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Introduction

En matiére de santé, le cancer occupe une placertampe parmi les préoccupations des
Francais. En effet, selon une étude récente dgtitin National de Prévention est d’Education
pour la Santé (Inpes), lorsque I'on demande auxdaia de nommer trois maladies qu'ils
estiment graves, le cancer est cité spontanémestaiatrio a 92 %, loin devant le SIDA (65
%) et les maladies cardiovasculaires (30 %). Gatide nous indique également que 85 %
des individus interrogés pensent que personne a’'éabri d'un cancer. Cette peur, liée a la
gravité percue, s'accompagne d’'un sentiment detergpuisque 55 % des Francais craignent
a titre personnel le cancer. Quelque soit I'enquéites de 60 % du public interrogé dit avoir
un ou plusieurs proches qui a été atteint ou quagsint par un cancer. Ce sentiment est a
mettre en paralléle avec les statistiques pubpéesInstitut National de Veille Sanitaire qui
dénombre, en 2011, 365.500 nouveaux cas de ca@e000 hommes et 158.500 femmes).
Avec 65 millions d’habitants en France, cela regnés environ 1 personne sur 180. Le
nombre de déces associé aux cancers est lui esti#hé.500 en 2011.

Alors que le cancer de la prostate est celui ls p&pandu chez 'lhomme, avec 53.500
nouveaux cas diagnostiqués en 2011, le cancerinleste plus fréquent chez la femme. Les
déces liés a ce cancer sont estimés a 11.500’paunéé en cours. Ces données démontrent la
nécessité de développer les moyens de recherehdafiéduire la mortalité de ce cancer (et
du cancer en général). En France, pres de 5.000hzhes, rattachés aussi bien aux hopitaux,
aux universités ou a d’autres organismes commé&lR X ou I'lnserm, travaillent pour la lutte
contre le cancer.

L’'un des enjeux de la recherche actuelle reposéésuilibre nécessaire entre la recherche
fondamentale et la recherche appliquée. En efiegst important de cibler au préalable le
bénéfice diagnostique et I'application clinique m’projet, il reste indispensable de donner
aux chercheurs les moyens d’explorer de nouveapaces pour que la créativité, née de
I'union des cliniciens et des fondamentalistest génératrice d’un projet pertinent, construit
aboutissant a une amélioration des moyens dedatitee le cancer.

L'imagerie médicale développée, et améliorée sasse; par des collaborations entre
spécialistes de domaines différents, s’est imposéeme un outil de diagnostique et de suivi
thérapeutique incontournable. Il est possible desdr les techniques d’'imagerie médicale en
deux types. Les méthodes d’'imagerie anatomique gtéent de localiser des lésions avec

précision et un bon contraste. Les méthodes d’imadenctionnelle permettent d’apporter



une information sur la fonction des organes etlsunétabolisme cellulaire. Le second type
d'imagerie s’appuie sur l'utilisation de marqueetfou traceurs permettant de visualiser un
organe, une lésion ou une tumeur, a l'aide de nagments pénétrant profondément dans le
corps humain. Les avancées incessantes de la tegieo aménent les chercheurs a
développer des méthodes diagnostiques de plus wen grEcises et de moins en moins
invasives afin d’améliorer le confort du patient.

La méthode du ganglion sentinelle dans le cadreaitement du cancer du sein, repose
sur le principe simple selon lequel ce ganglionlespremier ganglion drainant la tumeur
primaire. Il est donc le premier relais a risquénhsion métastatique. Ainsi, le but du
chirurgien est de détecter ce ganglion afin deecibbn geste opératoire et d’éviter un retrait
de la totalité de la chaine ganglionnaire du skirchaine axillaire. Cette méthode, encore
récente, elle date de moins de 30 ans, a depuisdai preuves et s’est imposée lors du
traitement chirurgical du cancer du sein.

Il existe actuellement deux méthodes cliniques p@ulétection du ganglion sentinelle. La
premiére repose sur la détection d’un isotope eadiio La seconde est basée sur la détection
d'un colorant: généralement de couleur bleue,giet le Bleu Patenté V. La détection
isotopique se déroule en deux étapes. L'injectienl’@otope radioactif dans le systéme
lymphatique de la patiente, la veille de Il'opématioaccompagnée d'un examen par
tomographie d’émission monophotonique (TEMP) permet chirurgien de localiser les
ganglions sentinelles. Puis le jour de l'opératian|/aide d’'une sonde per-opératoire, Il
détecte et localise I'activité résiduelle des gamg dans le creux axillaire et réalise leur
exérese. La seconde méthode consiste a injectetdeant en périaréolaire a la patiente peu
avant I'opération et a détecter visuellement lasgtians bleutés. Le taux de détection de la
premiere méthode est d’environ 90 %, celui de isde est de 70 %. La méthode dite de
double détection est de plus en plus utilisée dar permet d’améliorer tres nettement le
diagnostic, avec un taux supérieur a 95 %.

Afin d’objectiver la détection optique du ganglisentinelle, la société Eurorad a envisagé
de développer un équipement couplant les deux rmdéthade détection (Europrobe
optonuclear). Mais il est apparu rapidement guernetionnement de cet instrument n’est pas
satisfaisant. Les difficultés inhérentes a la dégaad’un colorant in-vivo sont principalement
dues aux variations importantes de couleur desistiexcisés. L'absorption des colorants
bleus est maximale dans un domaine spectral, lgetoot 'hémoglobine du sang absorbe
encore fortement, en particulier sous sa forme mygénée. Une réelle amélioration de la

détection optique du ganglion sentinelle par ursérirmentation adaptée passe donc par une
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meilleure connaissance de la propagation de laé&wemdans les tissus et des modes
d’interaction lumiere-matiére.

L’objectif premier de ce travail de thése consestda détection du ganglion sentinelle par
une méthode optique objective basée sur la mesaa@labtons diffusés par les tissus, apres
injection d’un colorant utilisé en routine clinique

Parallelement & cela, un second axe de recheréke iaitié, reposant sur la détection de
molécules fluorescentes migrant et se fixant dargahglion sentinelle. De nouvelles sondes
fluorescentes ont été proposées dans ces dern@medes, mais aucune ne dispose
actuellement d’autorisation d’usage thérapeutiquediagnostique permettant son injection
dans le systeme lymphatique, voie d’administratigtessaire a la détection du ganglion
sentinelle. Le second objectif de cette thése g la recherche d’un marqueur fluorescent
injectable chez I'homme et sur la mise en ceuvreeliméthode de mesure, et d'imagerie, des
photons de fluorescence.

La rédaction de cette thése est organisée en GEsap

Le premier chapitre présente quelgques donnéesédsffconcernant le cancer du sein et
une étude bibliographique sur I'anatomie et I'Nisgiee du sein, du systeme lymphatique et du
ganglion lymphatique. La suite de ce chapitre estsacrée a une explication détaillée de la
technique du ganglion sentinelle et des différeméthodes d'imagerie utilisées pour sa
détection.

Le deuxieme chapitre traite des différentes th&ode propriétés liées a une détection
optique dans les milieux biologiques. Une premagdie consacrée a |I'étude des interactions
entre la lumiére et les tissus biologiques permeetamprendre les phénomeénes optiques a la
base de ce travail de thése, tels que I'absorptiola diffusion. Une seconde partie porte sur
I'explication physique du phénomeéne de fluorescastces parametres caractéristiques. Cette
analyse a permis de déterminer le domaine speadisé pour mener a bien ce travail et
atteindre ses objectifs.

Le troisieme chapitre est consacré au colorant Blatenté V, utilisé en clinique pour la
détection du ganglion sentinelle. Ce colorant dedgant été utilisé dans I'ensemble de ce
travail. La premiere partie de ce chapitre traiee sh caractérisation physicochimique :
nomenclature, solubilité, spectrométrie d’absorptio Une deuxiéme partie détaille I'étude
fluorimétrique de ce colorant, en particulier ldies son interaction avec I'albumine humaine.
Ce chapitre se conclut sur un état de I'art délisation du Bleu Patenté V en chirurgie et sur

les risques associés.



Le quatrieme chapitre détaille les méthodes uébsgt les instruments réalisés durant cette
these. Ce chapitre traite successivement de lati@tedu ganglion sentinelle en utilisant les
photons diffusés puis en utilisant les photonslaeréscence. Il est divisé en cing parties. La
premiere explique comment ce travail a mené adasation de deux prototypes successifs
pour la détection du Bleu Patenté V par mesure glestons diffusés, afin de séparer
'absorption du colorant de celle des tissus, etparticulier du sang. La deuxiéme partie
expose la faisabilité de la détection de la fluoeese du Bleu Patenté V par une
instrumentation appropriée. La troisieme partiecdechapitre présente les différents objets
tests ayant servi a la caractérisation des équipsnugveloppés. La partie suivante décrit le
modéle animal employé afin de réaliser une premialidation in-vivo. Ce chapitre s’acheve
sur la présentation du protocole mis en place éveentre anti-cancéreux Paul Strauss de
Strasbourg afin d’évaluer notre instrumentationdasg pieces opératoires.

Le cinquieme chapitre présente les résultats obtamac les deux dispositifs de détection
des photons diffusés. Les expériences ont été meméen différentes conditions: objets tests,
rats et pieces opératoires. Ce chapitre démontngoientiel d’application de ce type de
meéthodologie, pour la détection du ganglion setiérdu cancer du sein.

L'utilisation des photons de fluorescence est aberdans le chapitre 6. La validation de
'appareil pour une détection ponctuelle du coltranr des modeles simples, constitue la
premiere étape de ce chapitre. Des résultats dénmgle fluorescence, en utilisant un
prototype existant adapté a nos besoins, sonttensxjposés. Ce chapitre s’acheve par une
conclusion sur un possible systeme d’'imagerie dadeédétection du ganglion sentinelle par
fluorescence du Bleu Patenté V.

La conclusion de ce manuscrit contient une disonsgjénérale du travail effectué,
s’appuyant sur l'ensemble des résultats obtenuge Elacheve sur les perspectives

d’applications pratiques de ce travail dans ledsaka chirurgie du cancer du sein.



1 Synthese bibliographique concernant le cancer du seet le ganglion
sentinelle

1.1 Epidémiologie et risques du cancer du sein
1.1.1 Epidémiologie du cancer sein : quelques données ffhées

Un rapport récent de I'Institut de Veille Sanita{iBlVS) concernant la « projection de
l'incidence et de la mortalité par cancer en Frangermet d’'apporter quelques données
chiffrées concernant le cancer (1). Ces donnéesbéam entendu des estimations et issues de
modélisations. Il est a noter qu’afin d’obtenir ¢césultats différents scénarii ont été utilisés
mais que nous ne résumons ici que les donnéessislsuscénario retenu par 'Institut. En
2010, 154642 nouveaux cas de cancers ont été aédpsren France. Avec 52588 cas, le
cancer du sein est de loin le plus répandu chéentene devant le cancer du colon (18930
cas) et des poumons (10016 cas). De plus avec HE2%&S, il est également celui connaissant
le plus fort taux de mortalité. L’étude de la réfem de I'incidence du cancer du sein par
tranche d’age indique une apparition de cas posifelmmes jeunes et atteint un maximum

entre 50 et 64 ans (tableau 1.1).

Nombre de cas de cancer du sein
Classe d’age

Incidence Mortalité
[0:14] 0 0
[15:49] 10349 1075
[50:64] 20982 3038
[65:74] 10447 2081
[75:84] 7625 2777
[84:++] 3185 2318
TOTAL 52588 11289

Tableau 1.1 : épistémologie du cancer du sein @esiNVS)

1.1.2 Risques de cancer du sein

Le principal facteur de risque concernant le camlcesein est le sexe. En effet, 99% des
cancers du sein concernent des femmes (2) (3).elL’égt également a prendre en
considération. En effet, les chiffres montrent ¢ué&anche d’age entre 50 et 64 ans est plus

sujette a ce cancer. De plus méme si le cancayuohe que peu les femmes jeunes il est bon
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de signaler que les chiffres montrent une augmentatu nombre de cas entre 15 et 49 ans.
Cela est essentiellement di au fait que les méthdeelépistage mises en place ces dernieres
années ont permis une détection plus précoce dealadie. En effet, des dépistages sont
systématiquement proposés tous les deux ans aumdsmde 50 a 74 ans (4). Cette
recommandation n’est pas appliquée pour les fenjpuees. Mais depuis quelques années, si
un antécédent familial de cancer du sein est caimmguivi spécialisé est effectué. Toutes ces
avancées permettent donc une prise en charge mealéie plus jeune augmentant ainsi le
nombre de cas observés chez ces femmes jeunes diniemuant parallelement pour les
femmes de plus de 50ans.

1.2 Anatomie et histologie
1.2.1 Le sein

Les seins formés de tissu conjonctif superficiell@tpeau recouvrant la région pectorale
sont situés de chaque cété de la paroi thoracigiégiaure (figure 1.1).

Dissection
antéro-latérale

igaments suspenseurs du sein (de Cooper

Condut lactifére

>oumon

Coupe sagittale

Figure 1.1: anatomie de la région pecto(ale



Les glandes mammaires sont des glandes sudorigaoesnes modifiées situées dans le tissu
conjonctif superficiel antérieur du muscle pectadahs la paroi thoracique antérieure. La
glande mammaire est constituée d’'une série de gamsBociés a des lobules sécrétoires qui
convergent pour former 15 a 50 canaux galactoptewadirection du mamelon. Le mamelon
est entouré d’une zone circulaire de peau appeéstea

La graisse est le principal composant du sein,satpre le tissu glandulaire est plus
dominant chez une femme allaitant.

Le sein occupe transversalement une région allariiaild latéral du sternum a la ligne
axillaire antérieure, et s’étend verticalement ehdrseconde et la sixieme cote, au dessus du
muscle du grand pectoral. De plus, par leurs pg#orents axillaires, les tissus mammaires
s’étendent jusqu'aux aisselles. Le sein est soutmuhorax par des bandes de tissus
conjonctifs qui sont des ligaments périphériquass de Cooper. Une couche de tissu
conjonctif ('espace retro mammaire) sépare larpmtdu fascia profond et permet un certain

degré de mouvement des structures sous jacentes (6)

1.2.2 Le systeme lymphatique

Le systéeme lymphatique (en vert sur la figure &t)directement lié au systéme veineux
(en bleu sur la figure 1.2) et regroupe trois sesembles distincts qui sont : les capillaires

lymphatiques, les vaisseaux lymphatiques et lel¢aneacique (7).

CIRCULATION SYSTEMIQUE CIRCULATION PULMONAIRE

N Ganglion lymphatiqu

Canal thoracique
Veine sous-claviére

Capillaires lymphatiques

Capillaires sanguins

Vaisseau lymphatique

Ganglion lymphatique

Capillaires lymphatiques

Figure 1.2: Relation entre les circulations lymjuinat et sanguings).



Les capillaires lymphatiques commencent dans lespaterstitiel des tissus. lls sont
constitués d'une seule couche de cellules endalb®lidotées de filaments qui ont pour

fonction de les retenir au tissu conjonctif (figur8).

Fibroblaste dans
le tissu conjonctif
lache

Celiule
endothéliale

Filamants
d'union ancrés
au tissu
conjonetif

Figure 1.3: Description des capillaires lymphats(8)

Les vaisseaux lymphatiques sont la continuationcdeslaires, ils ont pour réle de drainer
la lymphe qui est présente dans ces vaisseauxyrhphle résulte d’une filtration du sang a
partir des petits vaisseaux de l'organisme (capd, qui forme un liquide incolore,
transparent et riche en eau. Elle est composéewephrties :

* Une partie plasmatique qui contient entre autre pletéines, du glucose et des
enzymes.

* Une partie corpusculaire composée de lymphocyiéisés par I'organisme comme
moyen de défense.

Ces vaisseaux lymphatiques convergent vers ledigaadymphatiques. La lymphe arrive
en périphérie du ganglion, puis s’écoule lentenzetreivers un systeme de ramifications de
petits vaisseaux. Elle pénétre ensuite a I'intérre@me du ganglion pour y étre filtrée. Nous
reviendrons plus en détail sur 'anatomie et lacfmm des ganglions dans le paragraphe I1.3.
A la sortie de ces ganglions, les canaux se regrdugans le canal thoracique. Long de 35 a
45 cm, il possede des valvules dans sa parti@lmigt dans sa partie terminale prés de la
veine sous-claviere gauche (7) (10).

Le réseau lymphatique du sein peut étre regroupéoensous régions lymphoidales. Les
ganglions inter-pectoraux, centraux et brachianstituent la chaine axillaire qui est la voie

de drainage principale (75%). Les ganglions axékiapicaux et subscapulaires appartiennent



a la chaine sus-claviculaire (10%) et les ganglipasasternaux composent la chaine
mammaire interne (5%) (Figure 1.4) (11).

Nceuds lymphatiques parastermaux
(thoraciquesinterne SR O

Neceuds lymphatiques

; Neceuds axillaires apicay
inter-pectoraux picag

. (subclaviers
Neceuds lymphatiques centraux i

Noeuds
lymphatique
brachiaux

Neceuds
lymphatiques
subscapulaires

Nceuds
lymphatiques
para-mammaires

Voie de drainage vers
les nceuds
médiastinaux

Voie de drainage vers le sein controlatéral

Voies de drainage vers les phréniques inférieurg
(subdiaphragmatiques) et le foie

Figure 1.4: Vue générale du réseau lymphatiquesah(5s)

1.2.3 Le ganglion

Les vaisseaux lymphatiques convergent vers lesligasglymphatiques, aussi appelés
nceuds lymphatiques. Il existe environ un millier géeglions dans le corps. Leur réle est
d’assurer continuellement la filtration naturelle th lymphe qui arrive en périphérie du
ganglion puis qui s’écoule a travers un systempetiées ramifications appelées sinus.

Il est possible de distinguer deux types de ganglio

e Les ganglions superficiels dont les plus voluminsoxt situés au niveau du pli de

I'aine, sous les aisselles et au niveau du cou.

» Les ganglions profonds situés au niveau du basspodmon et de l'aorte.



Un ganglion lymphatique est de forme ovoide. Loesgelui-ci est normal il possede un
diametre variable allant de 1 & 15 mm. Mais il patieindre une taille plus importante
(quelques centimetres de diameétre) dans certaitiggtions pathologiques : on parle alors
d’adénopathie ou d’adénomégalie (13). Il est emtodiune capsule contenant un tissu
lymphatique ou se réalise la maturation des lympiesc L'intérieur du ganglion est constitué
de deux zones: la zone médullaire contenant lesraphages et la zone corticale

superficielle ou siegent les lymphocytes (figurg)l.

Zone corticale superficielle
[contient des lbmphooytes]

Follicules
I[fahr;'lcatlun de Yaizzeaux
wrmphocytes &t lymphatiques
rnnocytes) munis de:
walvules

Sortie de
la lpmphe
[rietonr
AL Cosr]

Amivée de
la lymphe
dans le
ganglion

Vaigzeaux
lymphatiques
muniz de
valvules

Figure 1.5: structure du ganglion lymphatiqag)

Zone médullane intemne
[contient des macrophagesz)

1.3 Latechnique du ganglion sentinelle
1.3.1 Historique : du curage axillaire au ganglion sentirelle

Lorsque la tumeur cancéreuse détectée est jugémsiwey la premiere approche
considérée dans le cas du cancer du sein estdel®irage axillaire qui consiste en une
intervention chirurgicale amenant a enlever I'ensiende la chaine ganglionnaire (14).

Depuis une cinquantaine d’années, une nouvellaigel s’est développée : la technique
dite du ganglion sentinelle. En 1960, Gould egtrlemier a introduire la notion de ganglion
sentinelle dans le cas du cancer de la parotidadgl salivaire) (15). Puis en 1977 Cabanas
introduit le concept de prélevement du gangliortisetie lorsqu’il identifia le premier relai
lymphatique dans le cas d’'un cancer de la verge (16e avancé majeure se produisit au
début des années 90 lorsque Krag en 1993 (17) wta en 1994 (18) transpose la
technique du ganglion sentinelle dans le cancesettu

Selon ce concept la tumeur se draine de faconrpréfélle vers un ganglion qui est le
premier a risque d'invasion meétastatique. Si cglgan appelé ganglion sentinelle, n'est pas

envahi, I'ensemble des ganglions axillaires estatiiegen effet son état histologique est
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représentatif des autres ganglions de la chaine I(ibtérét est d’éviter un curage axillaire a
la patiente dans 70% des cas lorsque la tumeunfésicure a 20 mm. |l permet également
d’éviter un certain nombre de morbidités comme tdasbles sensitifs et moteurs ou encore
des lymphoedemes (19) (20) (21) (22) (23) (24)¢&i 1.2).

Recul | Nombre de cas Lymphodemes Douleurs bras
Auteurs

[mois] | GS CA GS CA GS CA
Schijven 2003 20 180 213 1% 7% 8% 23%
Veronesi 2003 24 100 100 0% 12% 8% 39%
Barranger 2005 24 54 51 0% 22% 20% 53%
Del Bianco 2008 24 336 341 4% 9% 7% 10%
Madsen 2008 18 164 57 7% 44% 18% 40%
Blanchard 2009 24 683 91 5.6°/F) 34% 140)(0 38%

Tableau 1.2 : Comparaison de morbidités associéemathode du ganglion sentinelle (GS)
comparativement au curage axillaire (CA) selonédéhtes études

1.3.2 Méthodologie

La méthode permettant de mettre en évidence Idigargentinelle est clairement définie.
En pratique clinique, sa détection est faite apiagction, en péri-tumoral ou en péri-
aréolaire (25) (26), d'un radio-colloide marqué) (@# d'un colorant lymphotrope (284 en
combinant les deux techniques (25) (26) (29).

La détection du ganglion sentinelle se déroule emxdetapes. Premierement, I'injection
d'un isotope radioactif dans le systeme lymphatiquen colloide, tel que le sulfure de
rhénium est marqué au technétium 99 métastdBlEq) avant d'étre injecté dans la région
périaréolaire 24 heures avant la chirurgie. Le ssimalors massé pendant 2 a 3 minutes pour
améliorer la diffusion du radio-colloide. Puis uramen par lymphoscintigraphie est réalisé
en pré-opératoire entre 30 minutes a 2 heures #ipjestion afin de localiser 'emplacement
du ou des ganglions. Deuxiemement, apres anesthésie colorant lymphotrope,
classiquement le Bleu Patenté V (ampoule de 2mleri@i, Aulnay-Sous-Bois, France), est
injecté en péri-aréolaire 10 a 15 minutes avantifion. Le sein est massé durant 2 a 3
minutes pour faciliter la diffusion et I'absorptidn colorant. La peau est ensuite incisée au
niveau du creux axillaire et une dissection mirugee est réalisée pour rechercher les
ganglions lymphatiques colorés en bleu. Une sondeléaire peut étre utilisée pour
rechercher le radio-colloide et ainsi aider et gulgkxcision de ces ganglions.
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La détection visuelle d’'un ganglion opacifié par easiorant lymphotrope implique une
part de subjectivité et nécessite un apprentispage le chirurgien (30). Quelle que soit la
méthode de détection utilisée, la palpation axdlgier opératoire reste une étape essentielle a

la recherche d’'une adénomeégalie suspecte qui bégaiirement prélevée.

1.3.3 Autres méthodes de détections

Les systemes d'imagerie varient dans leurs pre&grigithysiques, y compris leur
sensibilité, leurs résolutions spatiales et terles. La figure 1.6 montre la sensibilité

relative de différentes technologies d’imagerie.

Biology
Zeptomolar Nanosystems__Protein dynamics

Attomolar

Femtomolar ~ Optical
Biochemistry

NM/PET,

Stem cell function
Signal transduction
Gene expression

Picomolar

) Receptors  Nanomolar
Physiology Metabolism
MRIfMRI MRS
Perfusion Micromolar
Ultrasound
X Ray Angio
Pump function Millimolar

MSCT
X Ray

Figure 1.6: Sensibilité relative de différenteshtealogies d'imagerie médica[gl)

Nous présentons a la suite un état de I'art debodés de détection et d'imagerie du

ganglion sentinelle les plus communément dévelappée

1.3.3.1 L’'imagerie par Résonance Magnétique (IRM) :

Cette technique repose sur l'interaction des mosnaragnétiques des noyaux atomiques,
principalement les protons des molécules d’eawcatps humain, orientés par un champ
magneétique, avec une onde radiofréquence. L'IRMegnmte des résultats remarquables pour
certaines pathologies du fait de son bon contrafds, orientations adaptées des plans de
coupe et d'une bonne résolution spatiale de I millimétre.

L’'IRM est une technologie relativement nouvellee§’ au cours de I'année de 1946 que
Felix Bloch et Edward Purcell ont découvert le phvéene de résonance magnétique
nucléaire (RMN). Cette découverte leur a valu @asuite le prix Nobel, remis en 1952.
Jusqu'aux années 1970, la RMN a été utilisée panalyse chimique et physique. En 1971,
Raymond Damadian montre que les temps de relaxatiol&aire des tissus et des tumeurs

différent, incitant les scientifiques a utilisdRIM a but médical. Les premiéres images IRM
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ont été produites peu apres par Paul Lauterbux (Robel de médecine en 2003). Les
méthodes d’IRM actuelles utilisent la transforméeFdurier bi-dimensionnelle. Elles ont été
proposées des les années 1970 par Peter MangiieddNpbel de médecine 2003) et Richard
Ernst (prix Nobel de chimie 1991). Depuis, de nagnlkes innovations ont fait progresser
I'IRM vers la méthode d’'imagerie tres performantepeposant de nombreux facteurs de
contraste que nous connaissons aujourd'hui.

Plusieurs axes de recherches ont mis en éviderpuestabilité de repérer et caractériser les
ganglions axillaires par IRM, apres des injectidfegents de contrastes, de facon similaire
aux techniques utilisant un colorant ou un radidotde.

Torchia a établi la faisabilité de la méthode ses dhodeles animaux en utilisant soit des
nano particules de fer superparamagnetiques, apeld&JSPIO (Ultra-small
Superparamagnetic of Iron oxide) (32), soit un aghn contraste paramagnétique a base
d’ions Gadolinium (33). Des études faites par Sig43 (figure 1.7), Murray (35) ou Luciani
(36) ont permis de transposer la technique IRM défection du gangliuon sentinelle chez
’'Homme, en utilisant ces mémes agents de contraste

Figure 1.7: Variation d'intensité du signal IRM at4a) et apres (b, c, d) injection d’'USPIO
pour la localisation de ganglions sentine(l&4)

De plus des études comme celle faite par Ymagam)i ¢g&@montrent la possibilité de
réaliser des prélévements du ganglion sentinells gpiidage par IRM. Malgré cela il faut
souligner les inconvénients majeurs sous-jacenttta méethodologie avec en premier lieu le
codt qui est relativement élevé ainsi que la graadike de I'installation nécessitant un espace
conséquent.
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1.3.3.2 Echographie ultrasonore

L’imagerie ultrasonore repose sur la réflexioneediffusion des ondes ultrasonores afin de
générer une image, par eéchographie. Celle-ci reptéda cartographie spatiale des contours
d’objets possédant des propriétés acoustiquegdities, 'image de ces objets présentant une
texture caractéristigue. La premiere expeériencentaparmis d’étudier la propagation des
ondes ultrasonores date de 1822 par D. Collademitdisia une cloche sous marine afin de
mesurer la vitesse du son dans I'eau du lac dev@ema@ premiere application ayant suivi
cette découverte, a eu lieu en 1922, suite au ageifdu Titanic, lorsque L.F. Richardson
déposa un brevet pour un écho-radar sous-mariBORAR (38). La premiere application
médicale date de 1942 lorsque K. T. Dussik pubiieatticle sur "I'hyperphography" du
cerveau (39). Considéré comme le premier médedatiliger les ultrasons pour le diagnostic
meédical, il publia en 1958 également le premierpaap utilisant I'échographie afin de
mesurer l'atténuation acoustique lors de mesuresphisieurs types de tissus (40). Les
premieres images 2D cliniques furent publiées par Wild sur des échantillons chirurgicaux
d’intestins et de seins contenant des tumeurs nedig41). Puis entre 1975 et 1985 de
nombreuses études portant sur l'utilisation desasiins pour la détection de cancer du sein
ont été menées sur des populations de patientiisl@p plus importantes : J. Jellins en 1975
avec 43 patients (42), C. Cole-Beuglet en 1975efgaht avec 75 patients (43) puis 104
patients en 1983 (44) ... Depuis le début des an@668, I'imagerie ultrasonore tend a
s’imposer comme un complément a la mammographiedaficaractériser de mieux en mieux
les masses tumorales (45) (figure 1.8). L’appodgdht de contraste, composés de micro-
bulles réfléchissant fortement les ultrasons, anidegment permis d’améliorer la détection

des ganglions sentinelles et de pouvoir suivrértait lymphatique (46).

