapide le chirurgien. L’image-
rie optique doit désormais concrétiser au bloc opératoire les promesses entrevues afin d’améliorer la précision
du geste neurochirurgical.

¢ Microscopie bi-
photonique
¢ Epilepsie

Keywords Abstract

¢ Neurosurgery The first-line treatment of cerebral tumors or low-grade epilepsy-associated neuroepithelial tumors starts by
¢ Optical imaging surgical resection. The extent of resection is related to progression free survival and overall survival for patients
+ Full field OCT suffering from brain tumors, and to the seizure control in patients harboring low-grade epilepsy-associated neu-
roepithelial tumors. Nowadays, no operative tool allow to know precisely and in real time the tissue’s nature

Bi-ph i
¢ Bi-photon microscopy during glioma resection: healthy tissue, infiltrated tissue or tumor? Optical imaging has developed significantly

¢ Epilepsy
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at the end of the 20th century and at the beginning of the 21st century: it is possible to obtain information
about the tissue’s nature with a micrometric resolution and fast acquisition. Concerning surgical oncology, opti-
cal imaging seems able to guide the surgeon during tumor resection, in order to remove pathological tissue while
respecting healthy tissue. This article summarizes the experience of the Sainte Anne Hospital in optical imaging
with two complementary methods: the tissue endogenous fluorescence analysis with two-photon microscopy in
collaboration with the IMNC laboratory and the full field optical coherence tomography in collaboration with the

Langevin Institute.

Endogenous fluorescence is obtained without any dye: the biological tissues possess naturally fluorescent mole-
cules. Endogenous fluorescence analysis can be realized with two-photon microscopy: it allows to obtain 4 dif-
ferent optical contrasts: spectral imaging, fluorescence lifetime, second harmonic generation signal and fluores-
cence. This optical imaging method exhibits a fast acquisition time and a micrometric resolution. Endogenous
fluorescence analysis of fixed fresh human brain samples showed that there were significant differences be-

tween tumor and healthy tissue.

Full field optical coherence tomography gives access, without any dye,
to an image of micrometric resolution similar to the slide obtained
after Hematoxylin-Eosin staining. An endomicroscope was developed
that can fit into the operating room to deliver microscopic details on
the tissue in real time.

Combining these methods will be the key to help the surgeon in a
reliable and fast manner. Optical imaging has to the potential to over-
come previous limit and to increase the quality of surgeon’s acts.

Les tumeurs cérébrales malignes sont parmi les pathologies
présentant le pronostic le plus réservé : leur taux de survie a
10 ans n’est que de 28,8 % et de 2,6 % pour la tumeur maligne
la plus fréquente, le glioblastome (1). Parallelement a ces
tumeurs trés agressives, les lésions bénignes associées a |’épi-
lepsie sont responsables d’une épilepsie pharmacorésistante
altérant significativement la qualité de vie des patients (2,3).
Dans les deux situations, la prise en charge de référence dé-
bute par une exérese chirurgicale la plus large possible du
tissu malade tout en respectant le tissu cérébral sain, haute-
ment fonctionnel. Les glioblastomes sont des tumeurs infil-
trantes avec des cellules tumorales retrouvées a plus d’un
centimetre de la lésion visualisée sur imagerie pré-
opératoire (4), illustrant la difficulté de réséquer la totalité
de la tumeur tout en respectant le tissu cérébral sain haute-
ment fonctionnel. En effet, a "heure actuelle, aucun outil
chirurgical ne permet de connaitre la nature du tissu rencon-
tré : sain, infiltré ou tumoral. Or Uceil du chirurgien ne sau-
rait suffire malgré ’aide du microscope opératoire. A ’heure
actuelle, seul U’examen anatomopathologique extemporané
renseigne le chirurgien sur la nature histologique du tissu :
celui-ci est cependant long en pratique clinique, plus d’une
demi-heure le plus souvent, peut étre faussé par le polymor-
phisme tumoral et rend inutilisable les prélévements inclus
dans ’analyse. Il est donc nécessaire de développer des ins-
truments pouvant guider le chirurgien au bloc opératoire afin
de réaliser une exérese la plus précise possible de la lésion
tumorale sans endommager le tissu sain voisin.

