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Lanatomopathologie est une spécialité médicale qui s’at-
tache a examiner la structure microscopique des tissus et
des cellules qui les composent afin de repérer des anomalies
liées a une situation pathologique. Cet examen nécessite de
réaliser un prélévement tissulaire a partir duquel est effec-
tué une section de quelques micrométres d’épaisseur qui
est déposée sur une lame de verre et colorée pour pouvoir
étre examiné au microscope. Ce processus nécessite que
du matériel biologique soit consommé car déposé sur une
lame de verre, prend de 20 minutes (en version accélérée)
a24h et nécessite un travail de préparation de ’échantillon
(congélation ou inclusion en paraffine). Nous décrivons ici
une alternative émergente, non destructive, utilisant la
diffusion Raman cohérente et qui permet de générer des
images de qualité histologique en tempsréel et sans aucune
préparation de I’échantillon.

L'anatomopathologie, ou histopatho-
logie, est une spécialité médicale qui
sattache a examiner la structure mi-
croscopique des tissus et des cellules
qui les composent afin de repérer
des anomalies liées a une situation
pathologique. Elle est en particulier
primordiale dans le domaine de l'on-
cologie avec pour objectif détablir le
diagnostic dune tumeur ainsi que den
évaluer les principaux facteurs d'agres-
sivité contribuant ainsi a la décision
thérapeutique. Le protocole standard
nécessite de prélever un échantillon de
tissu (biopsie ou piece opératoire) qui
est fixé dans du formol puis inclus dans
un bloc de paraffine afin de pouvoir ré-
aliser une section de quelques micro-
metres dépaisseur qui est déposée sur
lame et verre avant détre marquée par
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des colorants ayant une affinité préfé-
rentielle pour les noyaux des cellules
(P’hématoxyline - H), les corps cellu-
laires (léosine - E) ou le collagene (le
safran). Le résultat est une coupe colo-
rée (Figure 1) pouvant étre directement
observée au microscope par un anato-
mopathologiste qui pourra établir un
diagnostic sur son caractere patholo-
gique. Reconnue au niveau interna-
tional comme le « gold standard » du
diagnostic des cancers, cette discipline
mobilise en France 1600 anatomopa-
thologistes (chiffre 2021) épaulés de
nombreux techniciens. Le protocole
standard (fixation au formol et inclu-
sion en paraffine) nécessite entre 12h
et 24h de préparation pour obtenir une
image de bonne qualité. Une version
accélérée (congélation de léchantillon)
nécessite 20-40 minutes, et estappelée

Texamen extemporané car il s'agit
d'une approche utilisée au cours del'in-
tervention chirurgicale pour faire un
retour immédiat au chirurgien sur le
caractere cancéreux d'un tissu fraiche-
ment excisé. Elle donne cependant des
coupes de qualité dégradées par rap-
portau protocole standard. Par ailleurs
lanatomopathologie est une technique
fondamentalement consommatrice
de matériel biologique car Iéchantil-
lon coloré sur lame de verre ne peut
pas étre réutilisé pour effectuer un
traitement plus approfondi comme
lidentification de modifications pro-
téiques (par marquage immunolo-
gique) ou génétiques (par séquencage
de 'ADN et de 'ARN). Développer une
technique histologique alternative
rapide et ne nécessitant ni prépara-
tion ni consommation d'un matériel
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Figure 1. Coloration standard HES (Hématoxyline-Eosine-Safran) d’'une section de cortex

cérébral normal. 'hématoxyline est un colorant basique bleu ayant une affinité pour les éléments
cellulaires chargés négativement comme les noyaux (*). Léosine est un colorant acide rose ayant
une affinité pour les éléments chargés positivement comme les cytoplasmes (fleche). Le safran
colore le tissu conjonctif (visualisé en surface au niveau de la méninge).

biologique précieux serait un réel progres
donttireraient profils patients, chirurgiens
et praticiens hospitaliers.

LE PROCESSUS RAMAN STIMULE

Contrairement a 'absorption infra-rouge
qui permet d’adresser directement les
niveaux vibratoires des molécules par ab-
sorption direct de rayonnement dans la
gamme de longueurs dondes 50pm -3um
[300cm?, 3000cm™], le processus Raman
stimulé utilise la différence de fréquence
entre deux ondes optiques moyen infra-
rouge pour entrer en résonance avec les

modes vibratoires des molécules. La fi-
gure 2 précise la situation expérimentale
ou deux ondes optiques sont incidentes
sur une molécule dont le mode vibratoire
est Q. La premiére onde, dite pompe, de
fréquence interagit avec la deuxiéme onde,
dite Stokes, dont la fréquence vérifie ws =
®, - Qg; de telle sorte que la différence de
fréquence entre les ondes pompe et Stokes
soit égale au mode vibratoire moléculaire,
wp—wg= Q. Cette condition de résonance
est nécessaire pour activer un ensemble de
mélanges a quatre ondes faisant intervenir
la matiére par l'intermédiaire dela o o o

Figure 2. Le processus Raman stimulé : deux ondes incidentes dites pompe et Stokes, dont la
différence de fréquence optiques est Q, interagissent par ‘mélange a quatre ondes’ avec une
liaison chimique de fréquence vibrationnelle Q; et donnent naissance aux processus SRG (stimu-
lated Raman gain) et SRL (stimulated Raman loss) Le processus SRG crée du gain sur le faisceau
Stokes alors que le processus SRL crée des pertes sur le faisceau pompe.