Figure 1.8: Recherche de ganglion sentinelles (ha)imagerie ultrasonore suivant différents
niveaux anatomiques (I, Il et 11(47)
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1.3.3.3 Tomographie a émission de positons

La tomographie a émission de positons (TEP) estnuéinode d’imagerie médicale dite
fonctionnelle, la fixation de l'agent imagé étardétetminée par la fonction de I'organe
exploré. Elle permet d’obtenir des informations pleudiagnostic et le suivi thérapeutique en
suivant la distribution d’'une molécule marquée parradio-isotope émetteur de positons.
Aprés administration au patient de la source ratilea, les détecteurs du tomographe
collectent la radioactivité émise générant ensuite image. Le positon émis lors de la
désintégration de l'isotope va interagir avec wtbn pour former deux photons de 511 keV
émis en coincidence a 180 degrés. Il existe undgnambre d’isotopes émetteurs de positons
comme le fluor 18 %fF), le carbone 11C) ou encore I'oxygéne 15°Q). Le principal
inconveénient a leur utilisation est lié au fait qaenajorité de ces isotopes ont des périodes de
vie courtes : environ 2 heures pddF, 21 minutes pour I&'C et 120 secondes potiO.
Ainsi un cyclotron doit étre installé a proximité th caméra TEP.

Le traceur le plus utilisé est un sucre, le fluemdy/glucose (FDG), sur lequel est fixé un
isotope de'®F (48). Celui-ci permet de détecter des cellulescéeeuses, qui présentent
souvent une augmentation du métabolisme glucidig@ke

Les examens lymphoscintigraphiques au FDG marqudep&F sont de plus en plus
souvent effectués a l'aide de scanners TEP/CT @dmputerized Tomographpermettant
la visualisation simultanée anatomique (CT) et mgligue (TEP) des organes (50) (figure
1.9).

\' { ‘e

Figure 1.9: Exemple d'iagerie multimodale aprésqunege ad®F-FDG. A, D et G: images
CT. B, E et H: images TEP. C, F et I: images TEP({&I)
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L’état de l'art effectué en 2011, par K. Cooper)(48groupant 7 études évaluant la
sensibilité et la spécificité de la méthode TEPfUr la détection du ganglion sentinelle a
permis de démontrer que cette technique conduit lade d’examen robuste. La sensibilité
moyenne obtenue pour la détection des métastangiaymaires était faible (56%) mais une

grande spécificité moyenne (96%) a été recenseée.

1.3.3.4 Imagerie photoacoustique

La technique photoacoustique a été observée pquretaiére fois par A.G. Bell en 1881
(52). En envoyant un faisceau lumineux modulé egalfsé a lintérieur d’'une ampoule
contenant un gaz, il a détecté un signal audiltdef@équence de la modulation lumineuse. Le
principe de fonctionnement repose sur le fait qu®is éclaire un milieu (gaz, tissu...) avec
un rayonnement optique (a la longueur d’onde d’'giigan de I'échantillon) modulé, il y a
échauffement du milieu d’étude et ainsi créationndsignal acoustique qu’un microphone
peut détecter. L'amplitude du signal détecté esdpgrionnelle a la puissance du
rayonnement d’excitation et au coefficient d’absiorpde I'environnement illuminé.

L’application de la méthode photoacoustique au doenanédical est depuis longtemps
établie comme en témoigne par exemple I'étude mpaéd. Rosencwaig en 1977 qui étudia
les effets de I'hydratation et 'altération chingqie la couche cornée chez de jeune rats par
photoacoustique (53). A. A. Oraevsky en 1999 démeolat possibilité d'utiliser I'imagerie
photoacoustique afin de détecter des tumeurs caises dans le cas du cancer du sein (54).
De plus l'utilisation croissante d’'une grande viFid'agents de contraste comme le bleu de
méthyléne, les nano tubes de carbone (55) ou emtieeeses nano particules d'or (56) a
permis ces dernieres années d’obtenir des cartoigsaprécises de ganglions sentinelles en

imagerie photoacoustique (figure 1.10) sur des esdEnimaux.
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Figure 1.10: Cartographie photoacoustique cheatldA) et (B) photographies couleur de la
région axillaire. (C) a (G) cartographie photoadmuge du systeme lymphatique montrant les
ganglions sentinelles (SLN) marqués par des natiopkas d'or(57)
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1.3.3.5 Imagerie optique avec des grains quantiques

Les grains quantiques ou quantum dots (QDs) samtdaocristaux de semi-conducteur
qui émettent de la fluorescence lors de leur eixaiigpar une source de lumiere. lls ont des
propriétés optiques remarquables, comprenant uaedgrsensibilité et une résistance au
photoblanchiment. Leurs propriétés spectroscopigeesent étre modulées par beaucoup de
facteurs. Des progres récents dans le développedesnQDs permettent le contréle de la
taille, de la forme et de la surface fonctionnelée ces nanoparticules avec des applications
potentielles dans I'imagerie du cancer. Ainsi demhreuses études ont été publiées
concernant la détection du ganglion sentinelle daras de cancer du sein (58) (figure 1.11)
mais également pour la détection de cancer deda pa encore du systeme digestif (59).
Cette technique, bien que prometteuse, n’en nigéaucstade expérimental et n’est pas encore

applicable chez I'homme.

Pre-injection Color video 5 min NIR fluorescence 5 min
autofluorescence post-injection post-injection

Golor video NIR fluorescence

Figure 1.21: Détection du ganglion sentinelle sumodele de rat avec utilisation de grain
quantiqug(58)

Ces études démontrent la possible utilisation des én per-opératoire, permettant une
localisation et une excision précise. Leur inténéjeur réside dans le fait que leur utilisation
en remplacement du colloide marqué et du colort bupprime l'utilisation de traceurs
radioactifs. Leur utilisation est simple, nécesgitainiquement, soit une caméra pour
limagerie, soit une sonde pour la détection peframire (60). Un des problemes lié a leur
utilisation, réside dans le fait que ces QDs forntgrs souvent des agrégats au sein des tissus
fixés et par conséquent ne sont pas éliminés pegdhisme comme le souligne par exemple
J. O. Winter (61). De plus, ces QDs contiennentcddmium ou des métaux lourds tres
toxiques. La génération de QD’s moins dangereuxest études de toxicité associées

repoussent & un horizon lointain leur possiblediegtppns médicales.
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1.3.3.6 Imagerie de Fluorescence

La premiére observation rapportée concernant lardkcence fut faite par un médecin
espagnol, N. Monardes, en 1565. Celui-ci a déergHénomene de fluorescence a la surface
d'une décoction de copeaux de boid ggum Nephriticunsans en citer le nom. Le terme de
fluorescence a été introduit par Sir G. G. Stokbysicien et professeur de mathématiques a
Cambridge en 1852 qui lintitule « fluorescenceenant du nom des cristaux fluorspar qu'il
étudie. Par une expérience simple il montra un piméme d’émission lumineuse faisant suite
a une absorption. Il déplaca un tube rempli d'wletion de sulfate de quinine dans la partie
visible du spectre et rien ne se passa: la soluéista transparente. Mais, au-dela de la partie
violette du spectre, a savoir dans la zone correfgt aux rayonnements ultraviolets, la
solution brillait d'une lumiére bleue. Cette expade a fourni la preuve convaincante qu'il y
avait absorption de la lumiére suivie par une éimisposant ainsi les bases physiques de la
fluorescence (qui s'appela dans un premier tempsflexions dispersives »). La premiére
moitié du XXM siecle marque les principales avancées concefaanaractérisation de
nombreux colorants fluorescents. Puis, l'utilisatibe ces marqueurs, permettant le suivi en
temps réel de processus biologiques directemesesud'un organisme vivant, a amené de
nombreuses recherches a s’orienter vers une aeptaédicale.

L'imagerie en fluorescence est donc basée surtkctin de la lumiere émise par un
fluorophore en réponse a une excitation d'une leagd'onde donnée. Celui-ci peut étre une
protéine exprimée directement au sein des cellokesine petite molécule organique greffée
sur un composé d'intérét. L'atout majeur de ce tyjimagerie repose sur la possibilité de
suivre en temps réel et de fagon non invasiveddisiributiond’'une sonde fluorescente dans
un organe. Ainsi de nombreuses sondes se sontogg@eésls, montrant sur des modéles
animaux la faisabilité de I'application, comme paxemple U. Mahmood (62) ou P.
Wunderbaldinger (63) qui ont utilisé des moléculesyanine chez le rat. Il est a signaler que
l'utilisation de ces marqueurs fluorescents n'etti@llement pas autorisée. En France, les
seuls composés fluorescents injectables chez I'Hensont la fluorescéine et le vert
d’'indocyanine (ICG). Tous deux ne peuvent étrecidie que par voie intraveineuse. L'ICG
présente I'avantage majeur d’absorber dans le praaiarouge et d’étre ainsi détectable
dans des tissus profonds. L'utilisation du vemdiicyanine, injecté a de trés faibles doses par
voie transcuténée, est possible aprés autorisdteamsais thérapeutiques. Il a donné lieu a de
premieres images en chirurgie oncologique cheatide. En Allemagne, C. Hirche a imagé

des ganglions sentinelles concernant deux pathedogie cancer du sein pour 43 patientes
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(64) et 20 patients ayant un cancer anal (65).a#wwd deux études utilisant également I'ICG
ont permis de détecter en per-opératoire des gargykentinelles dans le cas de cancer du
sein, avec une sensibilité moyenne de 99% sur dpslations de 141 et 411 patientes (66)
(67). Enfin, une équipe de l'université de Gronmgeux Pays-Bas a réalisé une étude
comparative de trois méthodes pour la détectiogahglion sentinelle sur 10 patientes atteint
d’un cancer de la vulve. lls ont comparé les d@mastpar radio-isotope, par fluorescence (en
utilisant de I'lCG) et visuelle avec le coloranebl 100% des ganglions ont été détectés par la
sonde isotopique, 90% a l'aide d'une caméra derdlkmence et 72% visuellement montrant

ainsi la faisabilité in-vivo de la technique fluscente (68) (figure 1.12).

Fluorescence Overlay

L=

Fluorescence

Figure 1.3: Comparaison entre la détection visiedlide fluorescence du ganglion sentinelle
avant (A) et apres (B) excisi¢f8)
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2 Optique des milieux biologiques: théorie et propriés

Comme il a été exposé dans le premier chapitreeldmiques d’imageries sont variees,
de plus la gamme spectrale correspondante est tamper Des radiofréquences, avec
limagerie par résonance magnétique (IRM), en pdasgzar les rayons X pour la
tomodensitométrie (scanner), jusqu’aux raygngour la tomographie par émission de
positons (TEP), I'imagerie médicale in-vivo utiliggincipalement les ondes du spectre
electromagnétique (figure 2.1).
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Figure 2.1 : Spectre des ondes électromagnétidyes (

Les applications cliniques liees aux domaines diblg et infrarouge sont encore limitées.
Cependant certaines techniques, comme par exeraplenographie optique cohérente
(OCT), ont trouvé leur place. Cette méthode d'imagest maintenant largement acceptée, en
particulier dans le domaine ophtalmologique (2) ¢(8) encore pour imager des tissus
nécessitant une résolution micrométrique et unéopdeur de pénétration millimétrique (4)
ne pouvant pas étre atteints avec I'’échographidd®M. La spectroscopie proche infrarouge
(NIRS) est également en plein essor. En effet,olmaine spectral associé correspond aux
radiations pouvant pénétrer au plus profond desigidiologiques en toute innocuité. Ainsi,
'analyse de l'information véhiculée par I'onde aegin des tissus permet d’apporter des
renseignements sur leur nature et leur état plogimle. En effet, les propriétés optiques
intrinseques different fortement d’'un milieu & witra, d’'un tissu sain a un tissu Iésé. De
nombreux facteurs sont a l'origine de ces modiiicet : différence d’oxygénation entre un
tissu sain et un tissu cancéreux, présence d’untafge contraste absorbant ou fluorescent,

variation de la quantité et du type de sang irrigué
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Ce chapitre a pour objectif d’apporter une meikewompréhension concernant les
interactions entre la lumiére et les tissus biajags. Les deux premiéres parties préciseront
les phénomenes physiques en jeu et les paraméiysigpes expliquant ces interactions.

Dans une troisieme partie, nous définirons la fisoence et expliquerons ses caractéristiques.

2.1 Interaction lumiere/tissus biologiques

Lorsqu'une onde électromagnétique interagit avec mifieu, on observe plusieurs
phénomenes : la réfraction, la diffraction, I'algaorn et la diffusion. Les ondes lumineuses
se propagent ainsi dans les milieux matériels sedsmmodes d’interaction qui sont fortement
dépendants de la longueur d’'ondg. (La description de ces mécanismes d’interactan f

intervenir un certain nombre de caractéristiques propriétés tissulaires.

2.1.1 Indice de réfraction

Le principe de réfraction est expliqué par la imige loi de Snell-Descartes. Cette
derniere exprime le changement de direction d'istéau lumineux lors de son passage entre
deux milieux différents (5).

Chaque milieu est caractérisé par son indice daat@n n qui dépend de la vitesse de la

lumiére dans ce milieu @t de la vitesse de la lumiére dans le vidgeton la relation :

n=- (2.1)

v

De plus, si on note;findice de réfraction du premier milieu dans Idgse propage le
rayon incident, sncelui du second milieu dans lequel se propagayerr réfractéf, I'angle
d’incidence pris entre la normale au point d'inoick et le rayon réfracté @t I'angle de
réflexion pris entre la normale au point d'incidermt le rayon incident, nous obtenons la loi
de Snell-Descartes (figure 2.2) suivante :

n,.sin@; = n,.sin6, (2.2)
Rayon incident Rayon réfléchi

0, {05=0,

Milieu 1 d’indice ny

Milieu 2 d’indice np

02

Rayon Réfracté
Figure 2.2 : loi de Snell-Descartes
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D’un point de vue macroscopiqueans les milieux biologiques, cet indice de réf@t
varie trés peu et ne dépepdncipalement gL de la teneur en eau d’'un tissu a un .
L’indice de réfraction mogn dans les tissus biologiques est d’environ et varie entre 1,33

(indice de réfraction de I'equet 1,5! pour un tissu déshydraté (6).

2.1.2 L’absorption.

D’'un point de vue microscopique, l'absorption d’yphoton proche infrarouge, t
fréequencev, par une malcule, a lieu quand son énergiv, (h étant la constante de Pla, h
= 6,62.10" J.9, correspond & celle d’une transition d’énergiectéonique u vibrationnelle
pour le domaine optique, de cette molécule. Cetezgie absorbée par la molécule peut
réémise sous forme d’un photon de fluorescenc@&duire une réaction photochimique ap
conversion de la molécule dans un état tripleproduction de radicaux libr, ou plus
couramment étre dissipée dans les tissus sous fensbaleur, comme exposé plus en d
dans le paragraphe 1l.1 de ce chap

D’un point de vue macroscopiqudans un milieu réeiel que les tissus, I'absorptiont
due a la présence de chromophores. -ci atténuent I'onde électromagnétique
rayonnement) qui se propage dans le milieu en bbebune partie de son éner¢Chaque
chromophore peut étrassimilé a une sphérde taille proportionnelle a son pour
d’absorption (figure 2.3).

L J

,'/ S !/ ,
A o,=0Q.A
Section Section efficace
géométrique d’absorption

Figure 2.:: section efficace d’absorption (7)

Dans ce cas, on définit &ection efficace d’absorptii g. (m?) du chromophori qui est
reliée & sa taille géométriquA; (m?) par le facteur de proportionnalité applefficacité
d’absorptionQ,; (sans dimension) tel q :

gai = Ai.Qai (2.3)
Le rayonnement peut donc étre absorbé pehromophore selon saoefficient d’absorptiol

(m™), qui estle produit de sa stion efficaces, par sa concentration(m™) :
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Kai = Pi-Oai (2.4)
En considérant I'ensemble des chromophoresgcdefficient d’absorptiondu milieu
s’exprime comme la somme des coefficients de $&selits chromophores:
ta = 2iPi-Oai (2.5)
Lorsqu'une onde plane se propage dans un miliearlzdrst, homogéne et non diffusant, sa

diminution relative en intensité | lors de la tresée d’'une tranche d'épaisseur dx s’écrit (8)

(9):

# = —lg. dx (2.6)

A partir de I'équation (2.6) et en considérant épaisseur [x, Xx+dx], nous constatons que
l'intensité lumineuse est absorbée dans cette et qu’elle est proportionnelle au produit
MadX. Ainsi, l'intégration sur une tranche d'épaisseaonduit a la loi d'atténuation de Beer-
Lambert (10):

I(x) = Io. exp(—pqax) (2.7)

ou b est l'intensité de la lumiere incidente (& x {f@ure 2.4).

Ha
Iy [
I ST s—)

>

X
Figure 2.4 : atténuation d’'une onde incidente pamilieu absorbant ; loi de Beer-Lambert

L’inverse du coefficient d’absorption est aussi elpp le libre parcours moyen

d’absorption il représente le parcours moyen d’'un photon asantabsorption :

L,=— (2.8)

Comme nous l'avons souligné auparavant, l'absampt@iun milieu dépend des
chromophores le constituant : de leur concentragtatte leurs sections efficaces. En notant C
la concentration de ces chromophores [mol/Lg &ur coefficients d’extinction molaire [mol
! mm*.L], il est possible de réécrire I'équation 2.7 ssa forme usuelle :

I(x) = I,107 ¢ (2.9)

Avec :
tai = €C;.In(10) = p;. 0y (2.10)
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Il est alors possible de définir lansmissionT d’'un milieu d’épaisseur L comme le

rapport entre I'intensité de la lumiére transmiskirensité initiale :

T(x) = & (2.10)

Io

Enfin, ladensité optiquéDO) d’'un milieu d’épaisseur L donnée est défipae :

DO = logyo (3) = —logse (“2) (2.11)

Iy

Ainsi, il est possible de relier la DO d'un miliediépaisseur L a son coefficient
d’absorption et aux coefficients d’extinction moéaides ses composants et d'écrire

I'équation :
DO = p,.L.logio(e) = LY;&.C (2.12)

2.1.3 Diffusion
2.1.3.1 Le phénoméne de diffusion

Afin de comprendre le phénoméne de diffusion lumsse on peut le rapprocher a un
modele de physique bien connu: la propagation atetes électromagnétiques dans les
milieux diélectriques. Si I'on considere que le mipaélectrique associé a cette onde modifie
les nuages électroniques, via les forces de Coulamhisant ainsi des moments dipolaires,
ces dipdles créent une polarisation macroscopiguaitieu et oscillent a la méme fréquence
gue l'onde électromagnétique incidente. Ainsi cleadipdle devient une source de champ
électromagnétique a la fréquence d'oscillations Pande réémise excite de proche en proche
les atomes et progresse dans le milieu.

Deux types de milieu peuvent étre considérés. Biilieu est homogene, la proximité des
éléments diffusants conduit a des phénomeénes dénémces destructives entre les
différentes ondes réémises ayant pour conséquenpeopagation unidirectionnelle de la
lumiére. Le second type de milieu n'est quant apls homogéne et s’apparente plus a un
milieu réel. Dans ce cas, ces mémes interférenesisutdtives entre les champs ne sont pas
totales et provoquent I'émission de lumiére darsuules directions que celle de l'onde
incidente; on parle alors akffusion lumineuseCe type de milieu n’est pas sans rappeler la
composition des tissus biologiques qui, avec dehmeuases différences de densité, explique
la diffusion que I'on y rencontre. Ces différenaggre milieux biologiques menant a une
diffusion plus ou moins importante se traduisentges variations de I'indice de réfraction.

Le tableau 2.1 présente des valeurs d’indice daatbn de quelques composants des tissus.
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Composani Indice de réfraction
Air 1,0C
Eau 1,33
Cytoplasme 1,38
Mitochondries 1,40
Lipides 1,48

Tableau 2.1 : Indice de réfraction de l'air et dfédents composants tissulaires

La diffusion est caractérisée par lintensité lueuise émise en fonction de l'angle
d’observation par rapport a I'onde incidente. Ostidgue généralement deux types de
diffusion variant en fonction de la taille des partes diffusantes :

* Les particules sont tres petites devant la longd&ande. Ce cas, mis en évidence par
Rayleigh en 1871 qui formula la premiére théorie laediffusion, entraine une
diffusion isotrope de la lumiére (11) (figure 2.5).

* Les particules ayant des tailles voisines de leguenr d’onde; en 1908, Mie
généralise la théorie de la diffusion a ce cas entrant que la diffusion est dirigée
préférentiellement vers I'avant a mesure que ldetaies particules augmente (12)
(figure 2.5).

Cependant, la théorie de Mie assimile toute irrégiél a une sphere homogéene. D’autres
modeles plus réalistes ont été développés en nsadélies cellules a I'aide d'un modéle
concentrique (13). Malgré les recherches menéetessujet, il est bon de rappeler que les
tissus biologiques sont d’'une complexité bien guende que de « simples spheres ». Ainsi,
méme les derniers modeles développés bien questemalne suffisent pas a expliquer le

phénoméne.

Rayleigh Scattering Mie Scattering Mie Scattering,

» larger particles
* ‘:::\v

— Direction of incident light

Figure 2.5 : Observation du phénomene de diffusiofonction de la taille de la particule ;
Diffusion de Rayleigh, et diffusions de Mie (14)

2.1.3.2 Ladiffusion d’'un point de vue macroscopique

Il est possible d’écrire le coefficient de diffusiade facon analogue au coefficient
d’absorption. Ainsi, chaque centre diffuseur serssimilé a une sphére de taille

proportionnelle a son pouvoir de diffusion (fig@xd). Dans le cas présent, on définit alors la
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section efficace de diffusiam (m?), qui est reliée & la taille géométrique du cediffiseur

As (m?) par le facteur de proportionnalité appl’efficacité de diffusion  (sans dimension)

tel que :
0s = As.Qs (2.13)
/ >

7 X\~ 7 >
=

A, o, =Q: A

Section Section efficace de

géométrique diffusion

Figure2.4 : Section efficace de diffusion (7)

Le coefficient de diffusiofm™) s’exprime dansin milieu contenant plusieurs diffusel
indépendants, et en introduisant Idensité de centres diffuseyrs(m’) pai :
s = Zi ps.0si (2.14)
Dansun milieu non absorbant, I'intensité de lumiérdudi€e | évolue, en fonction de
profondeur x, selon I'équation suivar
di/l = -ps.dx (2.15)

En intégrant sur une tranche d'épaisseur x, d’liemabsorbant et diffusant, en notey
l'intensité de la lumiere incidente (a x = 0), dstient I'atténuation du faisceau diffusé (fig
2.5):

1(X) = lg.exp (-(j& + HeX) (2.16)

L’équation 3.16 permet de définir coefficient d’atténuation totajg = £, + 4 qui définit

I'atténuation globale de la lumiére balistiqiL’inverse du coefficient de diffusion est au
appelé Idibre parcours moyen de diffusi(Lp), il représente le parcours moyen d’un phc
entre deux évenements de diffusion conséc:

Lp = 1/us (2.17)
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Figure 2.5 : Atténuation d’une onde incidente pamilieu absorbant et diffusant

La distribution de lumiére diffusée en fonctionl@dmgle de diffusion est appeléenction
de phasg(8) ou 6 représente la direction de propagation de la Itentiffusée. On peut
encore simplifier la description de la distributiangulaire de la diffusion dans les tissus, par
le facteur d’anisotropie gCelui-ci est défini comme le cosinus de I'angle moge diffusion

<0>:
g = cos(f) = f_ll cos6.f(cos@).dcosb (2.18)
Ce facteur varie de 0 pour une diffusion isotrapéd, pour une diffusion uniquement vers
'avant, ce qui tend a se rapprocher des tissubdigues, comme nous l'avons précisé
lorsque nous avons introduit la diffusion de Mie plus, en 1941, Henyey et Greenstein ont

développé une expression de la fonction de phasepeut étre appliquée aux milieux

biologiques et ainsi retrouver la fonction de phagartir du simple coefficient g (15):

f(cos®) =2 1-g” (2.19)

2 (1+g2-2g cos 6)3/2

A partir deps et g, on définit lecoefficient de diffusion rédugui, dans le cas d’'un tissu
épais et fortement diffusant, décrit 'ensemble deénements de diffusion d’angbede la
lumiére se propageant de maniere équivalente a des difussmtropesf = 90°) dans un

mileu de coefficient !

ws = pus(1 —g) (2.20)

L'inverse du coefficient de diffusion réduit(1/u;) est lelibre parcours moyen de
transport Il représente la distance au bout de laquellphoton a perdu la mémoire de sa
direction initiale et est généralement assimilépancours moyen d’'un photon entre deux
évenements de diffusion isotrope consécutifs. baré 2.6 illustre I'équivalence entre une
propagation anisotrope de libre parcours moyeniffiessabn | et de facteur d’anisotropig =
0,9 et une propagation isotrope de libre parcours malgetransport = 10.1.
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Figure 2.6 : lllustration du libre parcours moyendiffusion (= mfp sur le schéma pour
« mean free path ») et du libre parcours moyematesport (= mfp’) (7).

2.1.4 Propriétés optiques des tissus

Les tissus sont optiqguement inhomogéenes et comrgrdes chromophores, ils possedent
des indices de réfraction plus grands que l'airci@st responsable de la réflexion partielle
des radiations a I'interface air/tissu (figure 212s phénomeénes d’absorption et de diffusions
multiples des photons sont responsables de l'atémud’'un faisceau lumineux lors de sa
propagation. Ainsi, la propagation de la lumiére sain des tissus dépend fortement des
propriétés optiques des chromophores et des comigoseallulaires de différents indices de
réfraction les constituants. Les processus d’'atsorgont liés a I'énergie du photon, par
conséquent l'absorption d'un chromophore varie aleeclongueur d'onde. Le spectre
d’absorption d’'un milieu complexe est la somme slesctres de ces différents constituants.
La bande spectrale allant de 600 nm a 1000 nminglit le rouge et le proche infrarouge, a
été nommée « fenétre thérapeutique » par J. AisRaft6). Le diagnostic médical y est
possible car ce domaine spectral correspond autopti@énétrant au plus profond des tissus
biologiques. La figure 2.7 présente les spectrezbstirption des principaux absorbeurs
rencontrésin-vivo que nous allons détailler: I'eau, la mélaninegxy- et la déoxy-

hémoglobine.
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Figure 2.7 : Spectres d’absorption des principdasoebeurs tissulaires : I'eau (courbe bleue),
la déoxy-hémoglobine (courbe verte), I'oxy-hémogbeh(courbe rouge) et la mélanine
(courbe noire) (9).

2.1.4.1 L'eau

L’eau est le composant principal des tissus biojogs. Elle peut représenter jusqu'a 80%
de la masse de certains organes, comme le cerv@@%wedans le sein (17). Son absorption
devient importante aux longueurs d’onde supériear@s0 nm et ne peut étre négligée dans la

partie supérieure de la fenétre thérapeutiquer@igur).

2.1.4.2 L’hémoglobine

Elle est responsable du transport de I'oxygenelgmhématies dans le sang. Ces deux
formes majoritaires sont I'oxy-hémoglobine et laxi@hémoglobine. La concentration en
hémoglobine dans les hématies est d'environ 350. gch considérant un taux hématocrite
moyen de 0,45 ; on obtient une concentration d'lyfmhine dans le sang d'environ 1604.L
et en considérant la masse molaire moyenne dedtjéisine € 65000 g.maf), on obtient
une concentration de 5,6:16nol.L™. La figure 2.8 représente les spectres d’absorpties
deux formes d’hémoglobine entre 650 et 1000 nmrédmarque ainsi que I'absorption liée a
la déoxy-hémoglobine est tres importante, vis-adesl'oxy-hémoglobine, dans la partie

inférieure de la fenétre thérapeutique et que éa@mene s’inverse au-dela de 800 nm (18).
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Figure 2.8 : Spectres d’absorption de la déoxy-tgtafmne (courbe verte) et de I'oxy-
hémoglobine (courbe rouge) dans le sang (9).