Plusieurs outils ont été développés pour assister le neurochi-
rurgien durant U’exérése tumorale. Le gold standard reste la
neuronavigation mais ’échographie per-opératoire ou U'IRM
per-opératoire deviennent de plus en plus courantes. Toute-
fois ces outils ne permettent pas de délimiter précisément les
berges de l’exérése. La microscopie de fluorescence est donc
une solution proposée depuis la fin des années 1990 (5). Cette
technique nécessite que le patient recoive de U’Acide 5-
Aminolevulinique (5-ALA) avant l’opération. Le 5-ALA est spé-
cifiquement absorbée et métabolisée en Protoporphyrine IX
(PpIX) dans les cellules tumorales, ou elle s’accumule. Le PpIX
est une molécule fluorescente : un microscope chirurgical
équipé d’un filtre adéquat permet de guider U’exérese vers les
zones de forte densité cellulaire tumorale. Cette technique
permet d’accroitre significativement le taux d’exérese tumo-
rale et le taux de survie sans récidive, toutefois la sensibilité
est encore trop faible pour identifier correctement les marges
tumorales au niveau desquelles la densité cellulaire est plus
faible (6,7).

De plus, l'utilisation d’un marqueur externe induit certaines
limites inhérentes a tout marqueur : faux négatifs et faux
positifs ainsi qu’au patient : contre-indications, effets secon-

daires. Quant aux outils développés pour ’analyse a l’échelon
cellulaire, il s’agit principalement de microscopes confocaux
qui ne permettent d’exploiter qu’un seul contraste optique
(8). Or il existe des techniques d’imagerie optique donnant
acces a différents contrastes optiques en temps réel et a
I’échelle du micron sur les tissus biologiques, sans nécessité
de marqueur externe (9).

Le but de cet article est de présenter "expérience du Centre
Hospitalier Sainte Anne dans le développement et U’utilisation
de deux techniques d’imagerie optique ne requérant aucun
marquage préalable : 'analyse de la fluorescence endogene
du tissu aprés excitation bi-photonique (en collaboration avec
le laboratoire IMNC : Imagerie et Modélisation en Neurobiolo-
gie et Cancérologie) et la tomographie par cohérence optique
plein champ (en collaboration avec l’équipe de UlInstitut Lan-
gevin et de LLTech).

Analyse de la fluorescence endogéne du
tissu cérébral humain apres excitation bi-
photonique

Contexte

La fluorescence a un photon est la propriété que possédent
certaines molécules, les fluorophores, d’absorber de l’énergie
lumineuse et de la réémettre rapidement sous forme de
rayonnement de longueur d’onde plus grande. Il existe dans
tout tissu biologique des fluorophores endogénes qui, excités
a la longueur d’onde adéquate, émettent de la fluorescence.
Apres des travaux sur un modele murin 10, cing fluorophores
ont été sélectionnées pour étudier la fluorescence endogéne
du cerveau humain : 1/le Nicotinamide Adénine Dinucléotide
dans sa forme réduite (NADH), 2/la Flavine Adénine Dinucléo-
tide (FAD), 3/les Lipopigments, 4 et 5/deux groupes distincts
de Porphyrine (Porphyrine | et Porphyrine Il). La fluorescence
endogéne du tissu cérébral humain est une propriété intrin-
seque du tissu : il n’y a donc pas besoin d’utiliser un mar-
queur externe, source de biais et de potentielles complica-
tions.