Pompe
e \W
Stokes

wy — Qg = wg
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SRS CH, - SRS CH, SHG SRH H&E

Glioma

Metastatic
Adenocarcinoma

susceptibilité non linéaire dordre trois Figure 3. Histologie Raman stimulée (SRH) d'échantillons de gliome et d'adénocarcinome

x? [1]. Le processus qui nous intéresse métastatique du cerveau. En SRH lacquisition simultanée des images correspondants aux liaisons
ici est le Raman stimulé, ou SRS pour chimiques CH, (a-f), CH ainsi que (SHG - second harmonic generation) (c-h) (révélant le collagéne)
‘stimulated Raman scattering’ qui af- sont colorées virtuellement pour générer des images SRH (d-i) qui rapportent des informations trées
fecte les ondes incidentes pompe et similaires a l'histologie standard (e-j) utilisant 'hématoxyline et [éosine. La force de 'image SRH
Stokes en modifiant leur intensité. provient de l'aptitude de la différence des images CHs-CH, (b-g) a révéler les noyaux des cellules (b-g).
Le processus SRG, pour ‘stimulated Taille desimages 200um x 200um.

Raman gain’ active la polarisation non
. 20O .8 .

linéaire P (csrg) = X9 (0sra; 0Op, = s, @05

):Ep Eg Ep qui rayonne a wg = wp — wp +
wp. On peut montrer que le champ
SRG rayonné interfére constructive- | Figure 4. L'imagerie SRH permet d'identifier les principaux types de tumeurs cérébrales.

ment avec le champ Stokes incident

Barre d’échelle : 50um

Metastatic squamous cell
carcinoma

ey o o i i 4

Diffuse large B cell Pituitary adenoma Metastatic
lymphoma adenocarcinoma
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pour en augmenter son intensité, dou la
terminologie ‘stimulated Raman gain’. Le
processus SRL, pour ‘stimulated Raman
loss’ est symétrique du processus SRG, il
active la polarlsatmn B (a)SRL) X (srr;
g, — Wg, Wp): A qui rayonne a wp = wg
- s + wp. On peut montrer que le champ
SRL rayonné interfére destructivement
avec le champ pompe incident pour en

diminuer son intensité, dou la terminolo-
gie ‘stimulated Raman loss’ (voir Fig. 1Db).
Le lecteur trouvera une présentation plus
compleéte dans [2].

Lhistologie Raman stimulée, ou SRH pour
‘stimulated Raman histology’ consiste a
imager les liaisons chimiques CH, et CH;,

\I

Laser, Cprticue, Photorigus
li\mn nep & Hyporitdoguences

EE FORMATION

Sensibilisation a la
Sécurité Laser

MICROSCOPIE SRS
(STIMULATED RAMAN SCATTERING)

La détection SRS est trés différente d’une détection de
fluorescence. Il s’agit de détecter le gain Algz ou perte Algg
des faisceaux pompes et Stokes aprés ’interaction SRS avec
I’échantillon (Figure (a)). En pratique ces gains et pertes
lsre | » |Blsee | + 104, 10, Pour
Is I
atteindre une telle sensibilité on module un des faisceaux en
amplitude a une radio fréquence f,, suffisamment grande pour
s’affranchir des bruits mécaniques, typiquement f,, > 1Mhz. Dans
lafigure (b) on a choisi dillustrer le cas ou c’est le faisceau pompe
qui est modulé a la fréquence f,,, la microscopie SRS consiste a
focaliser les faisceaux pompe et Stokes sur I’échantillon et a
détecter le transfert de modulation du faisceau pompe modulé vers
le faisceau Stokes non modulé. Pour cela on utilise une photodiode
et un amplificateur a détection synchrone et on détecte Al a la
fréquence f,,. Limage SRS est reconstruite en mesurant AISRG par
balayage spatial des faisceaux pompe et Stokes sur I’échantillon a
l’aide de miroir galvanométriques [3].