2.1.4.3 La mélanine

La mélanine protége I'épiderme et absorbe prineipaint dans I'UV et le visible, domaine
spectral ou son absorption est la plus élevée.aBsarption reste cependant importante dans
la fenétre thérapeutique, mais ne concerne pagresipaux tissus d’intérét. C'est un
pigment de couleur foncée (du noir jusqu’au roume I'on trouve majoritairement dans la
peau, les poils, les cheveux et la choroide (menasrde I'ceil). La quantité de mélanine chez
un individu dépend de plusieurs facteurs commerdtiée ou les hormones. Cependant des
facteurs pathologiques peuvent également entrgeleel que l'albinisme provoquant une

dénaturation de la mélanine et diminuant par camsgtosa concentration (19).

2.2 Fluorescence

La fluorescence correspond a I'émission spontande ghoton par une molécule excitée
par un photon incident. Nous présentons ici unmésdes caractéristiques et des différents

phénomenes liés a la fluorescence.

2.2.1 Caractéristiques de I'émission

Le diagramme de Perrin-Jablonski permet d’illusttéférents processus physiques tels
gue l'absorption d'un photon par une molécule, l&mpmeéne de conversion interne, de

phosphorescence ou encore de fluorescence (figdiye 2
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Figure 2.9 : Diagramme de Perrin-Jablonski et pmsitelative des spectres d’absorption, de
fluorescence et de phosphorescence (20)

Les états électroniques singulets sont notégtat fondamental), 1SS, ... et les états
triplets sont notés {J To, ... De plus, les états vibrationnels associés &whae ces états
électroniques sont également représentés. Le ptemediabsorption est tres rapide vis-a-vis
des autres, environ 18s. Ainsi, il n’y a pas de déplacement possibléaitees constituant la
molécule durant cette bréve période prise pouralasttion électronique ce qui reste a la base
du principe de Franck-Condon (21).

Le premier phénoméne est I'absorption et les flectegticales correspondantes débutent a
partir d’'un niveau d'énergie vibratoire bas, 8e qui est le cas a température ambiante.
L'absorption d'un photon peut donc exciter une mdé&évers l'un des niveaux vibrationnels :
S;, $&,. . . Suite a cela, plusieurs phénoménes de diésian sont possibles et vont

maintenant étre développés.

2.2.1.1 Conversion Interne

La conversion intern€lC sur la figure 2.9) est une transition non aéige entre deux états
électroniques de méme multiplicité de spins. Cenph#&ne est suivi par une relaxation
vibrationnelle vers le plus bas niveau d’énergid'@at électronique final. Si la molécule est
en contact avec un solvant, I'exces d'énergie talveapeut étre transféré a ce dernier par
collisions entre la molécule excitée et les molésulu solvant. Si la molécule est excitée a un

niveau d'énergie supérieur a celui du premierd@tadtronique § la relaxation vibrationnelle
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ameéne la molécule vers le niveau vibrationnel Q'éat singulet $ en 10" & 10" s. De
méme une conversion interne est possible, si bétgulet excité est plus élevé que S

La conversion interne allant dg & S est plus efficace énergétiquement que la conversio
entre $ et § en raison de I'écart d'énergie beaucoup plus gratid $ et $. Par conséquent,
la conversion interne de; & S peut rivaliser avec I'émission de photons de fsoence et
également avec le phénoméne de croisement intensgst(ISC sur la figure 2.9), qui sera
développé plus bas, a partir duquel I'émission kdetgns de phosphorescence peut étre

observée.

2.2.1.2 Croisement intersystéeme et phosphorescence

A température ambiante, la désexcitation non ravgiate |'état triplet 7, est prédominante
sur les désexcitations radiatives, appel@@ssphorescencear la transition de ;Ta $ est
interdite rendant quasi impossible ces désexcitatradiatives. Au contraire, les nombreuses
collisions entre les molécules du solvant favoitises ISC puis les relaxations vibrationnelles
vers Q.

Au contraire, a basse température ou dans un milgde, la phosphorescence peut étre
observée. La durée de vie de I'état triplet peutsadtre suffisamment longue pour I'observer
durant quelques secondes.

Le spectre de phosphorescence est situé a deslmsgdionde plus élevées que le spectre
de fluorescence (figure 2.9), car I'énergie du pls niveau de I'état triplet €st inférieure a

celle de I'état singulet;S

2.2.1.3 La fluorescence

On appellefluorescencel’émission de photons accompagnant une relaxatien’état
singulet $ a I'état fondamental ¢S La transition entre niveaux d’énergie électroricest
généralement la méme pour I'absorption (vers €b pour la fluorescence. Cependant, le
spectre de fluorescence est situé a des longueomsled supérieures a celles du spectre
d'absorption en raison de la perte d'énergie tht B&cité liée aux relaxations vibrationnelles
(figure 2.9). En général, les différences entrenigsaux vibratoires sont semblables entre les
états fondamentaux et les états excités, de soeele)spectre de fluorescence ressemble
souvent au spectre d’absorption ; on parle alareatje miroir de I'un par rapport a l'autre.
L'écart (exprimé en nombre d'onde) entre le maximienla bande d'absorption et le

maximum du spectre de fluorescence est appeléplaadnment de Stokedi{ sur la figure
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2.10). Cette grandeur est tres importante en inegde fluorescence. En effet, il est
nécessaire de travailler avec des molécules quuonty assez important afin de pouvoir

rejeter les photons liés a I'excitation et de néecter que les photons de fluorescence.

Va~Vs

Figure 2.10 : Déplacement de Stokes entre le maxiiiun spectre d’absorption et
d’émission de fluorescence (20)

L’émission d'un photon est aussi rapide que I'giignT d'un photonx10*° s). Cependant,
les molécules excitées restent dans l'état S1 utaicetemps (quelques dizaines de
picosecondes a plusieurs nanosecondes) avant ttémetphoton ou de subir un des autres
phénomeénes de désexcitation cités précédemmentlRIC). Ainsi, apres excitation d’'un
milieu contenant des molécules fluorescentes par iompulsion lumineuse, l'intensité de
fluorescence va décroitre, exponentiellement stetodes molécules sont dans le méme
environnement, avec un temps caractéristique reptast le temps de vie moyen des
molécules dans I'état excite. S

Une molécule fluorescente est caractérisée pasmagres d’émission et d’excitation. La
figure 2.11 présente a titre d’exemple les prafiés spectres d’excitation et d’émission de
deux colorants fluorescents : Cy5.5 et IRDye® 800@&ns les cas présentés, les maxima
des profils d’excitation et d’émission sont a 648 st 689 nm pour Cy5.5. Pour IRDye®
800CW, ces maximas sont de 745 nm et 795 nm. Letackments de Stokes sont
respectivement de 11 nm et 50 nm.
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Figure 2.11 : Spectres d’excitatiom) (et d’émissiont) de la molécule de cyanine 5.5

(Cyb.5) et spectre d’excitatiom)(et d’émission{) de la molécule IRDye® 800CW (22).
Un fluorophore est également caractérisé par tgyendeurs essentielles qui nous
renseignent sur les propriétés physico-chimiquesceatee molécule : le temps de vie de
fluorescence, l'intensité de fluorescence et ladeament quantique de fluorescence (23). La

suite de ce chapitre est consacrée a la présantiioes grandeurs.

2.2.2 Temps de vie de fluorescence

Afin d’expliquer le temps de vie de fluorescenamsidérons le schéma 2.12 avec :

« k; : le taux de désactivation radiative-S S menant a I'’émission de fluorescence
+ k3. : le taux de conversion interng S S

* ki : le taux de croisement inter systeme.
K,

S isc
1 ATV

y T,

C

C
k; K ék

1

)
g T T

knsr = ki + kisc
Figure 2.12 : Schéma des constantes de tempsftireilis procédés

Si nous considérons les désexcitations non radmtissues de I'état; Sil est possible

d’introduire le taux globaks, défini par :
kS, = ki + ki (2.21)
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Considérons une solution fluorescente de concemirC]. Une impulsion lumineuse au
temps t = 0 va porter un certain nombre de molécalkétat singulet excité; par absorption
de photons. Le retour a I'état fondamentgls® fera ensuite par transfert radiatif ou non ou
par croisement inter systeme. Le taux de dissipat®la molécule excitée peut s’écrire sous

la forme de I'équation différentielle suivante :

arcr] *
——— = (kF + ka,)[C”] (2.22)
En notant[C*], la concentration de molécules excitées a t=0téi§ration de cette

éguation donne I'évolution temporelle de la coneiin de la molécule excitée :
* — * _i
(€] = [CJo-exp ( TS) (2.23)

Avec 75 le temps de vie de I'état excite &fini par :

_ 1
T kS,

T (2.24)

2.2.3 L'intensité de fluorescence

L'intensité de fluorescence est définie comme lantjté de photons exprimée en moles
émises par unité de temps (s) et par unité de wl(oh d'une solution et qui peut étre

résumee par :
i
C* - C + photon

Apres excitation a t = 0, I'intensité de fluorescer: au temps t est proportionnelle a la
concentration de molécules excitées [C*] et a lastante de désexcitation radiatie Il est

alors possible d’écrire I'équation suivante :

i (t) = ki [C*] = kE.[C*Joexp (- =) (2.25)

Ts
Notons ici que si la seule voie de désexcitatiparir du niveau S— S est I'émission de
fluorescence, la durée de vie est alors la duréeedediativer, = 1/k;.
2.2.4 Rendement quantique de fluorescence

Le rendement quantique de fluorescegégecorrespond a la fraction de molécules excitées
qui retournent a I'état fondamenta) 8/ec émission de photons par fluorescence. ld@st
égal au rapport du taux de relaxation radiativeaan total de relaxation, soit :

= kSt (2.26)
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Le rendement quantique de fluorescence est ausapfwrt entre le nombre de photons
émis et le nombre de photons absorbés. Et selqodtéon (2.25), le rapport entre I'intensité

de fluorescencg; et le nombre de photons absorbés est le suivant :

F® _ s _t
s k; exp( TS) (2.27)

Et en intégrant I'équation 2.27 nous obtenons :
ﬁ [ ip() dt = k.15 = p (2.28)
Dans le paragraphe précédent, nous avons étabkidaeseule voie de désexcitation est
I'émission de fluorescence, la durée de vie estsal® durée de vie radiative = 1/k;.
Finalement le rendement quantique de fluorescenué ecrire plus simplement a partir de
I'équation 2.28 :
Py =5 (2.29)

Ly
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3 Caractérisation physicochimique du colorant Bleu P&enté V

3.1 Préambule

Comme nous l'avons mentionné dans le premier algples colorants bleus sont
couramment utilisés afin d'établir la cartograplyenphatique et lors de la biopsie du
ganglion sentinelle pour des patients atteints atecer du sein et autres tumeurs malignes.
Parallelement & I'utilisation croissante de cedtdnique, des études et rapports sur les effets
indésirables liés a I'utilisation de colorants sdatplus en plus fréquents. La réaction mise en
avant dans ces publications est le plus souvesttde anaphylactique lié a leur utilisation (1)
(2) (3) (4).

Avant de détailler ces réactions, et a ce momeniesposé, il est important de souligner
gue de nombreuses publications souffrent d’'uneacktxde certaine quant a la description
du bleu utilisé. En effet, une partie du probleréside dans le fait, que bien souvent, un
amalgame entre les différents colorants est failgmauteurs ; comme par exemple E. Van
Zuuren qui, en décrivant le choc anaphylactiquene’patiente lié a l'utilisation du Bleu
Patenté V, décrit faussement sa composition chien@umme un regroupement de fonctions
anilines, qui en l'occurrence serait une amine piien aromatique deérivée du benzene et
toxique pour I'hnomme (5)! Cette inexactitude esklia I'utilisation trompeuse de certaines
terminologies chimiques méme dans la littératuecspisée comme le souligne K. Scherer
dans une étude comparative des nomenclatures fi@ulis bleus (6). Mais il est vrai qu’il
existe de fortes similitudes entre certains colwaan effet, le Bleu Patenté V (Numéro CAS
(Chemical Abstracts Service3536-49-0) et le Bleu Isosulfan (numéro CAS: &836-8)
sont chimiquement assez proches (7). Tous deuxdesntriarylméthanes et ont des formules
chimiques trés proches. Mais le Bleu Patenté Vguessin groupe hydroxyle supplémentaire.
De plus, le Bleu Isosulfan est I'somére du BleteRt#& VF (numéro CAS: 129-17-9).

Le Bleu de Méthylene (numéro CAS: 61-73-4 (Bleunt&thyléne anhydre) et 7220-79-3
(trihydrate de Bleu de méthyléne)) est parfois @gaint utilisé pour la détection du ganglion
sentinelle (8) (9). Mais son utilisation est despkn plus restreinte. En effet, il doit étre
injecté profondément, car il peut entrainer desosss graves lors de son administration
intradermique (10). La figure 3.1 représente lemfdes chimiques des trois composeés cités

ci-dessus.
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Figure 3.1 : Comparaison des formules chimiqueBldu Patenté V (a), du Bleu Isosulfan
(b) et du Bleu de Méthyléne.
Afin d’avoir une vision plus synthétique des difféts colorants bleus existants et de leur
utilisation, le tableau 3.1 présente les noms, symes, CAS Number et applications des
principaux bleus rencontrés dans la littérature.

Colorants Synonymes # CAS Nom de vente Applications
Bleu Patenté V E131 3536-49-D Patent Blue|V  Détection GS
Guerbet
Bleu Acide 3 - Lymphographie
Bleu Patenté VF Bleu Acide 1 129-17-9 - Détectidh G
Bleu de Disulfine - Colorant alimentaire
Bleu alimentaire 3 - Colorant cosmétique
Bleu Isosulfan Bleu Patenté Violet 68238-36-8  Lymplrine Détection GS
Bleu de Méthylene Methylthioninium 61-73-4 UroleBleie Méthémoglobinémie
Bleu d’'aniline - Antiseptique
Bleu Basique 9 Methylene Blug Marguage tissulaire
Vitis

Tableau 3.1 : Résumé des différents colorants ldeds leurs différentes dénominations

3.2 Propriétés physico chimiques du Bleu Patenté V
3.2.1 Nomenclature du Bleu Patenté

Le Bleu Patenté V Sodique est utilisé pour le ragérvasculaire et lymphatique. Il est
conditionné en France par la société Guerbet enoal®p de 2 ml & 2,5 % en solution
physiologique NaCl a 0,6 % et phosphate disodiqd®% %.
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Il s’agit d’un sel sodique du bis-(diethylamino-&plyl) (hydroxy 5 disulfo-2 4 phényl
méthanol) de masse molaire égale a 582,7 g/moktisature chimique est présentée en
Figure 3.1.a et sa formule brute est Bs; NoO; S; Na.

3.2.2 Solubilité du Bleu Patenté V

Comme l'a établi D. W. Newton (11), le Bleu PateMéest peu soluble dans l'alcool
(9,8% w/w) par rapport a I'eau distillée (> 42 9k plus, il est pratiquement insoluble dans
des solvants organiques comme I'éther ou le tol&nt10° %) (11). Ceci s'explique trés
simplement. En effet, par définition, un solutégd@ est soluble dans un soluté polaire. Dans
le cas présent, la solvatation est réalisée avetede (aussi appelée hydratation). La
molécule d’eau, bD, est tres polaire. Le Bleu Patenté V a lui us fart caractere polaire
provenant de son groupe hydroxyle —OH vis-a-visaletres simple caractére apolaire lié aux
guatre groupes éthyle -is. Il est donc soluble dans I'eau. En revanchepsbsrconsidérons
un alcool tel que I'éthanol GHCH,-OH, ces groupes éthyles lui conferent un fort cigre
apolaire (moment dipolaire globale nul) (12) (1&);qui explique que le Bleu Patenté V n’est
gue peu soluble dans les alcools. Le méme raisoemtepeut étre développé avec I'éther
(CH3-CH,-O-CH,-CHg).

3.2.3 Spectrométrie du Bleu Patenté V

Le spectre d’absorption et la couleur de solutieBteu Patenté V dépendent du pH. Cette
capacité de changer de couleur en fonction dedit#cdu milieu, appelée halochromisme, a
été mise en évidence trés tét par P. C. Henrignd@83 (14). C’est la raison pour laquelle il
a tres vite été utilisé comme un indicateur de PpRieffet, le tableau 3.2 nous montre qu’il est
possible d’obtenir des couleurs stables entre réifites valeurs de pH (11). En outre, il a la
propriété de jouer le rdle d'indicateur de titratid’oxydoréduction. Il manifeste notamment
un brusque changement de couleur au point d’éceneal dans la titration du titane, du
chrome ou du cuivre avec des ions ferreux et tfateude cérium (15) (16).

Comme nous l'observons dans le tableau 3.2, le Bigenté V est bleu de maniere stable
lorsque le pH varie entre 4 et 11. Lors de notrelét le pH des solutions réalisées était
toujours proche de 7. Dans ces conditions, aptasiati du colorant pur dans du PBS, nous
avons obtenu le spectre d’absorption présentéasfigure 3.2. L’acquisition de ce spectre a
été faite grace un spectrophotometre UV/Visibleeaxdfaisceaux (UVIKON 943) dans des

cuves de 10 mm en utilisant comme référence du PBS.
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Gamm«de pk Couleu A Maximum [nm
4al: Bleu 63€
2,7a3,5 Bleu-Vert 638 - 412
15a25 Vert-Jaune 412
-5,8a-1 Jaune 418
-10a -7 Incolore 273

Tableau 3.2 : Variations de couleur du Bleu Patshéd fonction du pH (11).

Une espéce ne peut étre colorée que si la moléquiléa constitue, absorbe sélectivement
certaines longueurs d'onde du spectre visible. Diensas du Bleu Patenté V, nous
remarquons que le colorant présente plusieurs Badtsorption. Les deux premieres,
situées dans la partie UV du spectre électromagmstipossédent un maximum a 207 nm et
310 nm. Les deux autres sont situées dans la pasii@le et présentent des absorptions
maximales a 411 et 638 nm (figure 3.2).

Par définition, les molécules colorées sont caméstis de I'association de deux types de
groupement d’'atomes :

» Les chromophores sont généralement des groupemr@mtiques ou des groupes de

liaisons conjuguées qui conferent la couleur alxtems. lIs ont pour principale propriété

de posséder des électrons dans leurs orbitaleésdigaussi appeléas et non liantes (n)

de telle maniere que les états excités possiblesspmndent a des énergies d’absorption

se situant dans la partie UV et/ou Visible du sgeétectromagnétique. Les groupements
aromatiques phényles correspondent a la transéiectroniquer — m* caractéristique
des bandes d’absorption du domaine UV du spectwetrémagnétique (17). Le Bleu

Patenté V posséde trois de ces groupements etregtsition correspond au pic a 207nm.

* Le second type de groupement est constitué deshrowmes tels que -OH, -OCH3, -

NH2, -Cl, -N(CH3)2 ... lls ont pour point commun desgéder des électrons non liés qui

augmentent la délocalisation électronique des rélestdes liaisons conjuguées (18). Le

Bleu Patenté V posséde un groupement —OH. Celupoiur conséquence d’influencer les
énergies d’absorption des transitions électronighiegroupe auquel il est fixé, de sorte
gue le Bleu Patenté V ainsi formé absorbe dandgsiéle, produisant la couleur de la
molécule. De plus, comme I'a décrit C. R. Bury é&83 (19), deux formes mésomeres

«quinoide-benzénoide» peuvent entrer en résone@apyi, dans le cas de la molécule de

Bleu Patenté V, correspond au fait que 'azote djtoupement aminodiéthyl en position
para sur un cycle, est en résonance entre les geupements aminodiéthyl. Cette

résonance est la cause d'un déplacement des patiésraux transitionst — * vers de
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plus grandes longueurs d’onde, du domaine visiblesgectre, ce qui correspond a la

bande d’absorption ayant son maximum a 638 nm.
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Figure 3.2 : Spectre d’absorption du Bleu PatenééM pumol/L dans le PBS

De plus, en diminuant le pH, la molécule de colorest le siege d’'une réaction de
protonation. La charge portée par le carbone dendéduit de 50 % la longueur de la
résonance du systéeme quinoide-benzénoide. Ceatéselttraduit par une diminution du
recouvrement des orbitales électroniques et éevevieau d’énergie de I'état excité. Il doit
s’en suivre un déplacement hypsochromique de laldatiabsorption a l'origine de la
couleur. Il y a donc tout lieu de penser que ladeaaiabsorption de la molécule protonée est
représentée dans le spectre par la bande dontlitadgomaximum est de 418 nm. Afin de
vérifier cette hypothese, nous avons réalisé une g8é mesure du spectre d’absorption du
Bleu Patenté V a 14 pumol/L en diminuant le pH d& &,0,7 unités (figure 3.3). Nous
constatons un effet hypochrome a 638nm accompdagnéetfet hyperchrome a 418nm avec
un point isobestigue a 505nm lorsque le pH dimindes remaniements électroniques,
conséguences de la réaction d’équilibre protonatidéaprotonation, expliquent le virage au
jaune de la solution a faible pH. De plus, pour fteses d’acidité encore supérieures, la
molécule de colorant est le siege d’'une doubleopiaiion et sa solution devient incolore (20).
Il serait donc logique d’assigner la bande d’absonpdont le maximum d’amplitude est a
418 nm aux mémes types d’'états électroniques etr@umes causes envisagées pour la bande

d’absorption de maximum a 638 nm.
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Figure 3.3 : Spectres d’absorption du Bleu Patendé@ns I'eau a différents pH

3.2.4 Interactions Bleu Patenté V / Albumines
3.2.4.1 Le sérum d’albumine humaine

Parmi I'ensemble des protéines contenues dans dempl, I'albumine représente la
proportion la plus importante, que se soit d'unnpale vue quantitatif (55 a 60 % des
protéines totales) ou qualitatif. C'est une pr¢gglobulaire, de masse molaire égale a 65000
g/mol, composée de 585 acides aminés (21). Sa mwatien sanguine chez I'adulte varie
entre 38 et 48 g/L selon les individus. Elle estdoiite par le foie et permet le transport de
nombreuses substances (endogénes et exogénesaskilie environ 80 % de la pression
osmotique du plasma (22) et sa demi-vie varie,nskdittérature, entre 15 et 20 jours (23).
De nombreuses recherches ont été menées afin d@itensa structure tridimensionnelle.
Dés 1970, plusieurs formes de la molécule d’albenseérique humaine (HSA) ont été
proposées mais celles-ci ne donnaient pas de sémifermations structurelles (24). Le
premier modeéle tridimensionnel a basse résolutibadcrit par D. C. Carter en 1989 (25) qui
affina, en 1992, sa modélisation avec une résolut® 2,8 A (21). Depuis, la structure de la
molécule d’'HSA a été encore affinée afin d’obtgrar cristallisation la représentation que
nous connaissons aujourd’hui. La figure 3.4 reprieske schéma de cette molécule ou chaque
sous domaine est marqué par une couleur diffé(éamten jaune, lb en vert, lla en rouge, llb
en magenta, llla en bleu, Illb en cyan) et ou lemsdiants sont clairement distincts (Arg

Lysss: et Lysizs en blanc).
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Figure 3.4 : Schéma structurel d’'une molécule H38).(

3.2.4.2 Choix du Bleu Patenté V pour la détection du Gangtin sentinelle

Dés les années 1950, des études physico-chimiguenantré que les colorants sulfonés
peuvent s’éliminer cing fois plus lentement que dedécules non sulfonées, avec un taux
tres proche de celui des protéines plasmatiques Aliisi, tres rapidement s’est posée la
guestion de I'existence d’'une liaison plus ou mdm$e avec les protéines en fonction du
nombre de groupes -3B présents sur le colorant. C. Tsopelas a plusmdmnt étudié ces
interactions en comparant de nombreux colorantdyamt le Bleu Patenté V, le Bleu Evans
ou encore le Bleu de Méthylene fixés a du plasmeatle(28). Il a ainsi pu constater que le
Bleu de Méthylene, qui ne posséde pas de grougensulne se lie pas aux protéines
plasmiques et il a montré que la liaison d’'une i de colorant avec la protéine dépend du
nombre de groupes sulfonés et de leur position @an®lécule. Il a mis en évidence que la
présence de deux groupements sulfonés séparésgpaiotnes dans la structure moléculaire,
renforcgait la liaison. Ainsi, le Bleu Evans, quingprend quatre groupes sulfonés, est
caractérisé par un pourcentage de liaison de 6&lof$ que le Bleu Patenté V qui comprend
deux groupements sulfonés séparés par 2 liaissherms, est caractérisé par un pourcentage
de liaison plus faible de 4,7 % (28). La faibleraté ente le Bleu Patenté V et les protéines,
en collaboration avec son rythme lent de I'excréténale (29), explique pourquoi l'urine des
patients est de couleur bleue verdatre plus ded@és la chirurgie.

Malgré cela, l'utilisation du Bleu Patenté V s'gsttit a petit imposée comme « gold
standard » en routine clinique. En effet, il estasSaire de réaliser un compromis entre ces
propriétés physicochimiques et son utilisation afen choisir le colorant le plus approprié.

Ainsi plusieurs propriétés apparaissent comme &sflen : la nécessité d’avoir un colorant
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lié avec les protéines pour limiter I'excrétion gmée urinaire, une captation rapide par le

ganglion et la quantité injectée qui doit étre llasgfaible possible afin de minimiser les effets

secondaires. Mais la liaison doit étre caractérmareune constante d’association peu élevée
car la complexion du colorant avec les protéinéenta sa diffusion et sa captation au niveau

des ganglions.

Le choix du Bleu Patenté V est en accord avec cwdraintes. Aprés injection
intradermique du colorant, la visualisation dessseaux lymphatiques est rapide (moins de
15 minutes). Cependant, les vaisseaux lymphatigoes fins et, peu de temps apres, leur
visualisation devient plus difficile a cause d’'uifusion des molécules a travers leur paroi
en direction du milieu interstitiel. Cette obseiwatest en agrément avec la faible liaison de
ce colorant aux protéines et une excrétion uringiézoce élevée. En revanche, un colorant
comme le Bleu Evans, qui se complexe de maniere iphportante avec 'HSA mais qui
diffuse plus lentement, n’est pas prioritairementrieilleur colorant pour une visualisation

des vaisseaux lymphatiques et la recherche deigaaglentinelles.

3.2.5 Etude spectroscopique

Le sérum d’albumine humaine, utilisé durant notiedé, provient de chez Sigma Aldrich
(CAS #70024-90-7) de masse molaire égale a 6633blgle Bleu Patenté V est mis en
solution dans de I'HSA et dans du PBS afin de séalces spectres d’absorption. La figure
3.5 représente ces spectres correspondant au Blteat® V libre (courbe bleue) et liee a
différentes concentrations d’albumine (10 & 40™y.10n observe un effet bathochrome du
maximum d’absorption de 638 a 640 nm, un effet bigpome du maximum du coefficient
d’extinction molaire de 17 % et un élargissemercsal.

L'effet bathochrome peut étre expliqué par le fgite I'attraction eélectrostatique des
groupements S{I" du Bleu Patenté V par les groupements,Mid la molécule d’'HSA,
neutralise les charges négatives et accroit lanadm® des doubles liaisons conjuguées des
cycles benzoide-quinoide (30). Au sujet de I'efffigpochrome, comme I'a évoqué |.M. Klotz,
la liaison électrostatique entre les deux molécdlas étre renforcée par des interactions de
van der Waals qui exercent un couplage entre uduémisin aromatique (tyrosine), ou

hétérocyclique (tryptophane) de la molécule d’alen{31).
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Figure 3.5 : Comparaison entre le spectre d’absorglu Bleu Patenté V libre et le Bleu
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3.3 Etude fluorimétrique du Bleu Patenté V

La littérature nous renseigne de facon préciselswapacité du Bleu Patenté V a étre
fluorescent. Il apparait clairement que celui-ast’ pas fluorescent lorsqu’il est libre et que
son rendement quantique est de I'ordre dé Hh effet, les molécules de triphénylméthane,
tel que le Bleu Patenté V, ont normalement des ammmts quantiques de fluorescence
extrémement bas dus a leur rapide et facile désgxei vibrationnelle. Cependant, cette
fluorescence peut étre exaltée en limitant dedelierations, en placant la molécule dans des
milieux visqueux ou froidé32). De plus, de nombreuses études ont montréngucondition
nécessaire pour augmenter le rendement quantigdliatescence d’'une molécule, repose
sur le fait que celle-ci doit se trouver dans uagefiguration rigide en limitant la flexibilité
des cycles aromatiques phényle par rapport au sarbentral de la molécule (33). Le but de
cette étude est de trouver une macro moléculetatjr au patient qui permet d’exalter la
fluorescence du Bleu Patenté V lorsque les deuklgsn La molécule d’albumine parait étre
un candidat approprié. Nous présenterons dans i@ sie ce chapitre les méthodes
développées afin d’obtenir le rendement quantiqueBteu Patenté V libre et lié, et les

résultats obtenus.