Afin d’étudier la fluorescence tissulaire en per-opératoire, la
technique la plus fréquemment employée est la microscopie
confocale, qui ne donne acces qu’a un seul type de contraste
optique, a une profondeur de pénétration dans les tissus bio-
logiques trés limitée et qui nécessite d’illuminer tout le tissu
analysé. Cependant, depuis le début du XXeme siecle, la mi-
croscopie bi-photonique s’est imposée comme la méthode de
choix pour analyser les tissus biologiques : elle donne accés a
différents contrastes optiques, pénétre plus profondément
dans le tissu et réduit les risques de phototoxicité et photo-
blanchiment. Un outil chirurgical bi-photonique pourra fournir
des informations sur la nature du tissu rencontré au cours
d’une intervention a ’échelon cellulaire et sans rencontrer
les mémes difficultés que les outils d’architecture confocale.
Le but du travail mené en collaboration avec le laboratoire
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IMNC est d’étudier pour la premiere fois la fluorescence endo-
gene produite par des échantillons, fixés puis frais, de tumeur
cérébrale humaine sur deux plateformes optiques : conven-
tionnelle et bi-photonique du laboratoire IMNC, et de confron-
ter les résultats avec des échantillons controles appropriés.

Matériel

Les échantillons fixés de méningiome provenaient de la tumo-
rotheque du Service de Neuropathologie du Centre Hospitalier
Sainte Anne. Les échantillons biologiques frais provenaient de
patients adultes nouvellement opérés au sein du service de
Neurochirurgie du Centre Hospitalier Sainte Anne. Le (Comité
de Protection des Personnes) CPP Ile de France Il a donné son
accord pour ce protocole (N°XXX). Les échantillons représen-
taient les trois tumeurs cérébrales les plus fréquentes : glio-
blastomes, métastases et méningiomes. Le groupe contréle
était divisé en deux parties : cortex macroscopiquement sain
provenant de chirurgie de ’épilepsie pour les glioblastomes et
les métastases et dure-meére saine pour les méningiomes.

Une premiere plateforme optique était présente au sein du
Service de Neuropathologie du Centre Hospitalier Sainte
Anne : cette plateforme fonctionnait avec deux diodes lasers
a 375 nm et a 405 nm et permettait d’acquérir deux con-
trastes optiques complémentaires différents par voie fibrée :
1/la spectroscopie et 2/la mesure de la durée de vie de la
fluorescence. Ayant servi pour le modeéle murin, la plateforme
de référence était située a moins de 200 metres du bloc opé-
ratoire afin d’assurer un état des échantillons le plus proche
possible de l’in vivo.

La deuxieme plateforme optique se situait dans le laboratoire
IMNC a Orsay. Cette derniére était munie d’un microscope
multimodal et d’un laser femtoseconde accordable sur une
large bande spectrale. L’imagerie était donc multimodale : 1/
spectrale, 2/de la durée de vie de la fluorescence (FLIM), 3/la
fluorescence sous excitation mono et bi-photonique et 4/la
génération de la seconde harmonique (SHG). Les échantillons
frais de tissu cérébral humain étaient transportés par un cour-
sier dédié jusqu’a cette plateforme (délai moyen de 90 mi-
nutes).

Figure 1. Echantillon fixé de ménin-
giome grade Il. Comparaison entre les
images obtenues par la plateforme
biphotonique en A et le gold-standard
histologique (fixation a ’Hématoxyline-
Eosine) en B.

De haut en bas :

A/Echantillon de méningiome avec
délimitation de la zone d’intérét,
Echelle : 500 pm ; Image de fluores-
cence biphotonique (rouge) et signal de
seconde harmonique (vert), Echelle :
100 pm ; Grossissement de ’image
précédente permettant de retrouver
des enroulements concentriques de
collagene et des psammomes, Echelle :
10 pm ; Image en 3 dimensions d’une
fibre de collagéne (vert), Echelle : 10
pm.