Grace a I'e-learning, vos
collaborateurs explorent en
toute autonomie les pratiques
essentielles leur permettant de
travailler en sécurité dans une
zone de danger laser.
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dans les tissus par SRS (le principe de
la détection SRS est précisé dans len-
cart 1). Les liaisons CH, se localisent
plutdt dansles cytoplasmes cellulaires
et dans les amas lipidiques tandis que
les liaisons CH3 sont présentes dans
les fibres, dans la matrice extracellu-
laire et plus particulierement dans les
noyaux cellulaires. Cest cette diversité
delocalisations des différentes liaisons
chimiques qui va permettre in fine de

réduire la consommation de matériel
biologique, ceci est particulierement
pertinent dans le cas de préleve-
ments stéréotaxiques chez 'enfant
ou le volume des biopsies cérébrales
est tres limitée. Réaliser I'histologie
et les analyses moléculaires sur un
méme échantillon est une rupture
par rapport au protocole établi.

réaliser une image informative avec
des noyaux, des cytoplasmes et fibres
qui vont pouvoir étre différenciés.
Le microscope SRH nest autre qu'un
microscope SRS qui peut imager si-

Figure 5. Vue d’'un microscope SRS commercial
permettant de réaliser desimages SRH mais aussi
d'acquérir des images dans la zone spectrale du
fingerprint (systeme BondXplorer de la société
Lightcore Technologies - https://lightcore.tech/).

Bien que I'imagerie SRH soit déja trés
intéressante pour révéler l'architec-
ture des tissus (Figure 4) il est éga-
lement intéressant de s'intéresser a

multanément les liaisons chimiques
CH, et CH; [3]. Il est possible denrichir
I'image SRH en lui adjoignant I'infor-
mation contenue dans I'image de gé-
nération du second harmonique (SHG
pour second harmonic generation) qui
révele la présence des fibres de colla-
géne. Une fois les images CH, (Fig. 3
a,b), CHj, (et éventuellement SHG- Fig
3 ¢,h) acquises, on procéde a une
coloration virtuelle dans les tons de
rose-violet des images CH, et CH;-CH,
(Fig. 3 b,g). Cette derniére différence
d'image (CH;-CH,) a la particularité
de révéler les noyaux cellulaires qui
est un élément clé de l'analyse histo-
pathologique (Fig. 3 b,g). La figure 3
présente les images brutes CH,, CHs-
CH, et SHG ainsi que les images SRH
obtenues (Fig. 3 d,i) et leur comparai-
son avec lesimages histologiques stan-
dards (H&E) pour deux échantillons de
tumeurs cérébrales (un gliome et un
adénocarcinome métastatique).

On peut apprécier la concordance
qu’il existe entre les images SRH et les
images H&E. L'image SRH utilisant le
SHG révele la présence du collagene
(en orange sur les Fig. 3 d,i) qui n'est
pas présent sur 'image classique H&E.

11 est important de noter qu'une
image SRH sur un champ de vue de
300pum x 300pm peut étre obtenue
en quelques secondes et une image
sur un champ de Imm x 1lmm en
quelques minutes [4]. Cela est signifi-
cativement plus rapide que l'examen
anatomopathologique extemporané
(20-40 minutes).
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Nous avons pu utiliser I'imagerie
SRH pourimager les principaux types
de tumeurs cérébrales [4]. Pour cela
des prélevements réalisés au cours
delintervention chirurgicale ont sui-
vis deux voies. La premiere consistait
aimager 'échantillon en SRH puis a
utiliser 'échantillon imagé pour réa-
liser des analyses complémentaires
d'immunohistochimie et de biologie
moléculaire. La deuxieme voie est le
protocole classique qui utilisait une
partie du matériel pour réaliser des
coupes histologiques H&E et une
autre partie du matériel pour réaliser
les études complémentaires.

Nous avons pu montrer que les
images SRH permettent de diagnos-
tiquer sans hésitation les princi-
paux types de tumeurs cérébrales
(Figure 4) et que 'image SRH n'altere
enrien des résultats des analyses im-
munohistochimiques et de biologie
moléculaire complémentaires [4]. Il
s'agit d'un résultat important qui in-
dique que I'imagerie SRH permet de

d'autres liaisons chimiques (que les
liaisons CH, et CH3) pour apporter
d'autres informations moléculaires
ou métaboliques sur les tissus. Le
domaine spectral des vibrations si-
tuées entre 500cm™ et 1800cm™ et dit
du ‘“fingerprint - empreinte en fran-
cais’ a été abondamment renseigné
danslalittérature par lacommunau-
té Raman spontanée comme portant
des signatures moléculaires asso-
ciées aux tumeurs et a d'autres pa-
thologies. Associé a'image CH,/CH,
histologique, ces images acquises
dans la zone du ‘fingerprint’ doivent
étendre la portée des images SRH. Il
faut pour cela changer la différence
de fréquence wp - wg = Qg ce qui est
réalisé en pratique avec un oscilla-
teur paramétrique optique (OPO) [3].
La figure 5 présente un exemple de
microscope SRS commercial utilisant
une source OPO et qui peut réaliser
des images SRH dans toutes les zones
du spectre vibrationnel. Il y ainsi
espoir d’aller plus loin que I'histolo-
gie morphologique avec 'imagerie
SRH.