3.3.1 Méthode

La méthode que nous utilisons pour la déterminaties rendements quantiques du Bleu
Patenté V est une méthode de comparaison, nécessitaconnaissance préalable du
rendement quantique de fluorescence d'un corps éfiérence. Cette méthodologie fut
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introduite par H. W. Melhuish en 1954 (34), quipfdiqua par la suite a de nombreuses
molécules (35). Le principe, relativement simpleynpet a partir de I'enregistrement du
spectre de fluorescence de la solution de référaleceelier I'intensité d’excitation, la fraction
d’intensité absorbée et lintensité de fluoresceace rendement quantique du corps de
référence. Il en est de méme pour la molécule éudAinsi, il est possible d’écrire le
rendement quantiquiy de la solution recherchée (ici le Bleu Patenté Wjanction de celui
de la solution référencebdf), de leurs densités optiques (D€ DQ) a la longueur d’'onde
d’excitation, des indices des solvants des deuntisols (n pour le solvant de la solution
etudiée et npour la solution référence) et des aires sousdagbes des spectres d’émission

(S« et S) sous la forme :

2
@, =20 =M g (3.1)

T DOy Sy mp2 T

Afin de faire ce calcul, il est nécessaire d’awnir colorant de référence ayant un spectre
d’absorption et d’émission proche du Bleu Patent&ldtre choix s’est porté sur le Nile Blue.
En effet, la fluorescence émise par ce colorantiegtis longtemps connue et son rendement
guantique est de 0,27 (36).
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Figure 3.6 : Spectres d’absorption et d’émissioMNde Blue (37)

Le colorant utilisé durant cette étude est le NBlae Chloride (Sigma Aldrich, CAS #
2381-85-3) de formule chimiqueg&H20-CIN3O, de masse molaire égale a 353,85 g/mol. La
figure 3.6 présente les spectres d’absorptioné@nidsion du Nile Blue dans le méthanol. Le
maximum du spectre d’absorption est de 626nm @édacement de Stokes du maximum du

spectre d’émission est de 34nm.

56



3.3.2 Reésultats
3.3.2.1 Rendement quantique du Bleu Patenté V libre

La figure 3.7 représente les spectres d’absormtioBleu Patenté V libre et du Nile Blue
libre avec pour solvants respectifs de I'eau purelle méthanol. Ces deux spectres sont

proches, comme requis par la méthode utilisée.
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Figure 3.7 : Spectres d’absorption du Bleu Patereéédu Nile Blue entre 350 et 750 nm. Les
traits verticaux rouges représentent les longud'orgde choisies (585 nm et 620 nm)

Nous choisissons de mesurer le rendement quandiguiorescence du Bleu Patenté V
en choisissant deux longueurs d’'ondes d’excitadifim de confronter ces deux résultats. La
premiére longueur d’'onde est choisie proche dusement des spectres, 620 nm, la seconde
est fixée a 585 nm, au niveau de I'épaulementpeutse d’absorption du Bleu Patenté V. Les

DO, aux longueurs d’onde choisies, sont précisaas té tableau 3.3.

Coloran Bleu Patenté Nile Blue
Longueur d’ond | 585 nn | 620 nn | 585 nn | 620nn
Densité Optiqu | 0,0587 | 0,131z | 0,077¢ | 0,127¢
Tableau 3.3 : Comparaison des DO du Bleu Patemtiédv Nile Blue a 585 nm et 620 nm

Les spectres d’émission des deux colorants libpessaexcitation a 585 nm et a 620 nm
ont été enregistrés sur un spectrofluorimetre felMax-3 (JobinYvon Horiba) a température
ambiante. Tous les spectres ont été corrigés pesurvariations d'intensité de la source

d’excitation.
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Ces spectres (figure 3.8) laissent clairement aijparune intensité de fluorescence plus
importante pour le Nile Blue comparativement auuBRatenté V. A l'aide de I'équation 3.1,
nous calculons les rendements quantiques aux degyéurs d’onde du Bleu Patenté V, nous

obtenons :

2
DOnp(sgsnm) Sgpy  Mpps

@ = — .®yp =5,29.107*
BPV(585nm) DOgpy(sgsnm) Sne NyEon> e
DOnp(s20nm) Sepv  Mpps”
@ = . . .Dyp = 4,68.107*
k BPV(620nm) DOBPV(620nm) Sne nMEOHZ NB

Au vu de ces résultats, nous pouvons conclure ajfladrescence du Bleu Patenté V libre
est trop faible pour étre détectée in vivo. Noussnsommes ensuite intéressés au rendement

guantique du Bleu Patenté V lié a I'albumine.
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Figure 3.8 : Spectres d’émission du Nile Blue (bagrbleues) et de Bleu Patenté V (courbes
rouges a 585 nm (a) et 620 nm (b)

3.3.2.2 Rendement quantique du Bleu Patenté V lié a I'albuine

Nous choisissons de mesurer les rendements questigufluorescence du Bleu Patenté V
lié & 'albumine en faisant varier la concentratiialbumine entre 6.25.70et 1 mmol.L
! Cette derniére valeur s’approche de la conceatratioyenne d’albumine présente in-vivo.
Le solvant utilisé pour le Nile Blue est toujours méthanol. Nous répétons le méme
protocole que celui détaillé dans le paragraphega@nt en mesurant au préalable les DO des
solutions aux deux longueurs d’ondes d’excitatiba. figure 3.9 représente les spectres
d’absorption et les spectres d’émission du BleefétV, de concentration 4 pmof,Llié a
cing concentrations d’albumine, aprés excitatiod2@ nm. On remarque, une exaltation du
signal de fluorescence en comparaison du signanabliors de I'expérience réalisée avec le
colorant libre. Il en est de méme pour les signabtenus apres excitation a 585 nm (non
représenté). Cette augmentation est visible poaguwh concentration d’HSA. Ceci est
confirmé par le calcul des rendements quantiques glmaque solution et a chaque longueur
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d’'onde d’excitation. En effet, en appliquant de veau I'équation 3.1 nous obtenons les

rendements quantiques présentés dans le tableaunsui

Solution o Rendement Qu.ant.ique
Excitation 585 nni Excitation 620 nm
BPV [4 pM]/HSA [0,0625 mM] 1,54.10° 1.10°
BPV [4 pM]/HSA [0,125 mM] 1,74.16 1,14.1¢°
BPV [4 uM]/HSA [0,25 mM] 2,16.18 1,38.10
BPV [4 pM]/HSA [0,5 mM] 1,65.16 1,35.10°
BPV [4 uM]/HSA [1 mM] 1,49.10 1,25.10

Tableau 3.4 : Rendements quantiques des différentagons de Bleu Patenté lié a de
I'albumine a concentrations variables

Nous observons un rendement quantique moyen del@#4.0,26.10° lorsque la solution
de Bleu Patenté V lié a HSA est excitée a 585 nmanetendement quantigue moyen de
1,22.10°+ 0,16.10” pour les mémes solutions excitées & 620nm. Firealeri est possible de
fournir un rendement quantique moyen général égaj4Z.107 + 0,33.1C%, bien que les
rendements mesurés aux deux longueurs d'onde ssignificativement différents. Ces
résultats démontrent que lorsque que le coloraet Blatenté V est lié & une macro molécule
comme I'HSA, son intensité de fluorescence esttézalCe rendement quantique, bien que
moyennement faible par rapport a d’autres colorgeitgjue le Vert d’Indocyanine=(0,15)
(38), est tout a fait détectable en utilisant ursérumentation appropriée.

Le choix d'une longueur d’'onde proche du maximunabdorption pour la source
d’excitation peut s’avérer judicieuse, d’'une patipavoir un maximum de photons absorbés,
et d’autre part pour bénéficier d’'un rendement ¢jgae optimum. L’utilisation de longueur
d’'onde d’excitation plus basse peut cependant ptésd’avantage d’abaisser la longueur
d’onde de coupure du filtre de fluorescence etaleder ainsi une plus forte proportion des
photons de fluorescence.
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Figure 3.9 : Spectres d’absorption et d’émissiotiw Patenté V en solution avec HSA :
0,0625 mmol.L* (a), 0,125 mmol.L (b), 0,25 mmol.L* (c), 0,5 mmol.[* (d) et 1 mmol.L .

3.4 L'utilisation du Bleu Patenté V en médecine et sassques

Avant de conclure, il est bon de rappeler une motidroduite dans le préambule de ce
chapitre. De nombreuses études et publicationenemte mettre en garde les chirurgiens
concernant l'utilisation du Bleu Patenté V (et aatbleus) en médecine. Son utilisation a
méme été suspendue dans certain pays comme ledJgiaf le Canada ou encore I'Australie.
De plus, en France, I'Agence Francaise de SécuBdditaire des Produits de Santé
(AFFSAPS) (39) a placé le Bleu Patenté V sur lgelides médicaments a surveiller.
Cependant, il est nécessaire de temporiser lepguiges pessimistes creditées a ce colorant.
En effet, une trés grande majorité des publicatparsies sur les risques liés a son utilisation

ne portent que sur des cas isolés et ne donnersogwe trés peu de données ramenées aux
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pourcentages de patients (2) (5). Cependant, Qi Bé&ffectué une revue de la littérature (40)
montrant que depuis le premier cas rapporté en (@B6par W. L. Kopp, un certain nombre
d’études a grande échelle a été mené afin d’awsirddnnées chiffrées plus précises (tableau
3.5). Nous considérerons des cohortes de patiepérisurs a 1000 unités, afin d’avoir des
résultats robustes. Ainsi, nous observons une encel de 2,7 % pour 1001 patientes par
Kalimo en 1981 (42) en diminution constante jusqiAAMANAC paru en 2010 regroupant
5853 patientes et indiquant 0,9 % de cas allergét®s Il apparait tres clairement, que les
précautions prises au fil des années (tests allesmygréopératoires, surveillance des
phénomenes d’hypotension...) ont permis de mieuxecilds patientes a risque. Ainsi ce
risque, connu, est de plus en plus maitrisé pahieirgien et 'anesthésiste. L'utilisation de
facon rigoureuse du Bleu Patenté V, pour la déectiu ganglion sentinelle, est donc

actuellement encore autorisée.

Auteur et année Nombre de patienteRéactions allergenes (%)
Kalimo et al, 1981 1001 2,7
Cox et al, 2000 1700 1
Montgomery et al, 2002 2392 1,6
Krag et al, 2007 5588 0,7
Barthelmes et al, 2010 5853 0,9

Tableau 3.5 : Extrait de la revu de littératureCd@ézu regroupant les pourcentages de
risques allergenes liés a l'utilisation du Bleudpaé V (40)

Pour finir, il est établi a I'heure actuelle qu'udeuble détection, combinant les méthodes
isotopique ET colorimétrique, augmente les chaneesepérage du ganglion sentinelle (44).
De plus, comme I'a montré I'étude, portant sur 48iientes, de T. Kang, 13,9 % de
ganglions détectés par le chirurgien, étaient «dba mais n’apparaissaient pas bleu a I'ceil
et 0,8 % n’étaient ni « chauds » ni bleus (45). Gamiers ont pu étre détectés uniquement
grace a I'expérience du praticien. Fondamentalenuee ne veut pas forcement dire que le
colorant n'avait pas pénétré dans ces gangliongftety si une quantité trop faible de bleu a
marqué ces ganglions, il est fort probable quel ldeichirurgien (bien qu’entrainé) n’ait pu
détecter la variation de couleur. Ceci constitumé’ des bases de ce travail qui consiste a
mettre au point un instrument optique capable dectlr les ganglions sentinelles marqués
par le Bleu Patenté V de maniére spécifigue toup@ssédant une sensibilité supérieure a

I'ceil de I'utilisateur.
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4 Méthodes et instrumentations pour la détection optjue du ganglion
sentinelle

Apres avoir introduit les bases physicochimiquesadlorant Bleu Patenté V et étudié les
caractéristiques spectroscopiques de la forme Bbrigée aux molécules d’albumine, nous
avons pu conclure que sa détection peut se fdiva seux modes opératoires. Le premier se
rapporte a la détection des photons diffusés ayesrption par le milieu, le second consiste,
apres excitation a une longueur d’onde détermianédetecter les photons de fluorescence
émis a une longueur d’'onde supérieure.

Dans ce chapitre, nous présenterons, dans un preéemgps, les différents dispositifs
expérimentaux congus pour realiser ces deux tymesiatection ainsi que la méthode
d’analyse des signaux développée. Dans un secomplsienous présenterons les modéles
utilisés afin de caractériser nos équipements ssifse puis nous introduirons le modéle
animal nous ayant servi lors de la validation imevdes sondes et finirons par expliquer quel
protocole a été mis en place avec le Centre amtitanx Paul Strauss de Strasbourg afin de

réaliser des mesures sur des pieces opératoires.

4.1 Détection des photons diffusés a deux puis quatrerigueurs d’onde

Durant cette these, deux dispositifs ont été d¢yee afin de détecter le Bleu Patenté V
par la méthode des photons diffusés. Nous présarsteici successivement, le premier
prototype puis le second, basé sur le méme pringpe le premier mais permettant

d’améliorer la qualité des données mesurées.

4.1.1 Principe de fonctionnement

Afin de détecter les photons diffusés aprés absorgar le Bleu Patenté V de la lumiére
incidente, deux sondes ont été développées. Leigrenstrument utilise comme sources
d’excitation deux diodes laser (LDM modules, ILEfEnérant des faisceaux lumineux a deux
longueurs d’'onde distinctes. Le premier laser a longueur d'onde de 657 nm, proche du
maximum d'absorption du Bleu Patenté V, pour détece colorant. Le second, a une
longueur d'onde non absorbée par le colorant, #85%est utilisé afin de mesurer I'absorption
optique des tissus. Chaque diode laser est moadulgse fréquence propre : 15 Hz pour la
premiéere et 25 Hz pour la seconde. Chaque faisestaimjecté dans une fibre optique (SEDI
Fibres) placée dans une sonde stylo, celles-créépae 2 millimetres en leur extrémité. Une
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troisieme fibre optique, située a 4 millimetres desx fibres d’excitations, est incorporée a la
sonde et permet de collecter les photons rétra#iffiet les transporte jusqu’a une photodiode.
La séparation des deux composantes spectrales giial sinesuré est réalisée par une
transformation de Fourier. Elle permet de discrenifabsorption du BPV de celle des autres
chromophores tissulaires. La loi de Beer-Lamberbdifiee pour prendre en compte la
diffusion des tissus, permet de calculer la comeéinh relative du colorant. Les diodes laser
sont pilotées a l'aide d’'une carte National Instemin(NI-USB 6008 OEM) et les signaux,
collectés par la photodiode (S5106 HAMAMATSU), saligitalisés par cette méme carte.
Celle-ci est connectée a un ordinateur portable yrarport USB et est pilotée via un
programme écrit en langage Labview (figure 4.1) (1)

Laser 1(657nm

Acquisition {Taser 2(785nm
board Probg
Photodiode pen

Suite au développement de ce premier prototype,amaéyse plus poussée a été menée
afin de prendre en compte les variations spectthddzsorption des tissus. Ainsi, comme nous
I'avons vu lors du chapitre 2, I'absorption de é@xly-hémoglobine est nettement supérieure a
celle de I'oxy-hémoglobine a 657 nm (figure 4.2)eldliminution de I'oxygénation du sang se
traduit, donc, par une augmentation de I'absorgi@ette longueur d'onde et est interprétée

par la sonde deux longueurs d'onde comme une adghoende I'absorption par le colorant.

0.50

'§ \ —HbO2
S o 040 ) --Hb
<0 \ ---\Water
o3 \

"D 0s0| N
o
g Q N\
=" 020 N
~ o
i

£ 0.10
o)
g
3

0.00

625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875
Wavelength (nm)

Figure 4.2 : Spectres d’absorption de I'eau, deywbémoglobine et de la déoxy-hémoglobine
d’'un tissu contenant 3 % de sang a un taux deatainrde 50 %. Les 4 fleches verticales
représentent les 4 longueurs d’onde des 4 diodestas
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Afin de corriger cette erreur d’interprétation putelle, une seconde sonde a été
développée. Cette derniére utilise quatre dioder lde puissance moyenne égale a 400 pyW a
quatre longueurs d'onde différentes, sur le ménecipe physique que la sonde deux
longueurs d'ondes. L'instrument est toujours éqdipé laser émettant a 657 nm, a proximité
du maximum d'absorption du Bleu Patenté V. Le sgdaser a 785 nm, longueur d'onde qui
n'est pas absorbée par le colorant, a été mainBux diodes laser supplémentaires, a 689
nm et 850 nm, ont été incorporées dans ce secartdtype permettant ainsi de séparer les
absorptions liées a 'hémoglobine et a 'oxy-hénobghe et d’éviter un biais dans la détection
du Bleu Patenté V. Chaque diode laser est modulé&aeafréquence distincte. Chaque
faisceau est injecté dans une fibre optique guetren et placé dans une sonde en inox et
stérilisable en autoclave. La voie de détectionlisat une photodiode (S5106
HAMAMATSU), comme dans le dispositif précédent. Useconde fibre, séparée de 4
millimétres de la premiere, est utilisée par laedéédon de photons diffusés. La séparation des
guatre composantes spectrales du signal, mesuaéds @gétecteur, est réalisée une nouvelle
fois grace a une transformation de Fourier. Ellenggtra de discriminer I'absorption du BPV
de celle de I'oxy-hémoglobine et de la déoxy-hérobigle. Le pilotage des diodes laser et le
traitement des signaux collectés sont réaliséside’d'une carte National Instrument (NI-
USB 6229) connectée a un ordinateur portable pgurouhUSB. La figure 4.3 représente une
photographie et le schéma de principe de cetteesardiongueurs d’onde.

Laser 2(689nm

Acquisition | (T cer 3785nm)
card Probg
Laser 4(850nm pen
Laptop comput& /i {__Photodiode }—

Fiure.3 : hotographie et schéma de princida dende # (2)

Apres avoir présenté rapidement les deux disppdifveloppés, nous allons maintenant
détailler les différents éléments les constituamaind d’expliquer plus en détail leurs modes de

fonctionnement.
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4.1.2 Présentation des différents éléments
4.1.2.1 Les diodes lasers

Lors du développement de ces deux prototypes, &ses modules de diode laser (LDM,
ILEE AG) ont été utilisés. Comme nous l'avons pséclors du paragraphe précédent, le
choix des longueurs d’onde a été dicté par deweres principaux : le premier étant de
choisir des longueurs d'onde situées dans la fendtagnostique afin d’assurer une
pénétration optimale dans les tissus des rayonnsnpeoche infrarouge (voir chapitre 2), le
second étant de pouvoir séparer I'absorption lieeBeu Patenté V de celle des tissus
environnants.

Nous avons précisé dans le paragraphe précédemhdix des longueurs d’onde
d’excitation pour les deux sondes en précisantlgjeut de deux sources supplémentaires
dans le second prototype permettra de deé-corrédefadon plus précise I'absorption du
colorant. Dans ce second prototype la fréquencenaldulation de la diode a 657 nm est de
850 Hz, 250 Hz pour celle a 689 nm, 650 Hz pouecel785 nm et 400 Hz pour celle a 850
nm.

Les modules des diodes laser peuvent étre congpaléane tension analogique comprise
entre 0 et 5 V. Dépendant de la diode laser utijitélectronique est de type P (P = + sur le
botitier) pour les diodes a 657 nm et a 850 nm otypke M (M = masse sur le boitier) pour les
diodes a 689 nm et a 785 nm. La figure 4.4 reptédanpuissance relative (%) d’'une diode
de type P en fonction de la tension appliquée. Neasarquons ainsi qu'a 1,9 V la diode
fournit 50 % de sa puissance maximale, et que -cellest obtenue des 3 V. Les
fonctionnements des autres diodes laser sont siesilalLes tensions d’alimentation
dépendent du type de diodes lasers utiliséesuyres de type P (657 nm et 850 nm) sont
polarisées entre 0 V et 5 V et délivre une puissanaximum a 5 V, les autres, polarisées en

inverse (689 nm et 785 nm), délivrent une puissamaea 0 V.
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Figure 4.4 : Puissance relative des modules deedasstr & 657 nm et a 850nm en fonction de

Nous avons mesuré a l'aide d'un spectrophotomdtt8B( 2000, Ocean Optics) les

longueurs d’onde des 4 diodes utilisées. La figuBereprésente les spectres émission de ces
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Figure 4.5 : Spectres des 4 diodes laser utilisées
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4.1.2.2 Le détecteur

Les deux prototypes sont équipés du méme détecteme photodiode Silicium (S5106
Hamamatsu) (figure 4.6.a). Les photons rétrodiusént collectés par la fibre optique de
réception branchée via un connecteur SMA au baitetommande. Dans le but de limiter le
flux de lumiere détecté, un filtre optique passadeade 600 a 900 nm est placé devant le
détecteur. Il rejette ainsi une grande partie diitaiere ambiante collectée par la fibre de
détection et permet d’améliorer la dynamique decHaine de détection. La photodiode
dispose d’une excellente linéarité a I'égard ded'nsité de la lumiére incidente. Elle possede
également un faible bruit interne (1,640W/Hz)"?) dut en particulier & la taille de la
surface active de détection(5 x 5 mm).Elle estibnslans un domaine spectral tres large
allant de 400 nm a 1100 nm. Le maximum de sensilsg situe a 960 nm (0,72 A/W). Celle-
ci est égale, pour les longueurs d’'onde utiliséa<€),45 A/W a 657nm, 0,48 A/W a 689nm,
0,57 A/IW a 785nm et 0,65 A/W a 850nm (Figure 4.6.ba tension de sortie de
'amplificateur connecté a la photodiode est édllanhée a 500 échantillons par seconde. La
carte National Instrument fait I'acquisition de 58¢hantillons pour chaque point de mesure.
Le choix de cette fréquence d’échantillonnage aeégentiel dicté par la carte d’acquisition
utilisée. Le fait de piloter deux lasers, aux mérnéquences d’échantillonnages, ajouté a la
lecture du signal est trés vite limité par la céigade cette simple carte.
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Figure 4.6 : (a) Schéma de la photodiode et codebgensibilité en fonction de la longueur
d’'onde (4)

La sortie de la photodiode est connectée a un fospdiur de courant permettant de
délivrer a sa sortie une tension proportionnelle@urant de la photodiode (figure 4.7). Une

capacité Ga été connectée en parralléle de la résistancerdeeaéaction Rafin de lisser le
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signal de sortie. Le gain de I'ensemble a été clpoisr optimiser la dynamique du signal. Les

deux capacités £onnectées sur les tensions d’alimentation peemiette les filtrer.
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Figure 4.7 : Schéma du circuit électronique eneale la photodiode

4.1.2.3 Les sondes de détection

Comme nous 'avons mis en avant précédemmentol®type a quatre longueurs d’'onde
est une évolution du dispositif de premiere géiraa deux longueurs d’'onde. Chaque
prototype possede sa propre sonde de détection,usneeévolution notable de cette derniére.
Dans les deux cas, le souci de développer unléger, maniable et ergonomique fut le point
prépondérant. La premiére sonde, (Figure 4.8.dijsédi avec le prototype a 2 longueurs
d’'ondes, est en plastique. Elle est reliée au dyodiectronique par les deux fibres optiques
d’excitation et par la fibre de détection ayantatiree un diametre de cceur €gal a 200 um. Ses
dimensions sont de 130 mm de long et 12 mm de diamka distance entre les fibres
d’émission et la fibre de détection est de 4 mmséeonde sonde, utilisée avec le prototype a
4 longueurs d’onde, a été concue afin de permetteeutilisation en clinique. Elle est en acier
inoxydable et peut étre stérilisée. Elle est ptuggle que la précédente (175 mm) pour un
diameétre de 11 mm. La distance entre les fibremid'sion et de réception est toujours de 4
mm. La fibre d’émission a un diametre de 1 mm.c@eix résulte de l'injection de chacun
des faisceaux des 4 diodes laser dans une fib2@@@m de diametre, puis du regroupement
de ces 4 fibres dans un méme connecteur SMA rdéidace avant du boitier. Le diamétre de
1mm de la fibre d’excitation permet un couplagecade faibles pertes, a cette extrémité
commune aux 4 lasers. Les figures 4.8.b et 41@septent la sonde inox réalisée.

Chacune de ces sondes a servi lors des expérimastgiréliminaires de caractérisation
des prototypes, mais également lors des expéritmamtaanimales et durant les essais ex-

Vivo sur des prélevements opératoires pour la tétedes ganglions sentinelles.
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Figure 4.8 : Sonde optique plastique (a) et sompdigue inox (b,c)

4.1.2.4 Les cartes entrée/sortie et leur logiciel de commade
4.1.2.4.1 Présentation

Chague prototype posséde sa propre carte entriie/Mational Instruments permettant le
pilotage des diodes lasers et le traitement desmsigobtenus par la photodiode.

La carte utilisée pour la sonde a deux longueuradg est une carte NI USB 6008 OEM
(12 bits, 150 éch./s) possédant 2 sorties et &entmnalogiques. L’alimentation électrique et
le transfert de données de la carte a I'ordingteuable sont réalisés par un port USB (5).

Le second prototype possédant 4 diodes lasetsitiinécessaire de choisir une carte ayant
plus de sorties analogiques. Notre choix s’estsadorété sur une carte NI USB-6229 avec 4
sorties analogiques et 32 entrées analogiquesite)q®).

Ces deux sondes sont pilotées par des programmiés éans le langage LabVIEW
version 8.6 (National Instruments). Il est aingéade concevoir un logiciel permettant de
contrbler et d’automatiser I'instrumentation déyglée en utilisant une interface graphique
par laquelle le programme interagit avec l'utigseit Le but final étant de fournir un appareil
facile a exploiter et dont l'utilisation est intvi¢, cette interface utilisateur/machine a été
congue de facon épurée et ergonomique pour chaopees Les figures 4.9.a et 4.9.b
représentent les faces avant des programmes shtitih des deux sondes. On remarque, dans
chaque cas, les boutons « start » et « stop » ptamhde démarrer les sondes et de les arréter.
Les variations des concentrations de Bleu Patenténfdrmation la plus importante, sont
représentées a chaque fois par un graphigue détcaac en plus un « vumetre » pour la
premiere sonde, et une jauge pour la seconde.okailplité d’enregistrer les données
collectées est visible dans la partie supérieumtadrde ces faces avant. Enfin, lors du
développement du programme de pilotage de la saddwngueurs d’onde, un signal sonore
a tonalité réglable en fonction de la concentratienbleu détecté a été ajouté. Il permet a
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I'utilisateur de garder les yeux sur le milieu ass& (champ opératoire) tout en percevant une

information relative a la détection du coloramgyfe 4.9.b).
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Figure 4.9 : Faces avant du programme d’utilisatieria sonde a deux longueurs d’onde (a)
et de la sonde a quatre longueurs d’onde (b)

4.1.2.4.2 Analyse des données

De nombreux parametres influent sur la mesure igesusx. Nous citerons les puissances
émises par les lasers en sortie de la sonde,tendes entre la fibre émettrice et réceptrice, la
distance séparant la sonde du milieu d’étude, r@grigtés optiques et la géométrie du milieu
d’étude. Ainsi pour extraire de ces signaux lesupgtres optiques d’intérét, en particulier les
coefficients d'absorption aux différentes longuedisnde, il est nécessaire de réaliser un
traitement des données qui S’appuie sur un modelerdpagation de la lumiere dans le
milieu.
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Dans le cas présent, et compte tenu de la simgplitit dispositif expérimental, le milieu
considéré a été assimilé a un milieu diffusant, bg@me et semi infini. La propagation de la
lumiére s’y rapportant a été modélisée par Patteesal (7). En 1997, Contini et al (8) ont
simplifié ce modéle afin d’exprimer l'intensité lumeuse rétrodiffusée, notéepar un milieu
semi infini, en réalisant l'intégration du profilerhporel en fonction du coefficient
d’absorptionpu,, du coefficient de diffusion rédujt’s, et de la distance source/détectgur

pour en déduire I'égquation suivante

=1, (1 + p.\/%) exp (—p.\/%) (4.2)
Avec D =1/3us lo représente lintensité diffusée par un objet deffaent de diffusion

identique, mais non absorbant. Les conditions diegion de cette équationi; <= et:—, <

a

p, sont généralement observées sur les tissus kjoies)i pour des distances source/détecteur
de quelques millimetres. Cette équation ne perragtde calculer le coefficient d’absorption,
mais seulement le rapporf/R. Pour séparer ces deux termes, d’absorptioe éiftlsion, il
serait par exemple nécessaire d'utiliser des ndéthaésolues en temps (9). Ce type de
meéthodologie étant lourde et couteuse nous avarisiame technique plus simple, avec pour
hypothése simplificatrice le fait que le coeffidiete diffusion reste constant et que les
variations des signaux ne sont liées qu’aux chaegésnd’absorption.