B/Coupe histologique macroscopique,
Echelle : 500 um ; Image miroir de la
zone d’intérét explorée en fluores-
cence biphotonique apreés fixation a
I’Hématoxyline-Eosine, Echelle : 100
pm ; Grossissement de l’image précé-
dente permettant de confirmer la
présence des enroulements concen-
triques de collagéne et des psam-
momes, Echelle : 10 um ; La fibre de
collagene précédemment explorée en 3
dimensions, Echelle : 10 pm.

Résultats

Corrélation entre les images obtenues sur la plateforme
bi-photonique et le gold-standard histologique

L’analyse d’échantillons fixés de méningiome a permis de : 1/
s’assurer de la présence des fluorophores d’intérét au sein du
tissu humain pathologique, 2/de corréler les images anatomo-
pathologiques de référence (fixation a ’Hématoxyline-Eosine)
et les images de fluorescence endogene et de seconde harmo-
nique, 3/de mettre en lumiére la relation entre le grade OMS
du méningiome et Uintensité de la fluorescence détectée (11)

(Fig 1).

Exemples représentatifs des différents types tumoraux
étudiés sur la plateforme biphotonique

L’étude de la cohorte de tissu cérébral humain frais a com-
porté 16 glioblastomes, 14 métastases et 8 méningiomes. Le
groupe controle était constitué de 11 échantillons corticaux
provenant de chirurgie de ’épilepsie et 5 échantillons de dure
-mére saine. Cette étude a révélée : 1/ que "excitation sur la
plateforme bi-photonique n’entrainait pas de lésion macros-
copique sur les échantillons frais, 2/ qu’il existait des diffé-
rences significatives entre tumeurs et échantillons controles
en terme d’intensité de fluorescence (significativement plus
faible pour les tumeurs que pour le groupe controle) et de
temps de vie de fluorescence (significativement plus long
pour les tumeurs que pour le groupe contréle), 3/que les
images de fluorescence endogéne sont facilement exploi-
tables par les neuropathologistes car proches des images his-
tologiques de référence et 4/que le développement, actuelle-
ment en cours, d’un endomicroscope opératoire bi-
photonique devrait permettre de distinguer le tissu sain du
tissu infiltré a U’échelon intra-cellulaire et en peropératoire
(12) (Fig 2).
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La tomographie par cohérence optique
plein champ

Contexte

La tomographie par cohérence optique a été développée au
début des années 1990 (13). Il s’agit d’un « échographe lumi-
neux » : ’analyse du trajet parcouru par un signal lumineux
dirigé vers un tissu biologique permet d’obtenir des détails
sur U'architecture de ce dernier. Actuellement, la tomogra-
phie par cohérence optique est couramment utilisée en oph-
talmologie. Cependant de nombreux groupes travaillent sur
’adaptation de la tomographie par cohérence optique pour
d’autres applications telles que ’imagerie optique per opéra-
toire. L’équipe de UInstitut Langevin et de LLTech a dévelop-
pé un type particulier de tomographie par cohérence op-
tique : la tomographie par cohérence optique plein champ
(14). Le principe est d’obtenir une image de résolution micro-
métrique de la piéce biologique afin d’avoir acces en temps
réel a des informations tres proches de celles obtenues par le
gold-standard de neuropathologie, I’étude au microscope de

Figure 2. Echantillons frais. Comparaison entre le gold-standard histologique
(fixation a l’Hématoxyline-Eosine) et les images obtenues sur la plateforme
biphotonique. A/Echantillon de cortex provenant d’une chirurgie de ’épilep-
sie ; B/Echantillon de glioblastome ; C/Echantillon de métastase cérébrale et
D/Echantillon de méningiome. Echelle : 100 pm.

lames fixées avec de |’Hématoxyline-Eosine. Cet outil de sur-
face semble donc pouvoir renseigner sur la nature histolo-
gique du tissu en temps réel.

Le but du travail mené en collaboration entre le Centre Hospi-
talier Sainte Anne et ’équipe de Ulnstitut Langevin et de
LLTech explorait donc les possibilités de la tomographie par
cohérence optique plein champ, tout d’abord a ’aide d’un
microscope utilisable dans le laboratoire de neuropathologie
puis grace a un endoscope pouvant étre utilisé in vivo.