Le modeéele de Contini, régi par I'équation 4.1, nengue le signal mesuré varie en
fonction de 4 selon une loi plus complexe que la loi de Beer harh (Eq. 2.7). Une
approche encore plus simple consiste a considéeet’igtensité mesurée suit la loi de Beer-
Lambert modifiée (10) pour tenir compte de la difeu. Aprés comparaison avec le modele
de Contini, c’est I'approche qui a finalement &é&nue pour mesurer I'absorption du Bleu
Patenté V dans le milieu d’étude.

La loi de Beer Lambert modifiée exprime l'intensiténe onde se propageant dans un
milieu absorbant et diffusant. Selon cette lonténsité de la lumiére rétrodiffusée mesurée
par le détecteur peut étre écrite comme suit:

IT = Io.e_(“'a)l'ﬁ + ID (4 2)

lo est l'intensité de la lumiére rétrodiffusée paréghantillon non absorbant, le coefficient
d'absorption optique du milielila distance séparant la source lumineuse du eééteft la
constante appelée « differential pathlength fastaépend des propriétés de diffusion et
d'absorption du milieu (10). Il permet d’exprimarlbngueur du chemin optique moyé,

des photons qui se sont propagés, dans le milfeusdnt, du point source au point détecteur.
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Le termelp représente la mesure lorsqu’il n’y a pas de sigifaisé. Ce terme représente le
signal d’obscurité du détecteur.

Lors du développement de la sonde a deux longudrsde, nous avons établi la
faisabilité du calcul de la concentration du Bleateddté V en résolvant un systeme de deux
eéguations a deux inconnues (1). La seconde sotitieant quatre diodes laser, est basée sur
le méme modele. La principale différence résidesdancalcul de la concentration de Bleu
Patenté V qui se fait en résolvant un systeme dégéquations a quatre inconnues.

Pour déterminer la concentration de Bleu Patenténdds utilisons I'équation 4.2 ou
'absorption d’'un milieu représente la somme destridoutions des différents absorbeurs.

Ainsi, il est possible de discriminer I'absorptida coloraniu,pg de celle des tissyst:

Ir = ]O_e—(uaPB+HaT)l-ﬁ +1Ip

(4.3)
Aprés une mesure initiale de, = I, sans lumiére diffusée et de, =1, + I, sur un
échantillon non absorbant, il est possible d’obtémiproduit de I'absorption totale par la

longueud s

R = (Mapp + Har)l. B =In (M) (4.4)

It—Ip
En considérant un milieu contenanthromophores absorbant, le coefficient d’absorptio
Ua peut s’écrire:
He = 23X 6n.Cr (4.5)
Finalement, en isolant le coefficient d’extinctiomolaire €, = epg) €t la concentration

(€, = Cpg) de Bleu Patenté V des autres absorbeurs (irdia® la mesureR peut s’écrire:

R = (SPB'CPB +€2.Cz +"'+€n.Cn)l.B =%1H(M) (46)

It—Ip
Effectuer la mesure de R a quatre longueurs d'padeet le calcul de la concentration du
Bleu Patenté V en résolvant un systeme de quatratiégs a quatre inconnues. Ce systeme

linéaire peut étre écrit comme suit:

Y =AX (4.7)
Ry €11 €12 €13 €14
\ R Ey1 Eyp €33 € . - T .
ouy = | 2|, A= |2 722 "2 "24] ast |la matrice des coefficients d’extinction maavec;
R3 €31 €32 €33 €34
R, €41 €42 €43 €44

représentant le coefficient d’extinction molaire cluromophore a la longueur d’ond¢ et

X =|/2|.1.8 le vecteur représentant les concentrations demmzphores multipliées par la

longueur du chemin optiqui. La concentrationC; = Cpp représente la concentration du
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colorant. G, C; et G, les concentrations de trois autres chromophoresepts dans les tissus.
Deux d’entre eux seront 'oxy-hémoglobine et laxjébémoglobine, qui sont les principaux
absorbeurs des tissus aux longueurs d’'onde uslisée quatrieme peut étre l'eau, les
graisses, ou une combinaison des deux.

En pratigue, la résolution de ce systéme d’équafimih appel a un programme

d’optimisation fourni dans la librairie Labview.

4.1.3 Implémentation logiciel

Les sondes sont pilotées par un programme qui pergadement de réaliser les différentes
étapes d’analyse et de traitement du signal expataes le paragraphe précédent.

Avant toute expérimentation, chaque sonde nécessltec deux étapes de calibration. En
effet, comme le montre I'équation 4.3, les mesuless parametresg let b a chaque longueur
d’onde sont primordiaux,lest obtenu en plagant la sonde en regard d’ureuiioir tres
absorbant et non diffusant gteh mettant cette sonde sur un objet non absorbaliffiesant
ou avant injection du colorant dans le milieu dduComme il est possible de le voir sur la
figure 4.9.b (partie appelée « initialization >g,rhesure de ces parametres peut étre réalisée
durant une période fixée par I'expérimentateur. &ample, si I'utilisateur fixe un temps de
30 secondes, le programme calculera la moyennandssires a chaque longueur d’onde
durant cette période puis le logiciel les garderan@moire. Le calcul des coefficients R (Eq.
4.6), est realisé apres transformée de Fourier igoals sur chacune des composantes
spectrales. Les amplitudes obtenues a chaque londimnde R, R;, R; et R, et la matrice A
des coefficients d’extinction molaire (implémentimns le logiciel) permettent le calcul des
concentrations des 4 chromophores (figure 4.10)leSa concentration de Bleu Patenté V est
affichée, mais il serait possible de calculer affither d’autres parametres comme par

exemple le taux de saturation de 'hémoglobinetidssis observés.

'T -
o ADC—FFT L= }} R,
o [

Calibration

Figure 4.10 : Schéma bloc représentant les étapealitbration et de calcul de R a une
longueur d’onde
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Ainsi, l'utilisateur n’a plus qu’a placer la sond@astique ou inox selon le prototype, en
regard du milieu a analyser et presser sur « $t@aur commencer les mesures et sur
« Stop » a la fin de I'expérience. Entre deux meswuccessives, soit chaque seconde,
I'appareil effectue tous les calculs mentionnéc@démment. Le programme de pilotage est
quitté définitivement en cliquant sur « Exit ». LEgnaux et les concentrations sont ensuite
enregistrés afin de pouvoir étre exploités ultéement.

Une alternative a la transformée de Fourier setaitréaliser un lock-in qui permet
d’extraire efficacement un signal du bruit du dégac. Cependant au vu des résultats obtenus
et des bons rapports signaux sur bruit, cela n&aéb@ jugé indispensable afin de progresser
dans ce travail. Ceci est aussi la raison pourdiejun filtrage numérique n’est pas appliqué.
En effet, aprés avoir essayé une implémentatioitilp les résultats obtenus n'ont pas

montré de réelle amélioration.

4.2 Détection des photons de fluorescence
4.2.1 Principe de fonctionnement

Il a été établi dans le chapitre précédent qudde Batenté V peut émettre des photons de
fluorescence lorsqu'’il est fixé sur une macro molédelle que I'albumine. Dans le but de
détecter ces photons, un troisieme instrument adét@loppé. Le schéma de principe de

I'appareil que nous allons détailler est présentdasfigure 4.11.

_{ Laser 1| Band pass}r
||Acquisition (635nm)] (filter (635nm

Probe
board Long pass
( | PM . pen
filter (650nm
| Laptop |

r N

Figure 4.11 : Schéma de principe de la sonde detiléh ponctuelle de la fluorescence

Nous avons démontré que le rendement de fluoresauncolorant était éleve lorsque la
molécule est excitée prés du maximum de son sp@etipsorption, soit 638 nm. Suivant cette
observation, un laser d’excitation a 635 nm (ROI'ERNLaser Technik ; RLTMRL-II1-635
1-500 mW) de puissance variable de 1 a 500 mW ah&iisi. Pour la détection des photons
de fluorescence, le choix du détecteur s’est psutéun photomultiplicateur sensible dans le
proche infrarouge (HAMAMATSU H10721-20). L'ensembésst incorporé au boitier du
dispositif a 4 longueurs d’onde présenté dans tagsaphe 1.1.2.4.1 de maniere a n’avoir
gu’'un seul et méme prototype permettant a I'utiésa de choisir le mode de détection du

Bleu Patenté V : par absorption ou par fluoresce@ette configuration permet également de

79



piloter la nouvelle source laser ainsi que le sdabétecteur par la méme carte d’acquisition
(NI USB 6229). Deux filtres optiques ont été ajeutie premier, en sortie du laser, est un
filtre interférentiel passe bande centré a 632 BDMUND ; Techspec Bandpass 632) avec
une FWHM de 10 nm, permettant de transmettre denfaglective la portion du spectre
centrée sur la longueur d’excitation, tout en sejetles composantes de longueurs d’onde
élevées du faisceau laser, qui pourraient géndétection des photons de fluorescence. Le
second filtre est un filtre passe haut haute perémce a 650 nm (EDMUND ; Techspec High
performance Longpass 650) placé devant la photodatdu photomultiplicateur. Il permet,
une nouvelle fois, de s’affranchir des photons dition en ne transmettant que les photons
de fluorescence de longueur d'onde supérieure forigueur d’'onde de coupure. Afin
d’explorer la zone d’intérét, la méme sonde inor qalle décrite dans le paragraphe 1.1.2.3
est utilisée.

En résumeé, nous disposons maintenant d’'un disp@sésentant trois branchements de
type SMA possibles en facade avant. Le premieu#é pour injecter le (ou les) faisceau
laser dans la fibre optique d’excitation. Les deusres permettent d’éclairer le détecteur
souhaité: la photodiode, pour des mesures en réflaffuse ou le photomultiplicateur pour

des mesures de fluorescence, via la fibre otiquekétiection.

4.2.2 Présentation des différents éléments
4.2.2.1 Laser

La source lumineuse d’excitation utilisée est wetade puissance modulable entre 0 et
500 mW (ROITHNER RLTMRL-II-635) (figure 4.12.a).d_puissance générée par celui-ci
en fait un laser de classe 4, c'est-a-dire quiilt peoduire des réflexions diffuses dangereuses
pouvant provoquer des lésions cutanées. Ainsiaserlest alimenté par une alimentation
sécurisée par une clé (ROITHNER PSU-FDA power syffigure 4.12.b). Il est possible de
moduler l'intensité de ce laser, de fagon analogliguar un signal électrique compris entre 0
et 5 V. La sortie du laser est équipée d’'un couplaiylA permettant de connecter la fibre

optique.
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Figure 4.12 : Laser ROITHNER RLTMRL-III-635 (a) ®&in alimentation sécurisée (b)

Les données fournies par le constructeur nous uedigque ce laser nécessite un temps de
chauffe de 5 minutes environ avant d’étre utilieéfat;on optimale. Nous avons vérifié cette
information en mesurant la puissance, apres qudaideeau laser ait traversé le filtre passe
bande de 635nm et en sortie de notre sonde inokiguee 4.13.a compare la puissance du
laser en sortie en fonction du temps (0 a 1 he@ejte mesure est réalisée a I'aide d'un
puissance meétre (Thorlabs PM100). On remarque taféagent que la puissance en sortie
passe de 23 mW a 40 mW aprés 5 minutes pour us®ted'alimentation de 5 V mais que
celle-ci reste constante méme aprés 1 heure datiin. En plus de la stabilité de I'appareil
dans le temps, cette figure montre qu’il y a urtératation de la puissance du faisceau due
aux couplages successifs. La figure 4.13.b résuwtte diminution. Ainsi la puissance est

divisée deux fois consécutivement par 3,5 : enesod filtre passe bande puis en sortie de

sonde.

Ry =

O /e

-
-

0
a

Figure 4.13 : a. Puissance en sortie de notre semdienction du temps pour différentes
tensions d’alimentation; b. diminution de la purssaa la sortie des interfaces successives
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Pour comprendre [lutilité du filtre passe bande sortie du laser, une étude plus
approfondie doit étre menée. Nous observons letrgpda laser avec un spectrophotométre
USB 2000 (Ocean Optics). Pour ne pas éblouir leatiétr et obtenir des informations
exploitables, nous utilisons un atténuateur erdgréaser et I'appareil de mesure. La figure

4.14.a représente les spectres mesures a différemsions d’alimentation.

4500 4500
4000 630 uW (1V) 4000 ‘ —17 pW (1V)
200 —1omw 2v)  3%00 —3,7mW (2V)
£ 3000 £ 3000
32500 —220mW (3V) | B o500 5,8 mW (3V)
> 2
2000 360mw (4v) | 2000 —6mW (4v)
£ 1500 £ 1500 \
= 1000 —430 MW (5V) 1000 i{ \\ 6 mW (5V)
500 &; 500 |
0 ‘ J o J%
590 610 630 650 670 69C 590 610 630 650 670 690
a Wavelength [nm] b Wavelength [nm]

Figure 4.14 : Spectre d’émission du laser Roitl@3&mm a différentes puissances sans filtre
passe bande en sortie (a) et avec un filtre pass@el635 + 5 nm en sortie (b)

Nous observons clairement une saturation, malgrérisence de Iatténuateur, la
puissance lumineuse arrivant sur le détecteur@gtitportante. Malgré tout, il est possible
de tirer des conclusions évidentes, a savoir gsiele laser est utilise méme pour des
puissances peu élevées, il est nécessaire de mefitre passe bande en sortie. Cela n'aurait
aucun sens de calculer les FWHM (Full Width at Hdbiximum), FWTM (Full Width at
Tenth Maximum) et FWOM (Full Width at One-tenth Miaam) (figure 4.15) des spectres
obtenus puisqu’il est impossible de connaitre lgimam a cause de la saturation. Ainsi, la
possibilité pour le détecteur de capter des phassus du laser d’excitation, au-dela du filtre
passe haut a 650 nm, est réelle et doit étre d@aihfin de ne pas occulter la détection des
photons de fluorescence.

Y| D L FWTM

001 S Rwom N

Figure 4.15 : Représentation schématique de la F\WWHMTM et FWOM

A
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Un filtre passe bande a donc été ajouté sur lad/eecitation. La figure 4.14.b montre les
spectres obtenus pour les mémes tensions d’alitiamtet avec le méme atténuateur que

précédemment. Dans le cas présent, il apparaitesient que les spectres obtenus sont

nettement plus fins ce qui est confirmé par le Walies FWHM, les FWTM et les FWOM

(tableau 4.1).

Tension [V]| FWHM | FWTM | FWOM
1 3,5 5,4 6,1
2 2,2 3,9 5,2
3 2,3 4,3 5,9
4 2,3 4,2 6,1
5 2,3 4,5 6,3

Tableau 4.1 : FWHM, FWTM et FWOM du laser Roithearfonction de sa tension
d’alimentation, avec et sans filtre passe bandsoeine.

Bien entendu, il est évident, comme nous l'avondigxé précédemment, que la puissance
du laser est moins importante dans ce second aas,lapport du filtre passe bande permet
de conclure qu'aucun photon d’excitation ne parmtanau photomultiplicateur puisque la
FWHM moyenne est de 2,5 + 0,5 nm, la FWWTM moyeestede 4,5 + 0,6 nm et surtout la
FWOM moyenne est égale a 5,9 £ 0,4 nm. Ainsi, llgdtion du laser, méme a pleine

puissance, associée a ce filtre est en accordl@veodéle que nous souhaitons développer.

4.2.2.2 Le détecteur

Le choix du détecteur est certainement I'une depest les plus importantes lors du
développement d’'un appareil de détection de photienBuorescence. En effet, dans le cas
présent, il est nécessaire d’avoir un détecteusisiendans la gamme de longueur d’onde
spécifique a I'application. En excitant le Bleu&tde V a 635 nm, il se produira une émission
de photons de fluorescence au-dela de 650 nm. Amghotomultiplicateur choisi est un
HAMAMATSU H10721-20 ayant une sensibilité maximumand le proche infrarouge (entre
500 et 800 nm) (figure 4.16.a.b).

Un tube photomultiplicateur est un tube a vide titus d'une fenétre d’entrée collectrice,
d’'une photocathode, d’électrodes de focalisatiendgnodes multiplicatrices d’électrons et

d’'une anode collectrice générant le courant élgatri(figure 4.16.c).
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Figure 4.16 : Schéma du photomultiplicateur HAMAMB (a), sa courbe de sensibilité en
fonction de la longueur d’onde (b) (12) et son sechélu principe de fonctionnement (c) (13)

Le
tube

principe général de fonctionnement repose stiaiteque la lumiére pénétrant dans le

photomultiplicateur est détectée et géneresignal de sortie selon les processus

suivants:

Le

Les photons pénetrent a travers la surface deesaisi
Ces photons excitent par effet photoélectriquetlestrons de la bande de valence de
la photocathode afin que des photoélectrons sérarg dans le vide.

Puis ces photoélectrons sont accélérés, et fosghagl'électrode de focalisation, sur

la premiere dynode ou ils sont multipliés par laisid'émissions d'électrons

secondaires. Chacune des dynodes successives @assedaleur de potentiel plus

importante que la précédente. Cette différenceadengiel entre dynodes successives
permet aux électrons émis d’étre accélérés et dérgéun certain nombre d'électrons
secondaires sur la dynode suivante. Ce phénomergpétant de dynode en dynode

est appelé : effet d'avalanche. De plus, il estoimamt de souligner que la position et

la forme des dynodes sont optimisées afin quengpsede vol de ces électrons soit

minimise.

Finalement, les électrons secondaires émis paeraigte dynode sont recueillis par

lanode permettant de générer un courant

électriqure sortie du tube

photomultiplicateur.

photomultiplicateur que nous utilisons est équgn entrée d'un filtre passe haut a

650nm introduit dans un porte filtre vissé sur &edteur et équipé d’'un connecteur SMA

permettant de coupler la fibre optique de détection
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La tension de sortie de I'amplificateur connectéagphotodiode est échantillonnée a
100000 échantillons par seconde. La carte Natibmtument fait I'acquisition de 10000
échantillons pour chaque point de mesure.

La sortie du photomultiplicateur est connectée, mempour la photodiode, a un
amplificateur de courant permettant de délivreraassrtie une tension proportionnelle au
courant du photomultiplicateur (figure 4.17) et gigg@ pour qu’il n’y ait pas de distorsion du
signal. Le gain de I'ensemble, réglé afin de negadarer le détecteur, est actuellement de —

100, il est déterminé par les résistancegsyr\E(-R2/R1)*Viy

+ JbZV
100nF| 4,7puF/ 16V

il

R;=100 k2
N
Ri=1 kQ ™\ 100 pF
Io—ﬁZEN — 510

—1—O
+ ouT
/

100nF| 4,7pF/16V

T

O
-12v

Figure 4.17 : Schéma du circuit électronique etiesdu photomultiplicateur

4.2.2.3 Les filtres

Comme nous venons de le souligner, le dispositiEgaipé de deux filtres interférentiels.
Ces filtres ont la propriété de sélectionner undigau spectre de maniéere sélective. lls
fonctionnent selon le principe de linterferométde Pérot-Fabry. Dans ce cas, si l'on
considére le filtre comme deux lames partiellemegfiéchissantes, I'onde lumineuse
pénétrant entre ces deux lames ne peut étre agrestjue d’'une gamme de longueurs d’'onde
clairement définies réduisant ainsi la bande paesde l'illumination incidente. Ainsi, un
filtre interférentiel est caractérisé par sa bapaesante et sa densité optiqgue. Dans notre cas,
les deux filtres utilisés sont : un filtre passad@a 632 nm (EDMUND ; Techspec Bandpass
632) et un filtre passe haut a 650 nm (EDMUND ; hepec High performance Longpass
650).

Afin de caractériser les filtres utilisés, nous my@tudié leur bande passante. Pour cela,
nous avons utilisé une source de lumiere blandaesartie de laquelle nous avons intercalé

nos filtres. La figure 4.18.a représente les réasilbbtenus pour chacun d’eux. Le filtre passe
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bande est centré sur une longueur d’'onde de 634¢8pmsseéde un plateau compris entre 631
nm et 638,7 nm. La FWHM mesurée est de 11,5 nra BWOM est de 17,7 nm. Le filtre
passe haut ne laisse passer de la lumiéere qu'a pert650 nm pour un maximum de
transmission a partir de 656,4 nm. La longueur déoa 50 % de transmission du filtre est de
655 nm.

1800 ] : 4
1600 —Band pass filter 635nm —Long pass filter 650nm —Band pass filter 635nm—Long pass filter 650nm
3.5
1400 3 I\“A
g‘lZOO 825 b\A
3 1000 g )
O
= 800 3
= 215
2 600 <
i) WMMMW 1
£ 400 , \ /
200 0.5
0 ‘ s 0 S
600 620 640 660 680 700 620 630 640 650 660 670 680
a Wavelength [nm] b Wavelength [nm]

Figure 4.18 : Spectres de transmission (a) et Absoe (b) du filtre passe bande a 635nm
(bleu) et du filtre passe haut a 650nm (rouge).

A l'aide d'un spectrophotometre, il est possible whesurer la densité optique (ou

absorbance A) de chacun d’eux. Le logiciel utiliéguation suivante pour la déterminer :

A; = —logqo (;1:2) 4.8

Ou S, est l'intensité lumineuse mesurée par le détectdarlongueur d’ondg, D; I'intensité
lumineuse mesurée en I'absence de milieu d’étRgdjntensité lumineuse de référence a la
longueur d’onde. et4; I'absorbance calculée a la longueur d’oide

La figure 4.18.b montre les résultats obtenus pbaque filtre. Ainsi, nous mesurons une
densité optique de 0,25 pour le filtre passe bandans sa bande de transmission, rejetant les
longueurs d’onde inférieures a 624 nm et supériearé46nm. La densité optique du filtre
passe haut présente un plateau d’'une valeur det)724 nm entre 647 nm et 667 nm et est
constante a partir de 655 nm avec une densité umptae 0,95 suivant nos conditions
expérimentales.

Ces résultats sont plus en deca des données feysarele fabriquant qui indique des
densités optiques supérieures a 4. Cela peut gjerepl simplement par le fait que les
appareils utilisés par celui-ci sont plus perfortsa@ependant, le filtre passe bande est centré
sur la longueur d’'onde d’excitation et possede herede passante suffisamment fine pour ne
pas laisser passer de photons au-dela du sectredplsse haut et ce dernier coupe bien la

transmission de lumiere de longueurs d'onde infiéee & 647 nm permettant ainsi au
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détecteur de ne collecter que les photons de figeree. Les filtres utilisés sont donc bien

adaptés a l'instrumentation développée.

4.2.3 Traitement des données et implémentation logiciel

Dans le cas de ce prototype, nous n‘avons donadeser. Il n’est alors pas nécessaire de
réaliser le méme traitement du signal que lors duelbppement des deux prototypes
précédcents.

Le laser d’excitation est piloté par des signaustésaa une fréquence de 820 Hz. Une
transformée de Fourier du signal mesuré par legohgitiplicateur est réalisée et le maximum
de I'amplitude obtenu est enregistré. Tout signatique capté par le détecteur provenant
d’'une autre source est ainsi éliminé. Ce traitenpantnet de s’affranchir des effets de la
lumiere ambiante, continue ou modulée a 50 et 100LEs seuls signaux de fréquence égale
a 820 Hz sont donc produits par les photons dedheence, et éventuellement, des photons
d’excitation ayant traversé les filtres optiquesrié ci dessus.

L’'implémentation logicielle est trés simple. La dig 4.19 représente la face avant du
programme, enregistré lors d’'une mesure. Le gogaehen haut a gauche représente le signal
mesuré par le photomultiplicateur et celui du desda transformée de Fourier réalisée. On
distingue trés clairement, dans I'exemple préseméic a la fréquence de 820 Hz signifiant
la détection du photons de fluorescence. Les vanigidu maximum de cette transformée sont
représentées en fonction du temps sur le graphigueroite. Sa valeur est indiquée en
continu au dessous, tout comme le temps écouldilisation de ce programme est intuitive.
En effet, comme pour les programmes précédentsljdateur actionne les boutons « Start »
et « Stop » lorsqu’il souhaite faire une mesurgresse le bouton « Exit » afin de sortir du
programme de pilotage de la sonde. Enfin, les demm@uvent étre enregistrées dans un

fichier afin d’étre interprétées a posteriori.
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Figure 4.19 : Face avant du programme de détedgdiuorescence

4.3 Objets tests
4.3.1 Caractérisation des objets tests

Afin de caractériser les différents instrumentsed@ppés, des études préliminaires ont été
menées sur des milieux artificiels aussi appelésdfaes optiques. La conception de ces
fantbmes a pour but d’obtenir des propriétés opsgaussi précises que possible, dans la
gamme de celles des tissus biologiques, afin diyikar la propagation de la lumiére. Comme
nous l'avons établi lors du chapitre 2, un tissuws milieu hétérogéne complexe. Il serait
utopique, voire impossible, d'essayer de réalises dnilieux artificiels reproduisant
fidélement cette complexité. Cependant, nous amuagn avant dans le chapitre 3 le fait que
la propagation de la lumiere est régie par deuxcggaux parametres optiques : le coefficient

d’absorptionu, et le coefficient de diffusion réduiye's. Ainsi, la validité de nos objets test

repose principalement sur des choix judicieux decoefficients optiques afin de s’approcher
au mieux des tissus biologiques nous intéressanix du sein.

Une revue bibliographique concernant les valeurs ceefficients optiques calculés ou
mesurés montre trés clairement de grandes difféseselon les auteurs. Le tableau 4.2
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présente ainsi un panel relativement sommaire desé&ks que I'on peut trouver dans la

littérature.
Référence [n)Fn] Ma [mMm-1] ks [mm-1] Type de tissus

v. G. Peters et al, 1990 (14)| 540 0,358+0,156 2,24+0,58 Tissus sain
700 0,047+0,011 1,42+0,3 Tissus sain
900 0,062+0,005 0,99+0,2 Tissus sain

K. Suzuki et al, 1996 (15) 753 0,0046+0,014 0,89+1,13 Tissus sain

H. Heusmann et al, 1996 (16)800 | 0,0017<g0,0045| 0,72<'<1,355 Tissus sain

B. J. Tromberg et al, 1997674 0,004 0,85 Tissus bénin

(17) 674 0,005 0,9 Tissus malin

S. Fantini et al, 1998 (18) | 690 0,003 1,2 Tissus sain

S. Fantini et al, 1998 (19) 750 0,002 0,87 Tissus sain

B. J. Tromberg et al, 2000670 0,0055 1,12 Pré-ménopause

(20) 810 0,0045 0,96 Pré-ménopause
670 0,001 0,62 Post-ménopause
810 0,001 0,6 Post-ménopause

N. Ghosh et al, 2001 (21) | 650 0,075 1,5 Tissus bénin
650 0,15 2,25 Tissus malin

J. C. Hebden et al, 2001 (22) 800 0,007+0,001 0,8+0,1 Fantdme sain

T. Durduran et al, 2002 (23), 750 | 0,0046+0,0024 0,87+0,22 Tissus sain

D. Grosenick et al, 2003 (24) 670 0,0041+0,013 1,06+0,01 Tissus sain
785 0,0039+0,0009 1,02+0,16 Tissus sain

T. Vo-Dinh, 2003 (25) 650 0,05 0,89 Tissus sain

T. Svensson et al, 2005 (26) 660 0,005 0,9 Tissus sain
785 0,0041 0,8 Tissus sain

V.Tuchin, 2007 (27) 674 0,0035 1,11 Tissus sain 27ans
674 0,004 0,85 Tissus sain 56ans
674 0,005 0,95 Tissus sain 67ans

Y. Yu, 2009 (28) 690 0,0041+0,013 1,17+0,23 Tissus sain
830 0,0039+0,0009 1,02+0,16 Tissus sain

Tableau 4.2 : comparaison des coefficients d’aligort de diffusion des tissus du sein

La premiére remarque que I'on peut apporter est plusieurs études ont montré qu’'une

différenciation entre des tissus bénins et malirecroscopiquement pouvait se traduire

également par des différences entre les coeffiieptiques (21). La méme remarque peut

étre faite en comparant des tissus du sein préstménopause (20) (27). Ceci s’explique

facilement par le fait qu'aprés une densificati@nla structure fibreuse a I'age adulte jusqu'a

la ménopause, une involution graisseuse importpost-ménopause appardiiu fait des
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grandes différences entre chague modele, nous abhois de travailler successivement avec
deux modeles ayant des coefficients d’absorptidiérdnts. Le premier est celui de T. Vo-
Dinh avec un coefficient d’absorption £ 0.05 mnt et un coefficient de diffusion réduite’ p

= 0,89 mnT (25). Le second est celui de T. Svensson ayecQ,005 mrt et i’ = 0,9 mmni*
(26),

4.3.2 Conception des fantdmes optiques

La littérature comporte énormément de publicatiooscernant la conception de fantémes
optiques afin d’évaluer des dispositifs de détectie la lumiere diffusée (29) (30) (31). En
fonction du but des expériences, deux types déiiaes peuvent étre choisis : soit sous forme

solide soit sous forme liquide. Nous allons dévp&rhacun de ces modeles.

4.3.2.1 Fantdbmes optiques solides
4.3.2.1.1 Caractérisation

Ce type de fantdme est utilisé afin de détectetiapament des zones de propriétés
optiques différentes de celles du milieu enviromnaomme une inclusion colorée simulant
un ganglion marqué par le colorant Bleu Patenté V.

Le matériau transparent choisi est une résine ptygréeé accélérée polymérisable (Roth
#C647.1). Le chromophore utilisé est de I'encreGiene (Lefranc Bourgeois/Conté). Les
éléments diffusants sont des particules d’oxydgtadee (1V) (TiO,, Sigma-Aldrich #T-8141),
dont la taille est mal maitrisée, rendant le catteilleur propriétés de diffusion impossible.
Des expériences de caractérisation ont été réalEaeV. Zint (32). Elles sont basées sur des
mesures de la transmission collimatée a l'aide dpectrophotometre et d’'une sphere
d’intégration, et sur des mesures de réflexionuddf Les résultats de ces caractérisations
nous fournissent le coefficient de diffusion réquiit(cm™) en fonction de la longueur d’onde

d’un objet en résine contenant 10 mg/ml de;TiO

we =1,211.107.116%8(1 — g) (4.9)
avecA (nm) la longueur d’onde et g le coefficient d’anispie tel que :
g=0,78-1,07.10"%*21 (4.10)

Le coefficient d’absorption des fantémes soliddscafculé a partir de la concentration en
Encre de Chine, aprés mesure des propriétés optipieelle-ci sur un spectrophotometre. Le
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coefficient de diffusion relativement faible de ceacres permet en effet ce type de
calibration.

Afin de simuler des ganglions lymphatiques marquies, inclusions de Bleu Patenté V
peuvent étre insérées dans le fantdme. Deux fast@mieété réalisés. Pour chacun d’eux, le
méme protocole de préparation fut appliqué. L’'urighangement entre les deux réside dans
la différenciation de leurs inclusions. Dans unnuer temps, un fantbme possédant 8
inclusions de diamétres différents (de 2 a 10 mnppa de 1 mm) avec des concentrations de
Bleu Patenté V identiques et placées a 4 mm derface de I'objet fut congu. Un second
fantdme plus complexe a ensuite été développéi-Cighossede 12 inclusions de 4 diametres
différents (4 mm, 6 mm, 8 mm et 10 mm) et & 3 cotretions de colorant différentes {10
mol.L'}, 5.10° mol.L™* et 10° mol.L'Y).

Afin de vérifier si le colorant n'est pas détériopar les interactions chimiques se
produisant entre la résine, le fixateur et le BRatenté V, une étude spectroscopique a été
menée en parallele de la préparation de chacurfiadédmes. La figure 4.20 représente les
spectres d’'absorption normalisés des 2 échantibangonction du temps. Nous constatons
ainsi une légere dégradation de la qualité de®ma@s un mois apres leurs conceptions. En

effet, les maxima d’absorption ont diminué d’enwii®0% dans les deux cas (tableau 4.3).

—Fantéme 1 a t=0
1 —Fantbme 2 a t=0
0.9 /’\‘ - -Fantébme 1 a t=1semaine
' ", “\ |- -Fantdme 2 a t=1semaine
0.8 s S R Fantdéme 1 & t=1mois
07 / "\ Fantéme 2 a t=1mois
w . ! o
S U
g 06 /,’ :
o ) iF
O 05
B 0.4 / !
o
o 03
0.2
0.1
0
0 15 00 550 600 650 750
' Longueur d'onde [nm]

Figure 4.20 : Comparaison des spectres d’absorptomalisés du Bleu Patenté V dans la
résine solide at=0,t =1 semaine et t = 1 rmoigdeux fantbmes

Echantillon fantome 1 Echantillon fantobme 2
temps DO max Diminution (%) | DO max| Diminution (%)
t0 1 - 1 -
t+1 semaine 0,95 4,86 0,89 11,18
t+1 mois 0,68 31,66 0,65 35,28

Tableau 4.3 : Comparaison des maximums d’absorgtidiminution relative de la densité
optique en fonction du temps.
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Ces résultats indiquent clairement qu'il est imaorttde les conserver a I'abri de la lumiére
pour que leurs qualités ne soient pas altéréestatmment que leurs coefficients d’absorption

et de diffusion restent stables.

4.3.2.1.2 Conception

Le protocole de fabrication des objets peut étbelisisé en 3 étapes principales :

* Le choix du moule permet de définir la forme finadeherchée pour I'objet test. La
matiére de celui-ci doit étre choisie avec précaupour que ce matériau ne réagisse
pas avec la résine lors de la réaction de polymt#nis. Le polypropyléne permet un
démoulage facile des piéces qui n’adhérent pas.

 Le dosage des produits est I'étape la plus imptetafin d’obtenir un objet aux
propriétés optiques (absorption et diffusion) vesluLe protocole du mélange est
clairement défini. Le TiO2 et I'encre de Chine sorélangés dans 2% du volume total
de résine dans de I'éthanol absolu. Le JJ&@ant une grande affinité pour I'eau (non
miscible avec la résine), il se dissoudrait dansp#atie aqueuse. Le mélange
(TiO2+encre de Chine) est homogénéisé aux ultragbthmaninutes environ), avant
d’étre ajouté a la résine, un passage de 15 miraudgsultrasons est a nouveau
nécessaire pour mélanger et dégazer. Enfin, ldysata est ajouté (2% du volume
total) (33). L'échantillon doit rester au minimund Beures sous une hotte ventilée
avant le démoulage.

e La préparation des inclusions constitue I'étapevasuie. Lorsque l'objet est
polymérisé, il est usiné afin d’obtenir la géometvbulue et poncé pour éliminer les
irregularités de surface. Puis des inclusions d&rdnts diamétres sont percées
(figure 4.21.a). La résine avec le colorant esparée suivant le méme protocole et
introduite dans les inclusions (figure 4.21.b) awdiBtre recouverte par une épaisseur

de 4 mm de résine aux propriétés optiques idergiffigure 4.21.c).

Figure 4.21 : Photos du fantdme optique en régineésaséchage et percage des trous pour les
inclusions avant (a), apres ajout du colorant {taut de la derniere épaisseur (c)
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Deux objets ont étés congus a partir du méme n{@@Ex100x30 mm). Le premier a pour
coefficients optiques : 4= 0,05 mnT et ps = 8.9 mm' (25) et posséde 8 inclusions de
diamétre allant de 10 mm a 7 mm et de 5 mm a 2 mayant une concentration de Bleu
Patenté V fixe de 9.10mol.L". Le second fantdme a pour propriétés optiques 1,005
mm* et ys = 9 mm*(26) et posséde 12 inclusions (figure 4.21) divdséa 4 diamétres
différents (12 mm, 10 mm, 8 mm et 6 mm) et possé@anoncentrations différentes de
colorant : 10" mol.L, 5.10° mol.L™* et 10° mol.L™.

4.3.2.2 Fantbmes optiques liquides
4.3.2.2.1 Caractérisation

Les fantdmes solides sont en général utilisés peur stabilité temporelle ou pour
modéliser des tissus de géométries ou de structmreplexes. Le probleme de ce type de
fantdbmes réside dans le fait qu’ils sont figéssiainous avons choisi de travailler également
sur des échantillons liquides faciles a préparerdet propriétés optiques facilement
modifiables. Nous avons donc préparé des objetalaimle tissu mammaire constitués par
une solution d’intralipides 1 % et d’encre de Chid@ns des proportions permettant d’obtenir
les paramétres optiques indiqués au paragraphe. INous avons ajouté ensuite des micro-
concentrations de Bleu Patenté V afin de caraeténiss prototypes.

Le choix de l'utilisation des intralipides commelieu diffusant s’explique par le fait que
de nombreuses études ont été menées afin desrbatécser (34). De plus, le temps de
conservation du produit est relativement long pétené d’éviter les problemes liés a une
éventuelle sédimentation.

Les intralipides sont couramment utilisés en milf@spitalier comme apport nutritif et
sont composés d'huile de soja purifiee, de léathiiweuf purifiée, de glycérine et d'eau pour
solution injectable. L'indication de pourcentagerésente la masse d'huile de soja rapportée a
la masse de la suspension (35). Il est a notetegupropriétés de diffusion de la solution ne
sont pas modifiées par la glycérine ni par la kéc#. En effet, les particules diffusantes sont
les vésicules contenant I'huile de soja de diamétwyen 97 nm (36). Le phénomeéne
d’absorption est, quant a lui, d0 a la présencgrande quantité d’eau (90 %). V. Zint, lors de
son travail de thése, a réalisé une étude biblpggae sur les valeurs des coefficients de
diffusion réduite, d’anisotropie et d’atténuatioesuarés a 633 nm par différents aut€88y.
Elle a ainsi montré qu’il existait une grande drg@aentre ces valeurs, provenant des

techniques de mesures et des solutions utiliseéetalleau 4.4 présente les valeurs mesurées
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selon 3 modeles : (32), (36) et (37). La figure24gopesente la comparaison des coefficients de

diffusion réduit mesurés par ces groupes sur desdipides 10%.

pt[cm-1]| p’s [cm-1] g Auteur

344 + 28 60+8 | 0,826 £0,1717S. T. Flock

441 +8 89+9 0,8+0,08| V.Zint

476 +9 - 0,768 = 0,006H. J. van Staveren

Tableau 4.4 : Comparaison des valeurs de ut, (gsregsurées a 633nm dans une solution
d’intralipides 10% selon trois études.

—=— Flock
——\/an Staveren
— Zint

35 ] y
500 550

600 650 700

longueur d'onde (nm)
Figure 4.22 : Spectres des coefficients de diffuséduit des trois études sélectionnées

L’encre de Chine simule les molécules absorbangsstidsus. La figure 4.23 présente la
comparaison entre les spectres d’absorption derkede Chine et le Bleu Patenté V mesurés
avec le spectrophotométre UVIKON 943. Nous remanguque lI'absorption de I'encre
décroit lorsque la longueur d’'onde augmente.

0.65 N
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> 1 \
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< 0.35 /
§ \i \‘
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Figure 4.23: Comparaison entre les spectres d’abear mesurés dans le PBS, de I'encre de
Chine (na = 0,005 mi) et du Bleu Patenté V de concentration 32,6 prifol.L
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4.3.2.2.2 Conception

Les objets tests liquides sont réalisés par méldegalifférentes solutions les constituant
dans un récipient en verre, type bécher. Afin daprendre les mélanges réalisés, définissons
les termes suivants ;e volume final et |4 le coefficient de diffusion réduit de la solution
désiré, \_ et Hs 1 ceux des intralipides. Ainsi, il est possible diéx & une longueur d’onde
choisie, la relation :

ro__ ViL — H.IS'
Hs = Msp-y - © Vi =V 4.11
X HsiL

L’eau, les intralipides et I'encre étant tous lesst absorbant, le coefficient d’absorption de
la solution finale gy peut s’écrire comme la somme des coefficients stigtiion sous la
forme:

%4 %4 Veau
Hax = lJ-aIL-i‘F IJ-aEC-%'i' Ha eau ", 4.12
X X X
L’absorption de la solution d’intralipides provieptincipalement de I'eau, qui est le

composant essentiel (90%). Ainsi nous pouvons poser0,9. 1k eay AINSI :

|4 |4 V Vx—VEgc—0,1V 14
Hax = 0,914 eau-% + Uq EC-% + Uq eau-% = Hq eau-% + Uq EC-% 4.13
X X X X X
Finalement, il est aisé de déterminer les volumescode et d'eau a ajouter dans la
solution d'intralipides a partir de I'équation 4.p2ur obtenir une solution de volume final
Vy:

!
u
HaxtHa eau-<0v1- 7 s _1>
HSiIL 1%

Ha EC—Ha eau

Veau = Vx — (Vi + Vi)

Considérons la conception d’'un objet simulant fudion et I'absorption des tissus du
sein & 660 nm dont on souhaite les coefficientsasiis : = 0,9 mm" et W, = 0,005 mrit. A
cette longueur d'onde, les coefficients d’absorptéd de diffusion réduits des composants
nécessaires sont les suivantsg it 6 mmi', Wy ear= 0,041 mnit et W ec= 0,005 mnit. Afin
de réaliser un objet de 200 mL, les quantités diligides, d’encre (dilué 1000 fois dans

'eau) et d’eau nécessaires sont obtenues a dadiéquations 4.10 et 4.13 et sont de :
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!
( Hs

VIL = VT,_ = 30 mL
S IL
4 + 0,145 1
Uax l’la eau- ) I"I',
Ve = SIL Vyx =196 uL
Ha Ec — Haeau

Veau = Vx — (Vi + Vg¢c) = 169,8 mL

4.4 Modeéle animal

Dans le but de détecter des ganglions lymphatioues’o, un modéle animal de rat Lewis
ayant une inflammation des ganglions a été utilidiencéphalomyélite Allergique
Expérimentale (EAE) (38).

4.4.1 Préparation de I'’émulsion

L’émulsion nécessaire a I'immunisation des rats iseast composée d’'un mélange a
volumes égaux de deux solutions préparées préaiahteséparément: I’Adjuvant de Freud
Complet (AFC) et la solution d’antigene (AG).
* L’AFC est dosé a partir de 4mg de mycobactériumeralosis (Difco H37 RA) par
millilitre d’adjuvant de Freud incomplet (Sigma FE&). Cet adjuvent est composé a
85 % dhuile de paraffine et a 15 % doléate de muse. La solution de
mycobactérium ayant une anatomie spécifique (nauthbe), afin d’en extraire les
antigénes, on met le mélange sur un banc rotatérdau minimum 1h afin d’obtenir
'adjuvent de Freund complet.

» La solution d’antigene est préparée a partir ggddeine basique de la myéline (PBM)
a 2 mg/ml dans du sérum physiologique.

L’émulsion AFC/AG est réalisée a I'aide d’'un roltidetrois voies en chassant environ 50
fois 500 pL de la solution d’antigene contenue dams seringue de 1 mL dans une autre
seringue de volume équivalent contenant 500 pL @A®Bn vérifie la qualité de I'émulsion
en déposant une goutte a la surface d’'un récipieau froide. Si la goutte ne se disperse pas,

I'émulsion est de bonne qualité.

4.4.2 Immunisation des animaux

Les animaux utilisés sont des rats Lewis femeliée\(age JanvieLe Genest-St-Isle
France; référence : RC_LEW_5S_F) pesant entre t1260eg (figure 4.24.a). Afin de réaliser
immunisation, les rats sont anesthésiés par figBcintra-péritonéale d'un mélange

kétamine/xylazine (100 et 10 mg/kg respectivemehtgmulsion AFC/AG est ensuite
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injectée en sous cutanée au niveau des membrefripost de I'animal (100 puL par patte
arriere).

Les signes cliniques des animaux sont suivis euégaselon une échelle allant de 0 & 6
suivant la sévérité: 0 = aucune signe clinique bletad,5 = paralysie partielle de la queue
(partie distale), 1 = paralysie totale de la qu@ue,paralysie Iégére d’'une ou des deux pattes
arrieres, 3 = paralysie modérée ou ataxie séverepdraplégie sévére, 5 = paraplégie totale
avec incontinence, 6 = état moribond (39). Ainsimodele prévoit une perte de poids des
animaux a J+1 due a la réaction de la solutiontidjane avec le systéme immunitaire puis a
une évolution positive du poids de l'animal. A jpade J+9 une diminution du poids
accompagnée de l'apparition des signes cliniquegprsduit. Le maximum de séveérité
clinique se produit environ 4 a 5 jours plus taeltraduisant par une paraplégie totale et une
incontinence importante de I'animal (figure 4.24 Bnhalement, un retour a I'état normal du
rat se produit entre 6 et 7 jours aprés I'apparities premiers signes cliniques. Le graphique
4.23.c montre un exemple de variation de la coudeoids et des signes cliniques d'un
animal étudié, en fonction du temps. Ces résukatsaccord avec le modele ont permis
d’obtenir des ganglions inflammatoires, entre J91&, d’un diametre approximatif d’environ
5 mm.

170
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Figure 4.24 : Comparaison entre un rat sain (apett atteint d’EAE (b) et courbes
d’évolution du poids et des signes cliniques dalLewis immunisé (c).
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4.4.3 Protocole expérimental

s rr

La détection des ganglions lymphatiques a étéséakpres I'anesthésie gazeuse du rat par
lisoflurane. Le suivi des parametres vitaux edt fars de l'expérience, avec un systéeme

d'anesthésie et de contrdle de la température (RNEB. Le Bleu Patenté V a été ensuite
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injecté par voie intradermique dans les membresépesrs. Lors de ce type d’injection, le
colorant est drainé préférentiellement vers legti@ans inguinal, poplité et iliaque (40) (41).
Deux types d'expériences ont été menés. Dans les aes, différents volumes de Bleu
Patenté V ont été injectés a plusieurs animauxpremiére expérience consiste a placer la
sonde a la surface de I'animal en position fixeaedétecter le passage et la fixation du
colorant & travers la peau et les poils dans umgligenpréalablement palpé. Une seconde
manipulation consiste a rechercher les différeatgyions marqués en déplagant la sonde a la
surface de I'animal. La figure 4.25 représentedié@rentes étapes de détection du colorant

lorsque la sonde est positionnée en regard d’ugliga;choisi.

Figure 4.25 : Différentes étapes de détection daraot, (a) commencant par I'anesthésie
gazeuse (1) de I'animal placé dans une boite hame(2). (b) Positionnement de I'animal

sur le plaque chauffante (3). Il est équipé d'uartiométre (4) permettant de réguler sa
température interne via le systéme de controleL@)onde est placée en regard du ganglion
inguinal. (c) Injection du Bleu Patenté dans lessiuet plantaire (7) et détection par la sonde.
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4.5 Expérimentation clinique

Nos sondes ont été testées sur des fantdmes aptafimede les caractériser, puis lors
d’expérimentations animales, des recherches in-dgoganglions marqués par différents
volumes de colorant ont été menées. L'étape stavidih donc de valider ces prototypes sur
des pieces opératoires.

Ces études ont été menées au centre anticancéalgtPauss de Strasbourg. N'ayant pas
les certifications permettant d'utiliser ces apparau bloc opératoire, le protocole mis en
place est le suivant : le chirurgien détecte legglions marqués par le radio-isotope (injecté
la veille de I'opération) a I'aide d’'une sonde mutjue (EUROPROBE (42)) et visuellement,
apres injection du Bleu Patenté V. Les pieces opiées sont ensuite emmenées au service
d’anatomopathologie afin de réaliser I'étude micogsque. C’est entre ces deux étapes que
nous testons l'efficacité de détection de nos sendgprés I'exérése du chirurgien et avant
'analyse de I'anatomopathologiste. En accord degqaraticien le volume de colorant injecté
a été diminué progressivement de 2 mL (volume Yisael mL, puis 0,5 mL et enfin 0,25
mL. Le but recherché étant de se placer dans tuntisn telle que le chirurgien ne parvienne
pas a détecter visuellement la coloration maisuentent le marquage isotopique du ganglion
sentinelle grace a la sonde isotopique. Ainsi raargronterons la sensibilité de détection de
nos prototypes a celui de la sonde isotopiqud’etibdu chirurgien.
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5 Détection du ganglion sentinelle : utilisation dephotons diffusés

5.1 Introduction

Apres voir présenté, dans le chapitre précéedestdiérents dispositifs mis en ceuvre,
nous allons, durant ce chapitre, exposer les aisulie caractérisation et de mesure des deux
sondes permettant la détection du ganglion sefgieel utilisant les photons diffusés. Apres
un rapide rappel sur la méthodologie utilisée, Ieprésentés successivement, les résultats
obtenus a l'aide de la sonde a deux longueurs €'oeidune discussion issue de ces résultats
ayant conduit au développement du prototype a glatgueurs d’onde. La seconde partie de
ce chapitre sera consacrée aux résultats obtemasl@second prototype : des mesures de
caractérisation aux essais sur pieces opeératair€entre Régional de Lutte Contre le Cancer
Paul Strauss. Finalement ce chapitre sera conalwpa discussion générale portant sur
I'efficacité et la sensibilité de cette modalité détection et son application clinique

potentielle.

5.2 Deétection a deux longueurs d’onde
5.2.1 Rappel rapide sur la méthode

Afin de détecter les photons diffusés pour mesiabsorption par le Bleu Patenté V, deux
appareils ont été développés. Le premier instrumittige deux diodes laser. Le premier laser
a une longueur d'onde de 657 nm, proche du maxidiabsorption du Bleu Patenté V et le
second une longueur d'onde non absorbée par leandl@85 nm. Chaque faisceau est injecté
dans une fibre optique placée dans une sonde &iyle.troisieme fibre optique, située a 4
millimeétres des deux fibres d’excitation, est stk afin de collecter les photons rétrodiffusés.
La séparation des deux composantes spectralegdal gist réalisée par une transformation
de Fourier et permet de discriminer I'absorptiorBY de celle des autres chromophores. La
concentration relative du colorant est calculéetédisant la loi de Beer-Lambert modifiée.

Afin d’apporter une certaine cohérence aux résufiadsentés par la suite un code couleur
a été choisi pour les graphiques suivants. Aires, dourbes représentant les variations de
sighaux a 657 nm sont représentées en vert, legivas des signaux rétrodiffusés a 785 nm
en rouge et la concentration relative de Bleu Rateren bleu.
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5.2.2 Analyse sur fantomes solides

Afin de déterminer la possibilité de détection @unclusion colorée en profondeur, par
'instrument a deux longueurs d’'onde une expériesiagle a été mise en ceuvre en utilisant
'un des objets en résine décrit dans le chapitreedfantdme utilisé dans le cas présent est
I'objet en résine ayant comme propriétés optiguge = 0,05 mn1 et s = 0,89 mnt (1).
Celui-ci comporte 8 inclusions cylindriques de BRatenté V de concentration initiale 9°10
mol.L™, de hauteur 10 mm et de face supérieure situémi 4ous la surface de I'objet. Les
inclusions sont réparties sur deux lignes. La peemligne est constituée d’inclusions de
diamétre 10 mm, 8 mm, 7 mm et 6 mm. La seconde2desdes inclusions de diametre 5 mm,

4 mm, 3 mm et 2 mm (figure 5.1).

Figure 5.1 : schéma 3D de I'objet en résine etedeinclusions de Bleu Patenté V se trouvant
a 4 mm sous la surface de l'objet.

Afin de collecter ces informations de maniere @mécia sonde a été fixée a un cavalier
adapté a un rail optique gradué permettant unela@on précise de celle ci. La sonde est
déplacée a la surface de l'objet par pas de 2 mmegard des 2 lignes contenant les
inclusions (figure 5.2.a). Afin d’avoir une mesuwsgnificative, la sonde est maintenue 30
secondes pour chaque position. Ainsi les résulthistrés par la suite représentent les

moyennes et leurs écarts types de ces mesureg datnpériode.
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Figure 5.2 : photo du dISpOSItIf de recherche diisons, Ta fleche rouge représentant le sens
de balayage (a) ; exemple apres déplacement dedke gle 30 mm (b).

Les figures 5.3.a et b représentent les valeursemms des concentrations relatives de
Bleu Patenté V mesurées pour chague emplacemesitbdmes d’'erreur représentent + 2
écarts types des mesures. Les 8 inclusions ordédéetées par la sonde et la concentration
moyenne obtenue pour celles-ci est de 5,1 uriat.ll,6 pmol.I*. La série de mesure sur les
4 premiéres inclusions donne une valeur moyennd,@eumol.l* + 1,2 pmol.I*. Les
résultats sont de 4,3 pmot:l+ 1,7 umol.I* pour la seconde série. Ces résultats démontrent
gu’une inclusion, méme de petite taille, peut @&étectée. Les concentrations relatives de
colorant affichées par I'appareil sont des valenmsyennes entre les points d’entrée et de
sortie. Il est donc normal que les valeurs mesusées nettement inférieures aux valeurs
vraies et que cette valeur diminue avec la taide’iiclusion. L’instrument ne comportant
gu’'un seul couple source/détecteur ne peut foulesr valeurs absolues des concentrations.
Les valeurs relatives mesurées restent cependdoiestant que le diametre de l'inclusion est

supérieur ou égal a sa distance a la surface.

~[PBV]

~[PBV]

/h\ A h

) www

a 5 1015 20 25 30 35 40 45 50 55 60 510% =
Probe position[mm] Probe position [mm]

Figure 5.3 : Profils des concentrations relative®teu Patenté V mesurées en fonction de la
position de la sonde lors de son déplacement shbjet en regard des inclusions de 10 mm, 8
mm, 7 mm, 6 mm (a) et 5 mm, 4 mm, 3 mm et 2 mm (b)
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Les courbes de la figure 5.3 permettent de caldaléargeur a mi hauteur (FWHM) des
profils de concentration. Le tableau 5.1 préseet EWHM ainsi que I'écart avec la taille
réelle de l'inclusion correspondante. Ainsi nousaons pour les 8 inclusions gue les tailles
mesurées évoluent comme les tailles réelles, eteguécarts restent inférieurs a 1 mm, sauf
pour l'inclusion de 7 mm pour lequel I'écart est-8688 mm.

Finalement nous pouvons conclure que malgré cassdaasonde est capable de détecter
toutes ces inclusions situées a 4 mm de la surfaseconcentrations relatives affichées sont
peu dépendantes des concentrations réelles pouindesions de taille supérieure a leur
profondeur. Ces résultats ont été obtenus avepuaiendeur égale a la distance entre fibres
source et détecteur, profondeur de pénétration piegons rétrodiffusés communément
admise.

La situation lors de mesures in-vivo sera sansealsuhilaire. On peut considérer que
l'appareil sera en mesure de détecter des gangliom$ la taille est supérieure a leur
profondeur, et que cette derniére ne peut excédelistance entre les fibres émettrices et
réceptrices (4 mm).

Inclusion [mm | FWHM [mm] | Ecart [mm | [BPV]max[tmol.L™]

2 2,€ +0,€ 2,4z

3 2 -1 3,23
4 4 0 5,59
5 6,1 +1,1 5,79
6 6 0 7,65
7 4,2 -2,8 5,65
8 7,6 -0,4 4,9
10 10 0 5,8

Tableau 5.1 : Tailles réelles, FWHM mesurées, éatmesure et concentrations relatives
maximales de Bleu Patenté V des inclusions dediodglide.

5.2.3 Analyse des performances sur modele liquide

Cette étape consiste a déterminer le seuil de to@tede I'appareil et vérifier si les
résultats de mesures sont en accord avec les msadtiéleriques présentés dans le chapitre 4.
Pour cela nous avons réalisé plusieurs expériedans des solutions d’Intralipides 1 %
auxquelles nous avons ajouté des concentrationssarde de colorant (encre de Chine et
Bleu Patente V).
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5.2.3.1 Validation du modéle théorique : comparaison entrédes modéles de Beer-
Lambert et de Patterson

Afin de comparer les modeles de Beer-Lambert eRatéerson I'expérience développée a
consisté a étudier les variations des signaux a mh7et 785 nm en fonction de la
concentration d’Encre de Chine dans une solutitmirdlipides 1 % ayant une concentration
fixe de Bleu Patenté V (5 pmol*).