Matériel

Le microscope de tomographie par cohérence optique plein
champ était basé sur une architecture dite d’interférometre
de Linnik. Une lampe halogene éclairait ’échantillon via l’ob-
jectif a immersion avec une longueur d’onde centrale de 700
nm. Le signal renvoyé par le tissu était extrait via un logiciel
dédié. Les images natives faisaient un mm?2 avec une résolu-
tion axiale d’un micrometre puis étaient rattachées ensemble
via le logiciel LLTech dédié afin de couvrir un champ de vue
plus large.

L’endoscope opératoire est une adaptation du microscope qui
fonctionne avec un logiciel propre. Son optique fait 200 mm
de long pour 5 mm de diameétre. La résolution axiale est de
six micrometres avec un champ de vue d’un millimetre de
rayon. La fréquence d’image varie de 1 a 10Hz.

Les échantillons murins provenaient de ’équipe de Uinstitut
Langevin et de LLTech.

Les échantillons biologiques frais provenaient de patients
adultes nouvellement opérés au sein du service de Neurochi-
rurgie du Centre Hospitalier Sainte Anne. Cette étude étant
une preuve de concept, ’échantillonnage était le plus large
possible (tissus provenant de chirurgie de |’épilepsie ou d’exé-
rése tumorale).

Résultats

Coupe d’hippocampe obtenue via le microscope de to-
mographie par cohérence optique plein champ

L’étude préliminaire menée via le microscope de tomographie
par cohérence optique plein champ a permis de confirmer la
résolution de Uoutil sur des tissus cérébraux humains. Les
neuropathologistes ont pu facilement travailler avec les
images obtenues car proches de celle du gold standard histo-
pathologique. Les fibres blanches, les structures vasculaires,
le type de cellules étaient reconnaissables. Les détails fins
des noyaux cellulaires apparaissaient en négatif sur les images
obtenues (15) (Fig 3).

Concordance entre une coupe histologique de cerveau
murin et les images obtenues avec |’endoscope

L’endoscope opératoire a été testé sur des échantillons de
cerveaux murins : la vitesse d’acquisition autorise un travail a
main levé prudent, c’est-a-dire que l’endoscope peut pro-
duire des images OCT quasiment en temps réel. La résolution
permet de reconnaitre les principales structures d’une
tranche de cerveau murin (16) (Fig 4).

Perspectives

L’imagerie optique semble étre une technique prometteuse
pour offrir les caractéristiques nécessaires a une utilisation au
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bloc opératoire : la vitesse d’acquisition est élevée, les neu-
ropathologistes peuvent facilement travailler avec les don-
nées obtenues, les différents types tissulaires sont différen-
ciables avec ces techniques. La distinction entre des berges
infiltrées et la tumeur solide étant la situation la plus diffi-
cile, il semble judicieux d’associer les différentes solutions
d’imagerie optique afin d’avoir acces a la fois aux données
structurelles et aux données métaboliques de [’échantillon
analysé. Cette étape de preuve de concept doit donc désor-
mais ouvrir a la validation in vivo de ces outils
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Figure 3. Coupe d’hippocampe
obtenue lors d’une chirurgie de
’épilepsie analysé a ’aide du
microscope de tomographie par
cohérence optique plein champ. De
gauche a droite et de haut en bas :
Neurones pyramidales de la couche
4 de la corne d’Ammon (fixation
Hémalun et Phloxine), Echelle : 40
pum ; Image miroir en tomographie
par cohérence optique plein
champ, Echelle : 40 pm ; Couche
granulé du gyrus denté (fixation
Hémalun et Phloxine), Echelle : 80
um ; Image miroir en tomographie
par cohérence optique plein
champ, Echelle : 80 pm. Image
macroscopique de la coupe d’hip-
pocampe, Echelle : 900 um.
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