Les figures 5.4.a et b représentent les résuligiéranentaux et les courbes d’ajustement
par la loi de Beer-Lambert modifié et par 'équatote Patterson. Les résultats des mesures a
657 nm et 785 nm sont présentés séparément. Clpmipiecorrespond a la moyenne des
mesures sur 1 minute, a une concentration d’erei@hine donnée. Nous constatons que les
valeurs ajustées sont proches des données expé&laserCependant, nous observons que
'ajustement avec le modele de Patterson est rueitigie celui obtenu avec le modele de
Beer-Lambert modifié. En effet, la somme des cardes écarts entre les valeurs
expérimentales et celles des ajustements est entiffois plus faible selon ce modéle que
selon la loi de Beer-Lambert. Le modele de Patteym@nd en compte la diffusion de la
solution et conduit a la loi d’évolution de l'inie diffusée en fonction du coefficient
d’absorption, et donc de la concentration qui nfe une simple loi exponentielle. La loi de
Beer Lambert rend compte de la diffusion par lefddéntial Pathlength Factds, mais
exprime l'intensité diffusé selon une fonction erpotielle de la concentration. L'ajustement
ne peut donc étre que plus approximatif. En réaltédécroit lorsque le coefficient
d’absorption optique augmente. Ce fait s’expligaelp fait que les trajets courts des photons
sont de plus en plus probables, au fur et a megied’absorption augmente.

Cependant si le coefficient d’absorption warie dans des proportions restreintes, le
modele de Beer-Lambert s’écarte peu du modele tterBan et peut donc étre utilisé en
premiére approche. Cette situation devrait étreaeinée en pratique cliniqgue, avec des
colorations peu marquées de zones limitées, legligas. Cette situation sera également
obtenue dans les expériences sur objets test ses/gyour lesquelles une faible quantité de

colorant sera ajoutée a un milieu déja absorbant.
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Figure 5.4 : Variations des signaux a 657 nm etri@3ors de I'injection d’encre de Chine

dans une solution d’Intralipides 1% contenant umecentration fixe de Bleu Patenté V.

Les mesures suivantes ont été effectuées dansalun@s d’'Intralipides et d’encre de
Chine dont les propriétés optiques initiales étaggrales a : 3= 0,05 mnt, p's= 0,89 mnf.
De faibles concentrations de Bleu Patenté V sostien progressivement ajoutées. Une
décroissance de l'intensité du signal rétrodiffas€7 nm est observée, au fur et a mesure
gue la concentration du colorant augmente (figusg. Ba loi de Beer-Lambert modifiée n’est
pas significativement différente du modéle de Psdte Dans la suite de notre étude, seul le
modéle de Beer-Lambert modifié sera utilisé. L'irsiéé du signal rétrodiffusé a 785 nm subit
une légere augmentation. Ce fait peut étre explmpréla dilution progressive de I'encre de

Chine, seul absorbeur & cette longueur d’onde. &mebverticale située & 1 pmot.L

correspond au seuil a partir duquel I'ceil de liséiteur peut détecter le colorant.
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Figure 5.5 : Amplitudes des signaux rétrodiffus&ba nm ¢) et a 785 nmd) en fonction de
la concentration de Bleu Patenté V.
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5.2.3.2 Détermination du seuil de détection de l'instrumerdtion

Afin de déterminer le seuil de détection deux médsoont été utilisées. La premiere
consiste a déterminer graphiquement la premiereuvaén dehors du bruit de la mesure
initiale (figure 5.6.a). Selon cette méthode, leilsée détection est de a 3,040mol.L . La
seconde méthode est celle des courbes ROC (Rec@perating Characteristic) (2)
permettant de définir une valeur seuil en représant sensibilité (Se) en ordonnée et 1
moins la spécificité (1-Sp) en abscisse. Afin dmpendre ces deux notions, il est nécessaire
d’introduire les termes statistiques qui suivent. garle de vrais positifs (VP) les cas positifs
et identifiés comme tels. Les cas négatifs sonties négatifs (VN). Les cas positifs classés
comme négatifs sont les faux négatifs (FN). Enlfés, cas négatifs classés comme positifs
sont les faux positifs (FP). Ainsi, la sensibik définit comme le pourcentage de cas positifs

correctement identifiés:

VP

Se=—"
*TVP+FN

La spécificité est définie comme le pourcentageagenégatifs correctement identifiés:

o _ VN
P=YNTFP

Chaque groupe correspond a la moyenne des meauwras, concentration donnée, sur une
période d’acquisition d’'une minute. La solutionrdiblipides sans Bleu Patenté V est utilisée
comme groupe de référence. Ce groupe est comparéawtes groupes, obtenus aprés
injection de colorant.

La figure 5.6.b, montre les courbes ROC des grou@ds a G3, pour les trois
concentrations de colorant utilisées afin de défaisensibilité de détection de notre sonde :
1,0.10%; 2,0.10%et 3,0.10 pmol.L'™ . Les courbes Gref vs G3, Gref vs G2 et G1 reptése
'analyse ROC du groupe de référence, de concéemtraulle, par rapport au groupe dont la
concentration de Bleu Patenté V est respectivesgaie a 1,0 ; 2,0 et 3,0:4@mol.L*. Les
analyses des courbes Gref vs G2 et G1 indiquedt ulé¢ bonne sensibilité/spécificité de
détection du colorant. Par définition l'aire sows dourbe ROC représente la probabilité
d’identifier correctement le cas avec anomalie guam cas avec et un cas sans anomalie sont
présentés simultanément a un observateur. Ainss plktte aire est proche de 1 plus
'ensemble des données analysées sera discrimpaantapport a 'ensemble de référence.

Dans notre cas I'aire sous la courbe ROC Gref ve&3supérieure a 0,90. Par conséquent,
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notre seuil de détection peut étre fixé a 3,84fol.L* par cette analyse ROC. Ce résultat
est conforme a celui obtenu par analyse des erdminsiesure, mais apporte en plus une
information sur sa spécificité de la détection. deuil de détection ainsi estimé et est

nettement inférieur au seuil de détectivité dellésibli avec ce modéle a 1 pmet.L
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Figure 5.6 : Recherche du seuil de détection dertae a longueurs d’onde par deux
meéthodes : graphique (a) et statistique par la odétliles courbes ROC (b).

Les mesures optiques ont été réalisées sur deénfast dans le but de tester les
performances de notre instrument en utilisant digst® de propriétés optiques (coefficients
d’absorption et diffusion réduite). Elles ont égadmt permis de vérifier que le modéle de
Berr-Lambert modifié peut étre utilisé pour desamrtrations inférieures & 10 pmot.LLe
seuil de détection avec l'instrumentation dével@pét tres nettement inférieur a celui de
I'ceil. Si ce seuil est facile a déterminer sur dbgets simples homogeénes, il apparait plus
complexe a évaluer sur des mesures in-vivo. Nousnsl toutefois démontrer les
performances de notre appareil sur un modéle aniebada capacité a détecter des faibles

guantités de colorant, invisible a I'ceil, a travierpeau et les poils de I'animal.

5.2.4 Expérimentation animale

Afin de réaliser la validation de I'appareil danssdconditions expérimentales in-vivo,
nous nous sommes proposé de détecter des gandyomshatiques sur un modéle
d’'inflammation, aprés marquage par le colorant BRatenté V. La méthode utilisée est
résumeée dans le paragraphe 1V.3 du chapitre 4.

La localisation anatomique des ganglions lymphasqchez le rat est représentée sur la
figure 5.7. Les injections du colorant sont réagséans le coussinet plantaire arriere gauche
de l'animal a J10 post immunisation. L'étude de sgateme lymphatique nous permet de

savoir quels ganglions seront sollicités priorgeent. En effet, M. I. Harrel nous indique
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gue, lors de ce type d’injection, les ganglionslpépinguinal et illiaque seront drainés en
priorité (2).

Figure 5.7 : Schéma représentant la distributionalarant (lors d’une injection au niveau de
la patte) dans les ganglions lymphatiques popt@)( inguinal (IN), illiaque (IL) et rénal
(RE) chez un rat adulte disséqué (3)

Ainsi, dans les résultats présentés ci-dessoustlgies de cinétique du colorant ont été
faites sur plusieurs animaux mais toujours en cegarganglion inguinal. La seconde partie
consacrée a la recherche de ganglions se limitégiarécherche des ganglions indiqués par
Harrel.

Lors de chaque expérience la détection est réaiseers la peau et les poils du rat. Il est
a noter que les ganglions marqués ne sont padedsiltravers la peau de I'animal. La figure
5.8 est une photo, prise apres détection du ganglguinal et épilation de I'animal, montrant
clairement que la détection visuelle de ce gangldest pas possible. Dans I'exemple
présenté le volume de Bleu Patenté V injecté ef2cdgL. Des résultats similaires ont été

observés apres injection de 15 pl et 50 pL.
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Figure 5.8 : Photographie d’'un rat apres épilatierta région inguinale. Le ganglion indiqué
par le rond bleu n’est pas visible a travers laupgaés son marquage par le Bleu Patenté V.

5.2.4.1 Détection de la cinétique du colorant au sein d’uganglion

Afin de réaliser I'étude cinétique du colorant puss volumes de colorant ont été utilisés
allant de 15 pl a 50 pL d’'une ampoule de Bleu RatehGuerbet a 2,5 %. L'enregistrement
des signaux a débuté lors de linjection du colbrdinest stoppé lorsque la variation des
signaux est considérée comme nulle. Ce temps gabigaselon le volume injecté et 'animal
mais n’a jamais excédé 35 minutes. Les figures®1d) et 5.11 représentent les variations de
sighaux a 657 nm, 785 nm et de la concentratiativel de Bleu Patenté V aprés injection de
15 uL, 35 pL et 50 pL a trois animaux différents.

Dans chaque cas, nous remarquons que le signdl anéslimunue avant de se stabiliser a
une valeur limite liée a I'absorption par le colaraCeci permet de mettre en évidence le
passage et I'accumulation du colorant dans le gamglalpé. Les signaux a 785 nm restent
stables durant I'expérimentation, la sonde étattcgte et le colorant n’absorbant pas a cette
longueur d'onde. Les deux signaux sont bruités. dbserve d'une part des variations
aléatoires autour de la valeur moyenne instantaméebserve également des pics tres brefs et
de grande amplitude, essentiellement liés aux nmoawés respiratoires de I'animal.

Les courbes représentant les variations de coratiemts relatives de Bleu Patenté V
augmentent en fonction du temps avant de se sabilLes quantités de colorant sont
exprimées comme le produit coefficigh{differential pathlength factor, défini au chapit)
par la concentration en pmof-L

Il est possible de séparer les enregistrementsnobten trois parties. La premiere,
relativement bréve (environ 1 minute), représeatéemps séparant l'injection du début de
I'assimilation du colorant par le ganglion. La sede partie correspond a I'accumulation du
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marqueur dans le ganglion. La durée de cette @stpeariable, entre 5 et 25 minutes suivant
le volume injecté. Enfin la derniére étape correspb@ la période durant laguelle la
concentration de colorant ne change plus et casreb@ une stabilisation des mesures. La
dynamique de variation des signaux augmente avealene injecté. En effet cette variation,
pour le signal a 657 nm, est de 0,1 V pour uneiige de 15 uL, 0,2V a35puL et0,25V a
50 puL. Les valeurs limites des concentrations iredatde Bleu Patenté V sont de 2,5 pmol/L
aprées injection de 35 uL et de 6,8 pmol/L aprésciipn de 50 pL. Le plateau n'a pas été

atteint lors de I'enregistrement des signaux apestion de 15 L.

0.6 3
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Figure 5.9 : Variations des signaux a 657 nm etriif@%et de la concentration relative de Bleu
Patenté V en regard du ganglion inguinal. Volumedcie : 15 uL
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Figure 5.10 : Variations des signaux a 657 nm Btr¥8 et de la concentration relative de
Bleu Patenté V en regard du ganglion inguinal. Waunjecté : 35 pL.
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Figure 5.11 : Variations des signaux a 657 nm Btri8 et de la concentration relative de
Bleu Patenté V en regard du ganglion inguinal. Waunjecté : 50 pL
Cette premiere série de mesures confirme le fait &gt possible de détecter le passage et
I'accumulation du colorant in-vivo lorsque la sores placée en regard d’'un ganglion choisi,
préalablement détecté par palpation. L'étape stevannsiste a savoir s'il est possible de
détecter un ou plusieurs ganglions par déplacedet# sonde sur la peau de I'animal.

5.2.4.2 Recherche de ganglions marqués par le colorant

Afin de réaliser de la localisation spatiale deaglians inguinal, poplité et iliaque nous
avons injecté a un rat un volume de 50 pL de BlatefRé V. Le résultat de mesure est
représenté sur la figure 5.12 et peut étre divied @arties distinctes, notées de 1 a 4 sur le
graphique :

* La premiere partie, entre 0 et 1 minute, corresppnuhe période durant laquelle la

sonde est placée sur I'animal dans une zone dy d pas de ganglion. Les signaux a
657 nm et 785 nm sont constants et la concentragilative de colorant calculée et
proche de 0.

* La seconde partie, entre 1 et 2 minutes, corresgoma période durant laquelle
I'utilisateur a déplacé la sonde en regard du ganghguinal. On observe une légere
diminution du signal a 785 nm (de 0,19 V a 0,16eYune diminution beaucoup plus
significative de la lumiére rétrodiffusée a 657 (BR5 V a 0,07 V). Ce phénoméne

est lié a I'absorption du colorant a 657 nm eturath détection du ganglion iguinal
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marqué. Cette accumulation du colorant est objéetpar le calcul de la concentration
relative du Bleu Patenté V qui indique une valeoyemne de 11 umolL

* La troisieme partie, entre 2 et 3 minutes, corradpmu moment ou la sonde est placée
dans la zone correspondant au ganglion illiaquamiplitude moyenne des deux
signaux rétrodiffusés est du méme ordre. Celle & rit@ est proche de la valeur de
départ (environ 0,21 V) alors que celle a 657 nirsegmificativement inférieure a la
valeur initiale. Cette diminution, bien qu’infériey se traduit aussi par la détection de
'accumulation du colorant au sein du ganglionadlie et est représentée par le
plateau de la courbe de concentration relative lée Batenté V située environ a 4
pumol.L. Cette concentration, plus faible que la précégesiexplique simplement
par le fait que le ganglion détecté se situe a distance plus éloignée du point
d’injection que le précédent.

» La quatrieme partie, entre 3 minutes 30 et 4 ms8@ correspond a la période durant
laquelle la sonde est placée en regardant du gangtiplité. L'amplitude du signal
mesurée a 785 nm est équivalente a celle de laignegtape. En revanche le signal a
657 nm a un plateau autour d’'une valeur moyenn@, i V inférieure a l'initiale et
entre les valeurs mesurées lors de la détectiogadglion illiaque et inguinal. Une
nouvelle fois, cette diminution est représentatde la détection d’'un absorbeur
spécifiqgue a 657 nm : le Bleu Patenté V présenst darganglion poplité. La valeur

moyenne de concentration mesurée est de 5 pthol.L
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Figure 5.12 : Variation des signaux rétro diffuaéb7 nm et 785 nm de la concentration
relative de Bleu Patenté V en fonction du temps tt& la recherche de ganglions
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5.2.4.3 Discussion

L’'analyse de ces résultats de mesures in-vivo raaqie la sonde développée a permis de
détecter le passage et I'accumulation du colordetl BPatenté V dans plusieurs ganglions.
Ceci a été réalisé dans deux situations : d'uné @arayant la sonde en position fixe
permettant ainsi d’enregistrer la cinétigue du @b aprés injection et d’autre part en
déplacant la sonde. Il a ainsi été possible detaterssa distribution spatiale et de localiser
différents ganglions (4).

La méthode utilisée a permis la détection de calodade trés faible concentration. Les
variations relatives de concentrations mesuréest st I'ordre du pmol.ll. Ces
concentrations sont exprimées avec un facteur ptightif . Celui-ci étant de I'ordre de 5 a
10 selon les tissus (5) (6), ce dispositif pernmeetiétecter des concentrations inférieures a 0,1
pmol/L.

5.2.5 Détection ex-vivo sur piéces d’exérese

S’inscrivant dans le développement d’'un prototypeae vu des résultats précédents
encourageants, une étude préalable a été menddfétents types de piéces opératoires dés
leur arrivée dans le service d’anatomo-pathologir (chapitre 4 pour le protocole). Le
colorant Bleu Patenté V a ainsi été recherché Bwahglions sentinelles, 3 mastectomies et 1
zonectomie apreés injection de différents volumgaug ou inférieurs a la pratique de I'équipe
(tableau 5.2). En effet, pour la recherche du gangkentinelle du cancer du sein, le
chirurgien injecte usuellement en deux points epén-aréolaire une ampoule de 2 mL de
Bleu Patenté V sodique a 2,5 % (Guerbet) (7). Darcss présent des mesures avec 1mL et

0,5mL ont également été menées.

Piece opératoire| Nombré/olume de Bleu Patenté V injecté [mL]
2 1 0,t
Ganglion sentinel 17 5 3 6
Mastectomie 3 1 0 0
Zonectomie 1 1 0 0
TOTAUX 21 7 3 6

Tableau 5.2 : récapitulatif des piéces opérat@iredysées

Les figures 5.13, 5.14 et 5.15 représentent leBlgpars concentrations mesurées sur trois

ganglions apres injection de 2 mL, 1 mL et 0,5 8ur chaque photo est représentée une

fleche noire symbolisant la direction de déplacendera sonde sur la piece opératoire.
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La premiére constatation que I'on peut établir eone I'aspect visuel du ganglion. En effet,
le ganglion marqué apres injection de 2 mL de Blatenté V apparait plus bleuté que ceux
marqué par 1 mL et 0,5 mL. Pour chaque mesured®qole est le méme. La sonde est
placée sur un emplacement de la piéce opératofre que celle ou se trouve le ganglion ;
puis la sonde est déplacée afin de localiser la azoarquée par le colorant. Lorsque le
ganglion sentinelle est détecté la sonde est kisaéegard durant un certain laps de temps
(entre 15 et 20 secondes suivant I'expérience) fuliisateur se déplace hors de la zone
d’intérét. La durée totale de la manipulation rdaais excédé la minute (40 secondes dans
les trois exemples sélectionnés). Pour chaque meaéalisée la sonde a détecté de maniere
significative les ganglions. La valeur moyenne @aedncentration mesurée apres injection de
2 mL est de 74,23 pmolL+ 3,26 pmol.[*, Les valeurs sont de 66,84 umal.k 3,02
pmol.L* pour 1 mL et de 60,35 pmol’i+ 2,07 pmol..* pour 0,5 mL.
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Figure 5.13 : profil de la concentration de Bleter&é V mesurée (a) sur un ganglion
sentinelle (b) ; volume injecté : 2 mL
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Figure 5.14 : profil de la concentration de Bleter&é V mesurée (a) sur un ganglion
sentinelle (b) ; volume injecté : 1 mL
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Figure 5.15 : profil de la concentration de Bleter&é V mesurée (a) sur un ganglion
sentinelle (b) ; volume injecté : 0,5 mL

Parallelement a ces mesures un essai a pu étrelansmune zonectomie. Cette opération
consiste en I'exérese d’'une lésion non palpableyjde microcalcification) se trouvant dans
le sein (8). La figure 5.16.a représente le pudilla concentration de Bleu Patenté V mesurée
lors de I'expérimentation. La manipulation a dudéeninute environ. Dans le cas présent
lorsque la piece opératoire est arrivée au se/meatomopathologie la zone marquée par le
colorant n’était pas visible (figure 5.16.b (1))in8i les 20 premiéres secondes de mesures
correspondent a la recherche de la zone marquégsAD secondes une augmentation
significative de la concentration relative de BRatenté V mesurée est constatée (environ 20
pumol.L'Y). La sonde est laissée en place durant une mentié seconde afin de signaler
'emplacement supposé d’'une zone marquée par l@asdl au pathologiste (figure 5.16.b
(2)). Puis la sonde est retirée afin de réalisez intision dans la graisse laissant ainsi
apparaitre la Iésion (figure 5.16.b (3)). Cetteézignce a permis de détecter avec précision
une tumeur marquée par colorimétrie a travers Sdamraisse.
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Figure 5.16 : profil de la concentration de Bleter&e V mesurée (a) sur une zonectomie (b1,
b2 et b3)

5.2.6 Conclusion et discussion concernant le prototype @eux longueurs d’onde

Un instrument pour la détection optigue du gangkemtinelle marqué par un colorant
utilisé en pratique clinique a été développé.pkeamis de détecter le colorant Bleu Patenté V
dans différents modeles expérimentaux: objetsdegthaux et biopsies.

Les expériences realisées sur objets tests ontigpelendétecter des inclusions de Bleu
Patenté V de différents diametres sous une épaidseti mm de résine simulant I'absorption
et la diffusion optique des tissus du sein. Desumesssur des objets tests liquides ont permis
d’établir que le seuil de détection de cet instrot@ait environ 30 fois inférieur a celui de
I'ceil. Suite a ces résultats de caractérisation expgrimentation animale a été développée.
Celle-ci a permis, lors de deux types d’expérimgona, de mesurer la cinétique du colorant
au sein d’'un ganglion choisi mais également ddas&mala localisation spatiale de différents
ganglions (4). Enfin, des mesures réalisées surpti®es opératoires ont montré que le
prototype développé pouvait détecter des gangkemsinelles marqués par des volumes de
colorant 4 fois inférieurs a ceux habituellemengdtés par le praticien (9). Cet instrument a
démontré gu’il pouvait apporter a I'équipe médiaahe information objective et quantifiée.
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Cependant, l'utilisation de deux longueurs d’ondmirpla détection par absorption du
ganglion sentinelle marqué par le Bleu Patenté &sgmte certaines limites. En effet, comme
évoqué dans le chapitre précédent, l'utilisationddax longueurs d’onde ne permet pas de
séparer les différents chromophores absorbant léangssus biologiques. L’absorption des
tissus étant principalement due a I'hémoglobinessoas deux formes oxy- et déoxy-
hémoglobine il parait essentiel d’améliorer ce dgfif pour palier a ce biais. Si ces deux
formes de I'hémoglobine ont des coefficients deetiion molaire proches a 785 nm, il n’en
est pas de méme a 657 nm. A cette longueur d’diadesorption de la déoxy-hémoglobine
est significativement supérieure a celle de I'ogyrmglobine. Ainsi, une désaturation du sang
se traduira par une augmentation de I'absorptidi®a nm et sera interprétée comme une
augmentation de la concentration en colorant.

Afin de résoudre ce probleme un second instrumeéné aéveloppé. La partie suivante est

consacrée a la description des résultats obteracscaui-ci.

5.3 Détection a quatre longueurs d’onde
5.3.1 Rappel rapide sur la méthode

Un second prototype utilisant 4 longueurs d’ondefoactionnant sur le méme principe
physique que le premier, a été développé. Pour nméntes deux lasers émettant a 657 nm et
785 nm ont été maintenus et deux diodes laser &ogpitaires, a 689 nm et 850 nm, ont éte
ajoutées afin d’éviter un biais dans la détectionBteu Patenté V. Le traitement du signal
réalisé et également basé sur le méme principe.

La suite de cet exposé sera consacrée a la priéserdas résultats de caractérisation de
instrumentation a 4 longueurs d’onde. Apres vatiion sur objets tests, des expérimentations
animales et des mesures sur des piéces opéraintréte réalisées.

Le code couleur utilisé dans ce paragraphe estil@arg : en vert les données mesurées a
657 nm, en orange a 689 nm, en rouge a 785 nmjodet @ 850 nm et en bleue celles

représentant la concentration relative de BleurRate.

5.3.2 Détection d’inclusions sur fantbmes solides

Comme nous l'avons realisé avec la sonde a 2 lamgud'onde, une étude sur la
possibilité de détecter des inclusions colorée® aéalisée sur un milieu diffusant. Le second
objet test en résine décrit dans le chapitre 4éauétisé a cette fin. Ce fantbme a pour
propriétés optiques : = 0,005 mrt et s = 0,9 mnt (10). Il contient 12 inclusions
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contenant du Bleu Patenté V réparties sur 3 ligliégales concentratio : 100 pmol.[*
(ligne 1), 50 umol.I* (ligne 2) et 10 umol.* (ligne 3). Chaque ligne est constituée d
inclusions de hauteur égalel® mm, dont la face supérieure est située a 4 mmlaaigface

de I'objet, et de diamétres variak : 12 mm, 10 mm, 8 mm et 6 mm (figure 5.1

Figure 5.17 schéma 3D de I'objet en résine avec des inclgsi@nBleu Patenté V a trc

concentrations et quatre diametres différe

Afin de détecter ces inclusions nous utilisons Ema protocole que celui utilisé pour
caractérisation de I'appail a 2 longueurs d’onde. La sonde inox est fix@els montage
décrit dans le paragraphe 1.2. Elle est déplackesarface de I'objet par pas de 2 mm
regard des 3 lignes contenant les inclusions. A@ssiésultats illustrés Les figures 5.18.at
c correspondent aux données mesurées sur chagee@iaque point représente la moyel
et la barre d’incertitude I'écart type, de la meseifectuée durant 30 secon:

Les 12 inclusions ont été détectées. Les condmrisamoyennes obtenues sde : 4,2
pmol.Lt + 0,4 umol.L* pour la premiére ligne, 3,7 pma™ + 0,3 pmol.L* pour la seconde et
1,2 pmol.I* + 0,3 umol.*. Ces résultats indiquent bien une diminution dedacentratiot
relative moyenne entre chaque ligne méme si lepgptions entre chacune ne sont f
conserveées. Une seconde remarque peut étre apportéernant la détection des inclus :
leur détection devient plus délicate lorsque ldetaliminue. Ceci s’observe essentiellem

sur les inclusions de 6 mm.
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Figure 5.18 : Profils des concentrations relatoe®8leu Patenté V mesurées en fonction de la
position de la sonde lors de son déplacementsbjek en regard des inclusions de la
premiere ligne (a) de la seconde (b) et de lai&wis (c)

Il est possible de calculer la largeur a mi-haytéWwHM, de chacun des profils obtenus.
Le tableau 5.3 présente ces FWHM ainsi que I'écara taille réelle de linclusion

correspondante. Ainsi nous observons pour les fusioms de la premiere ligne, ou la

concentration est la plus élevée, que I'écart elatrimille réelle et la mesure est faible. Les

écarts plus importants, obtenus lors des mesusadisé&és sur la troisieme ligne de faible
concentration, s’expliquent également par le faé tp résine s’est fissurée lors du percage de

I'objet, modifiant ainsi trés certainement les ditsi®ns du volume occupé par le colorant.

Taille Ligne 1 Ligne 2 Ligne 3
réelle FWHM | Ecart | FWHM | Ecart | FWHM | Ecart
inclusions| [mm] [mMm] | [mm] | [mm] | [mm] | [mm]
12 11,5 -0,5 12 0 11 -1
10 9,5 -0,5 10,4 +0,4 8,9 -1,1
8 8 0 7,75 -0,25 9,2 +1,2
6 6,5 +0,5 7,45 +1,4% 5,45 -0,55

Tableau 5.3 : Taille réelle, FWHM et écart mes@emre$onction de la taille et de la
concentration des inclusions.

Finalement nous pouvons conclure que malgré cessdt@ppareil est capable, au méme

titre que le premier prototype, de détecter celsgans situées a 4mm de la surface, pour des
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concentrations aussi faibles que 10 umol/L. Lesentrations relatives de colorant affichées
par I'appareil sont nettement inférieures aux vaewraies et correspondent a des valeurs
moyennes sur le volume total exploré par les plmtorettement supérieur a celui des
inclusions dans les trajectoires des photons d&ecOn note également que les
concentrations maximales mesurées diminuent aveo/oleme des inclusions. Cette

diminution est particulierement marquée pour letuisions les moins concentrées.

5.3.3 Caractérisation sur objets tests liquides

Dans le but de caractériser cet instrument et deohaparer au premier prototype, des
expériences ont été menées sur des objets tegidelq Ces fantbmes sont constitués d’'une
solution de base d’Intralipides 1% a laquelle najsutons de I'encre de Chine afin de
simuler I'absorption et la diffusion des tissus skin. Les coefficients d’absorption et de
diffusion choisis sont les mémes que pour I'objetrésine précédant a savoirz F 0,005
mm™* et s = 0,89 mn.

La figure 5.19 représente les données enregisiré®&3 nm, 680 nm, 785 nm, 850 nm et la
concentration relative de Bleu Patenté V calcut#s H'injections successives de colorant
dans la solution d’étude. La concentration réefieolorant a ainsi augmenté de 0 pmolL
0,3 umol.L*. Chaque point représente la moyenne des mesdeesuéles sur 1 minute. Les
ecarts types sur les mesures ne sont pas represemtéette figure car trop faibles pour étre

visualisés.
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Figure 5.19 : Signaux rétrodiffusés aux 4 longuelmade et concentration relative de Bleu
Patenté V en fonction de la concentration réellealerant.
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L’analyse statistique de la distribution des échmqes, par longueur d’'onde, des mesures a
concentration de colorant croissante donne ledtaésisuivants : 3,4.10V + 1,9.10° V &
657 nm, 3,8.10 V + 4,7.10" V a 689 nm, 1,6.1b VvV + 4,2.10°V a 785 nm et a 850
nm 5,2.10' V + 4,5.10"V.

L’expérience a été arrétée lorsque la coloratiotad®lution était visible. Nous observons
une diminution progressive du signal rétrodiffusé5a&nm lorsque la concentration de Bleu
Patenté V augmente alors que les intensités dagr8sasignaux peuvent étre considérées
comme constantes. Les variations des données ar5@euvent étre modeélisées selon le
modele de Beer-Lambert modifié (figure 5.21), awe®e bonne qualité d’ajustement. La
concentration relative de colorant (concentraticaiermultipliée par le differential pathlength
factor B) calculée augmente linéairement. En affed régression linéaire de ces données
conduit a I'expression d’'une droite d’équatign= 8,6x — 5.10™* avec un coefficient de
corrélationk? = 0,99. La valeur de 8,6 correspond a un coefficintlans le domaine
communément admis.

A partir des résultats enregistrés pour le sigrégbanm il est possible, comme cela a déja
été réalisé pour l'appareil a 2 longueurs d’onde, déterminer le seuil de détection du
prototype a 4 longueurs d’'onde. Les deux méthoéesitds auparavant ont été reprises. La
premiere consiste a déterminer graphiquement lmipre valeur en dehors du bruit de la
mesure de référence. La seconde méthode utilisedesdes ROC. Les résultats des 2
méthodes d’analyse sont représentés sur les figuBfsa et 5.20.b. Dans les deux cas, le
groupe de données de référence correspond a larengsusignal avant injection de Bleu
Patenté V. Selon la méthode graphique, nous obseiee des la troisieme mesure, la valeur
moyenne calculée (plus ou moins deux fois son égpe) parait significativement différente
de la mesure initiale. Ceci est confirmé par lahnéé des courbes ROC. En effet, la courbe
du groupe de mesure 3, comparé au groupe de ré&raiest pas visible car il permet de
faire une discrimination parfaite (aire sous larb@uROC égale a 1). Ainsi, avec les deux
méthodes le seuil de détection a été estimé &°qubol.L* pour une puissance de 1 mwW
environ. Ce seuil résulte principalement du rappigmal a bruit des mesures. Ce rapport peut
étre amélioré, si nécessaire, de plusieurs manié@premiere consiste a augmenter la
puissance lumineuse utilisée, tout en respectantdemes de sécurité laser ou la durée d’'une
mesure. Il est également possible de réduire |&, e améliorant la chaine de détection :
détecteur et électronique associée ou en réaligantiltrage numérique du signal. Une
troisieme méthode consisterait a utiliser des vaiesdétection synchrone sur chacun des

signaux, plutét qu’une analyse de Fourier.
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Figure 5.20 : Détermination du seuil de détectioamparaison des amplitudes successives
(a) et courbes ROC (b).

Avec linstrumentation détaillée au chapitre 4, Issuils de visibilité obtenus sont
inférieurs & 10 nmol.. Par comparaison, le seuil de visibilit¢ de I'est estimé a 0,3
pumol.L™ Il est intéressant de comparer ces résultatsud obtenus par une méthode
similaire, avec I'appareil a 2 longueurs d’ondejsysur des solutions contenant dix fois plus
d’encre de Chine. Les seuils de détection, averstfimentation et visuellement, étaient
respectivement de 30 nmof:let de 1 umol.’. Dans les deux cas, on retrouve un gain de
sensibilité voisin de 30, en utilisant une instratagion optique, plutét que la seule inspection
visuelle. Mais la valeur absolue du seuil de déaau Bleu Patenté V dépend également des
propriétés optiques du milieu dans lequel il esheeché.

Nous allons maintenant tenter de démontrer I'apdertapproche a 4 longueurs d’onde,
en comparant des résultats obtenus avec cet insttummais en exploitant soit toutes les
données, soit seulement celles a 657 et 785 nnZ lemgueurs d’'onde de I'appareil de
premiere génération.

La figure 5.21 représente une comparaison entrecdegentrations relatives de Bleu
Patenté V calculées a partir des données a 2ostgiéurs d’onde. Les pentes, correspondant
aux coefficients 3, des deux droites obtenues mamuhes. Comme il n’est guere possible de
connaitre la valeur vraie d@ d’'une part, et qu'il est impossible de réalises aeesures
absolues sur des objets inhomogénes, aucune aatiéliode la qualité des résultats, associée
au passage de 2 a 4 longueurs d'onde ne peut léservée avec cette expérience. Ceci
s’explique simplement par le fait qu'il n’y a queud especes absorbantes dans la solution
d’Intralipides (Bleu Patenté V et encre de Chimg)gqu’'une analyse a deux longueurs d’onde
est suffisante.

127



0.60

n
o

o
Ul
ol
a)
N

T
=

H
béta*[umol.L 1]

Amplitude du signal a 657 nm [V]
o o
I ol ¢
(6} o
Cor?(-':entranon rela(ﬁ've de BPV

o

—données 657nm
= [BPV] 4 longueurs d'ond
+ [BPV] 2 longueurs d'ond

D@ D

0.40 ‘ 0
000 005 010 015 020 025 0.30

Concentration rélle de Bleu Patenté V [umol.L-1]
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l'aide du modele de Beer-Lambert modifié, aprésmjestions successives de Bleu Patenté
V. Concentrations de Bleu Patenté V calculées tir ples données 4 et 4 (A) longueurs
d'onde.

Afin de démontrer que l'utilisation d'un appareitj@atre longueurs d'onde peut corriger
des erreurs de mesure de la concentration de Bi¢enté V dues a des variations de
concentrations d’autres chromophores, il est négessd’utiliser plus de 2 especes
absorbantes. L'expérience suivante a ainsi étéséeal Nous avons successivement ajouté
dans les suspensions d’Intralipides décrites pefoétent, du Bleu Patenté V et du vert

d'indocyanine (ICG). Les spectres d’absorption diesx colorants sont comparés en figure

5.22.
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Figure 5.22 : Spectres d’absorption normalisés leu Batenté V (bleu) et du Vert
d’Indocyanine (Vert).
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Les résultats obtenus apres injections de col@@mt présentés sur la figure 5.23. Chaque

point est la valeur moyenne obtenue lors d'une taidiacquisition. Nous comparons le calcul
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des concentrations de Bleu Patenté V obtenuesilesanit deux longueurs d'onde (657 nm et
785 nm) (Fig.5.23.a) avec celles en utilisant quéngueurs d’onde (Fig.5.23.b). Dans le
premier cas, le calcul est faussé par la différetmesorption entre I'ICG et I'encre de Chine.
Mathématiquement, ce cas correspond a la résoldiionensemble de deux équations, alors
gue le probleme possede en fait trois inconnuessgue le calcul des concentrations est
réalisé a partir des données a quatre longueunglal'des absorptions des colorants sont bien
séparées. Ceci s’observe par le fait que lorsaqureitijecte de I'ICG, la concentration de Bleu
Patenté V calculée a partir des données a deuxiéamg d’onde diminue au lieu de rester
constante. Ceci n’est pas le cas lorsque I'onsatiles 4 longueurs d’onde.

Dans ce cas, les concentrations de Bleu PatentédVG6 calculées varient linéairement
en fonction des concentrations réelles des colerdrds valeurs mesurées sont égales aux
valeurs vraies multipliées par des coefficieftégaux a 6,7 et 3,8, pour le BPV et I'ICG
respectivement. La différence entre les deux valdef peut étre attribuée a la dépendance
du coefficient de diffusion vis-a-vis de la longualionde. Une seconde explication réside
dans les modifications des coefficients d'extinctmolaires des deux colorants dues a leur

liaison possible avec les intralipides en suspensio
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Figure 5.23 : concentrations relatives de BleuiRat¥ et d'ICG calculées en utilisant 2
longueurs d’onde (a) et 4 longueurs d’onde (b).

5.3.4 Expérimentation animale

Afin de valider in-vivo le fonctionnement de cetiende un protocole expérimental basé
sur la détection d’'un ganglion dans le modele mftatoire d’EAE a de nouveau été mené.
Les résultats d’'une expérience type sont visiblesa figure 5.24.a. Celle ci représente les
profils aux 4 longueurs d’'onde des signaux rétfadés ainsi que la concentration relative de

Bleu Patenté V. Dans le cas présent 'animal ¥/ashjecté 50 uL de Bleu Patenté V (2,5 %
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Guerbet) dans le coussinet plantaire arriere dRsééalablement la sonde avait été placée en
regard d’un ganglion sélectionné par palpationgdeglion inguinal (figure 5.24.b).

La position de I'animal est instable durant la peme minute, a cause de l'injection qui a
lieu de 0 a 30 secondes. Les signaux sont explegtabcompter de t = 1 minute. Environ 20
secondes apres, la sonde détecte le passage dantolee signal a 657 nm, spécifique de
I'absorption du Bleu Patenté V diminue alors que3eautres restent constants durant les 15
minutes de I'expérience. Ceci se traduit par lelltas observé sur la courbe bleue : une
augmentation de la concentration relative de Blatefé V permettant de visualiser le
passage et la fixation du marqueur dans le ganglion

La cinétique d’évolution et la concentration limide Bleu Patenté V dans le ganglion
inguinal dépend de I'animal étudié. Les figures15(da 2 longueurs d'onde) et 5.24 (a 4
longueurs d’onde) montrent que les constantes meseld’accumulation sont de l'ordre de
guelques dizaines de minutes et que les concenmisatelatives limites sont de I'ordre de 10
pumol.L* aprés injection de 50 pL de Bleu Patenté V Guetlest. signaux aux trois longueurs
d’'onde non absorbées par le colorant restent statdas les expériences ou la sonde reste
fixe. La sonde a 4 longueurs d’onde n’apporte dmrmne amélioration en ce cas.
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Figure 5.24 : Recherche du ganglion inguinal :atavh des signax rétrodiffusés aux 4
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5.3.5 Validation clinique
5.3.5.1 Méthode et patients

Cette étude prospective a été réalisée entre Naeer@01l0 et Mars 2011 dans le

département d’anatomo-pathologie du Centre ant@anx Paul Strauss a Strasbourg. La
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raison de cette étude sur des piéces d’exéréspuede prototype utilisé n'a pas encore été
autorisé par les autorités pour une utilisatiosate d'opération.

Cette étude préliminaire a été menée auprés deatddnts. Tous les patients étaient des
femmes ayant un cancer du sein invasif. Ce diagn@stété réalisé par une biopsie
préopératoire. L'd4ge moyen des patientes était de dms (extrémes: 41-79).
Les criteres d'exclusion étaient : les patientasté&n cours de grossesse, ayant un carcinome
canalaire in situ, des tumeurs multicentriques, tdeseurs inflammatoires et un cancer du
sein hyper métastatique.

Le protocole d’injection des deux marqueurs (ismoe et colorimétrique) est expliqué
dans le chapitre 4. Afin d'obtenir des piéces chioale marqués par le Bleu Patenté V
visibles et invisibles a I'ceil, le volume d’injemti a été diminué progressivement de 2 ml (1
patiente), a 1 ml (3 patientes), a 0,5 mL (2 patignet enfin 0,25 ml (16 patientes). En outre,
2 patientes, n’ayant subi aucune injection de emibront été incluses dans le protocole
comme témoins. La peau a été incisée au niveaurelux caxillaire et une dissection
minutieuse a été réalisée pour rechercher les igasgllymphatiques. Une sonde
peropératoire isotopique (Europrobe, EURORAD SAanEe) a été utilisé pour aider et
guider la dissection. Les ganglions sentinellesé&étidentifiés in vivo suivant une des trois
caractéristique suivantes : ils étaient bleus, emtaiun comptage isotopique positif ou
présentaient les deux caractéristiques. Ainsi Re@ades données accumulées se base sur une
comparaison des taux de détection des deux som@assnde isotopique au bloc opératoire et
la sonde optique en post-opératoire. Une fois Bgylipns excises, les pieces anatomiques
arrivées au département de pathologie ont été séedydans un délai moyen de 2 minutes. Le
prototype optique a été utilisé sur chaque piecs gétecter et localiser le ganglion sentinelle
par I'accumulation de colorant. Cette mesure aeffgctuée avant I'examen pathologique
extemporané. Les pathologistes ont été consultas pavoir s'ils pouvaient détecter
visuellement les ganglions lymphatiques colorésdleni. Ces évaluations visuelles ont été

comparées avec l'information objective fournie lpastrumentation optique.

5.3.5.2 Résultats de détection

En considérant les 24 patientes, les résultatsnadés ont porté sur un total de 78
ganglions sentinelles tous détectés par la somdepisjue. Huit de ces ganglions obtenus par
détection isotopique exclusive, car les patientagament pas recu de colorant, ont été utilisés
pour valider la spécificité de la méthode optigliaia pas été possible de détecter la présence
de colorant sur ces 8 piéces opératoires.

131



Pour la suite de cet exposé, seuls les résultatnab sur les 70 piéces excisés apres
marquage par le Bleu Patenté V, seront considémss ces ganglions ont été détectés par la
sonde optique, indépendamment du fait que la ciidorale la piece opératoire était visible
par I'ceil du chirurgien ou non. 3 ganglions sefitieont été détectés apres l'injection d’'une
ampoule de 2 ml de colorant (2,5 % Guerbet), 7safirénl, 6 aprés 0,5 ml et 54 apres 0,25
mL (tableau 5.4).

N |_Volume de Bleu Patenté V injecté [n

V=0|V=028|V=0E|V=1|V=2
Patientes 24 2 16 2 3 1
Ganglions sentinelles 78 8 54 6 7 3
Chauds et non visiblgsl7| O 16 1 0 0

Tableau 5.4 : répartition des nombre de patiedieganglions sentinelles et de ganglions
chauds et non bleus en fonction du volume de cotangecté

La premiére conclusion a propos de ces essaisuespaur chaque piéce chirurgicale et
chaque volume d'injection de Bleu Patenté V I'appaptique a été capable de détecter la
présence du colorant dans les échantillons destisslors que 53 ganglions (68 %) seulement
ont été détectés comme visuellement colorés pahikeirgien. En effet, 1 ganglion excisé
apres injection de 500 pL et 16 pour des injectidas250 uL n'ont été détecté au bloc
opératoire qu’'avec l'aide de la sonde isotopique.

La figure 5.25 permet de visualiser les variatidescoloration d’une piéce opératoire en
fonction du volume de colorant injecté, sur 4 exsple pieces opératoires, pour chacun des
4 volumes concernés. Nous constatons que lorsquauene diminue il parait effectivement
difficile de distinguer le ganglion sentinelle degraisse qui I'entoure.

VBPV: 2mL VBPV: ImL VBPV: 0,5mL VBPV: 0,25mL

Figure 5.25 : variation de coloration du ganglientmelle en fonction de volume de Bleu
Patenté V injecté

Il faut également noter que des différences sicatifves peuvent étre constatées entre des

biopsies marquées par le méme volume de colorantexemple, si I'on compare les deux
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piéces opératoires obtenues apres injection dephOfe colorant, présentées sur la figure
5.25 ci-dessus et celle présentée dans le paragidpmous pouvons constater qu'il est plus
difficile de situer le ganglion sentinelle de Igure 5.25.

La figure 5.26.a présente un exemple de détecto® ganglions sentinelles a I'aide de la
sonde optique apreés injection de 250 uL de colotanpremiere partie du graphique, entre 0
et 25 secondes, correspond a la mesure d'initiedisaur une partie graisseuse de la biopsie,
non marquée par le colorant. La sonde est ensiat®e en regard de la premiere piece
opératoire (figure 5.26.b) durant 10 secondes. Nowsstatons une augmentation de la
concentration relative de colorant mesurée paofales & une valeur de 25 pmét.kenviron.
Puis la sonde est déplacée successivement sucdadsganglion (entre 35 et 42 s) et le
troisieme (de 43 a 49 s). Les concentrations waatide Bleu Patenté V mesurées sont
respectivement d'environ 16 umofLet 8 pmol.['. Cette diminution est également
observable visuellement. Mais s'il apparait éviddmtdétecter le marquage a I'cell, il est plus
difficile de comparer les quantités de colorangfixJne nouvelle fois cela illustre bien la
difficulté que peut rencontrer le chirurgien loesld recherche du ganglion sentinelle.
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Figure 5.26 : détection de 3 ganglions sentinetlasqués par 250 pL de colbran

Si toutes ces piéces opératoires ont pu étre déwdetisuellement, la sonde optique s’est
montrée indispensable pour la recherche de gamglionquement détectés par la sonde
isotopique en per-opératoire.

La figure 5.27 illustre ce cas. Les deux ganglifiigaire 5.27.b et c) ont été détectés par le
chirurgien en utilisant le sonde isotopique. Cepemdine détection visuelle n'a été possible

que sur le premier (5.27.b). Nous avons cependaniépecter ces deux ganglions a l'aide de
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la sonde optique, comme le montre la figure 5.27Augmentation de la concentration
relative, entre les secondes 5 et 20, corresportdraps durant lequel la sonde est placée en
regard du premier ganglion ; la valeur moyenne méesest de 12,7 pmol‘i+ 1,7 pmol.[%

Puis entre les secondes 21 et 30, lors de la dohelu second ganglion, cette valeur est de
5,9 pmol.L* + 0,6 pmol.L*. Les incertitudes liées & ces mesures sont esbemtént liés aux

mouvements de la sonde par l'utilisateur durantgacement.
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Figure 5.27 : Profil de la concentration relativeRleu Patenté V mesurée sur deux iéces de
biopsies marquées avec 250 uL de colorant

Considerant les 17 ganglions détectés grace ardesaotopique mais non détectés
visuellement, nous nous sommes posé la questidavar s'il était possible de les classer
selon leur état histologique. Treize se sont révéh@gatifs a I'examen, 3 étaient
micrométastasés et 1 macrométastasé. Nous avolesnset considéré, pour la suite de cet
exposeé, les 16 ganglions marqués avec le méme eafienBleu Patenté V: 250 L.

La concentration PBV relative moyenne globale darss16 cas est égale a 5,5 pmokL
1,4 pmol.L*. En fonction de la phase d'invasion métastatitpge concentrations moyennes
mesurées sont les suivantes : 5,8 pmbkl1,8 umol.L* pour les 12 ganglions négatifs ; 4,9
pumol.L* + 3,3 umol.L* dans les 3 micrométastatiques ; 4,3 umbtl0,5 pmol.L* dans le
seul ganglion macrométastatique. Pour ce derniacettitude correspond aux variations
temporelles du signal. Ces résultats montrent uispetsion des valeurs pour chaque
catégorie d'échantillon trop importante pour uressification a partir de la mesure optique.
La diminution de la valeur moyenne de la conceittnatelative observée lorsque I'état
métastatique devient plus prononcé pourrait étracenrd avec le fait que plus le ganglion est

dans un état métastatique avanceé et plus il y iffstild pour le marqueur (isotopique et
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colorimétrique) d’'y pénétrer. Les informations réées sont insuffisantes pour établir une
relation significative entre le statut histologigetda concentration relative de colorant dans le
ganglion sentinelle. Le nombre de piéces chirutggalisponibles pour deux des statuts

histologiques (micro-et macrométastatique) ne pepag d'effectuer une analyse statistique.

5.3.6 Conclusion et discussion concernant le prototype @uatre longueurs d’onde

La premiere sonde optique ne tient pas completeomnpte de I'évolution de I'absorption
des tissus biologiques que peut rencontrer le igien in-vivo. Une seconde sonde utilisant 4
longueurs d’'onde a été développée pour corriggarakléme. Nous avons démontré, sur des
objets tests, que I'apport de 2 longueurs d’ongpEumentaires permet une discrimination de
I'absorption de différents colorants et réduitdegurs de mesure de la concentration relative
de Bleu Patenté V (11). Suite a cela, différentessures effectuées sur des pieces
chirurgicales ont permis de démontrer que la déecbptique de ganglions sentinelles
marqués par le colorant est efficace. En effet,r pcliaque piéce opératoire excisée,
linstrumentation développée a permis de déte@erganglions sentinelles, quel que soit le
volume de colorant injecté, méme lorsque celui-était pas visuellement détectable. Dans
cette étude, seulement 53 ganglions sentinellegtérdétectés visuellement par le chirurgien
alors que les 70 ganglions marqués ont été losaligce a l'appareil optique. En ne
considérant que les ganglions marqués par le méoheme d’injection (250 uL), la
concentration relative moyenne de Bleu Patenté Yunée est de 5,5 pmotl+ 1,4 pmol.L
! Le faible taux de dispersion (25 %) des mesunesas pieéces opératoires indique que la
sonde a été efficace pour différents patientes; axe reproductibilité satisfaisante (12).

5.4 Conclusion sur la méthodologie de détection des ptoms diffusés

Les instruments développés présentent l'avantagérageiller avec le colorant Bleu
Patenté V qui est déja utilisé en routine cliniee.outre, l'instrumentation et le colorant sont
disponibles a un codt raisonnable. Les résultatisnois avec les deux appareils optiques ont
permis de démontrer que l'utilisation de la méthddenregistrement des photons diffusés
appliguée a la détection du ganglion sentinelle p@aancer du sein est possible.

Les études sur des modeles fantdme ont permigtéentiner que les seuils de détection
des deux appareils, a 2 et 4 longueurs d’onde,identiques. lls sont significativement plus
bas, environ 30 fois, que celui de I'analyse visueh utilisant des puissances lumineuses de
'ordre du milliwatt. L'ajout de 2 longueurs d’'onslsupplémentaires, permet de discriminer

135



I'absorption du Bleu Patenté V de celles des actrsants et de réduire les erreurs de calcul
de sa concentration relative. Les expérimentatiumgetit animal, menées a 2 et 4 longueurs
d’'onde ont permis de détecter in-vivo le passagt dixation du colorant sur différents
ganglions en utilisant un modele inflammatoire cleezat. Finalement, difféerentes mesures
effectuées sur des pieces chirurgicales ont pedmidétecter des ganglions sentinelles apres
différents volumes d’injection. Un protocole, ingaht une diminution de la dose injectée, de 2
mL a 0,25 mL, a été mené en accord avec les pratidiospitaliers. Il a permis de comparer
la sensibilité de détection de la sonde a 4 longudionde a une sonde isotopique et a celle
de I'ceil du chirurgien. Ainsi 'ensemble des gangh sentinelles ont été détecté par les deux
sondes alors que 17 ganglions n'ont pu étre d&t@eteinspection visuelle.

Cette nouvelle technique semble donc adaptée poairutilisation durant I'excision de
ganglions sentinelles. Elle peut permettre au cgiem d’avoir un outil de diagnostic simple,
sans changer de facon significative son geste tmpraDe plus, environ 1 % des ganglions
échappe actuellement a la détection car ne fixaattiggs peu le radiotraceur et/ou le colorant
(13). Une augmentation de la sensibilité de déiaadiptique devrait permettre de réduire ce
chiffre. Un dispositif bimodal opto-nucléaire apaiérainsi comme une approche tres
intéressante pour réduire ce taux de faux négatifs.

Enfin, les risques de tatouage de la peau assadi@gection de colorant sont connus (14).
L'appareil développé ayant permis de détecter desep de biopsies marquées par des
volumes 8 fois plus faibles que celui usuellemanpleyeés, il est raisonnable d’envisager

gu’une diminution de la dose injectée pourrait regloette effet secondaire indésirable
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6 Détection du ganglion sentinelle : utilisation dephotons de fluorescence

6.1 Introduction

Comme nous l'avons mis en évidence dans le chapjtte Bleu Patenté V libre possede
un rendement quantique de fluorescence trop f#ibl&0*) pour permettre sa détection in
vivo par des méthodes de fluorescence. Cependarstjue ce colorant est lié a une
macromolécule telle que l'albumine, une exaltatd® son rendement quantique a été
constatée § 1,5.10°). Ce rendement quantique, bien que plus faible cplai d'autres
colorants, tel que le Vert d’Indocyanine (Q,15) (1), permet cependant d’envisager la
détection du Bleu Patenté V in vivo, au moyen d’'imsérumentation appropriée. Un avantage
prépondérant de cette approche est bien ententllisfition de produits possédant déja une
autorisation de mise sur le marché et permettaptagsage rapide a la clinique.

Dans ce chapitre, nous allons décrire deux méthpeesettant de realiser la détection par
fluorescence, pré-opératoire et/ou per-opératdineganglion sentinelle dans le cas du cancer
du sein. La premiére méthode repose sur I'utilisatle la sonde présentée dans le chapitre 4
pour une détection ponctuelle de la fluorescenaesdconde méthode a pour objet d’apporter
au chirurgien une information visuelle, par laction d’'une image de fluorescence
superposée a I'image de la patiente. Cette imagerspune information sur la localisation
des ganglions sentinelles. Cette imagerie de fhommce a été réalisée en utilisant un

dispositif existant, adapté a notre application.

6.2 Détection a l'aide d’'une sonde

La sonde optique développée pour la détection Hetops diffusés a été utilisée afin de
détecter la fluorescence du Bleu Patenté V, dantdsus en regard du capteur. Le dispositif
expérimental utilise un laser d’excitation a 635 etmun photomultiplicateur. Le matériel
employé, ses caractéristiques et la méthodologaeqdisition ont été présentés dans le
chapitre 4.

Afin de comparer les performances des méthodefymaescence et par photons diffuseés,
nous avons réalisé une série d’expériences subiess tests liquides identiques a ceux
présentés au chapitre 5. Une suspension d’Intda§pil % et d’encre de Chine, de

coefficients |4 = 0,005 mrit et ps = 0,89 mnt simule les tissus du sein (2). De faibles
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volumes d’une solution de Bleu Patenté V mélangée d'albumine humaine (SIGMA-
ALDRICH) sont progressivement ajoutés.

La figure 6.1 représente les variations de la mogedes données mesurées a une
concentration donnée durant 1 minute avec une gnisslumineuse d’excitation en sortie de
sonde égale a 20 mW. Nous remarquons que malgri@ildes concentrations de colorant

dans la solution étudiée, la sonde parvient a tetea signal des la premiére injection.
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Figure 6.1 : Variations du signal mesuré en fomctie la concentration réelle de Bleu Patenté
V (puissance du laser 20 mW)

Le seuil de détection du colorant a été détermatenses deux méthodes déja présentées
au chapitre 5. La premiere est une analyse graphegmsistant a rechercher la premiere
mesure qui est statistiquement différente de lareéice, avec un écart supérieur a 2 écarts
types. La seconde méthode utilise les courbes R®@roupe de référence (& correspond
a I'ensemble des données mesurées en absenceudedénté V. Nous définissons les autres

groupes successifs comme les données mesureeschppge injection de colorant {G5,,
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Figure 6.2 : Détermination du seuil de détectioomparaison des amplitudes successives (a)
et courbes ROC (b)
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La figure 6.2.a représente les premiers groupes(2G pmol.L'') apparait commet le
premier groupe indépendant du groupe de référdnapalyse par les courbes ROC montre
que le groupe (25 pmol.L*) semble un choix plus approprié afin de limitedé&ection de
faux positifs (figure 6.2.b). Nous pouvons ainskfi le seuil de détection & 25 pmét.LPour
mémoire, le seuil de visibilité du Bleu Patenté we@ce modele, rapporté au chapitre 5, est
de 0,3 pmol.L%.

Cette étude a été répétée a puissance lumineusdgiile. La limite de puissance des
lasers de classe 3R, utilisables en cliniques getisier de précautions opératoires lourdes a
mettre en ceuvre, étant fixée a 5 mW pour les lasmrinus dans le spectre visible, le seull
de détection du Bleu Patenté V a été déterminé raWb. La figure 6.3 représente les
moyennes de signaux enregistrés aprés chaquedgdsiieu Patenté V fixé a de I'albumine
humaine. Bien entendu, une concentration supérigei@lorant est nécessaire afin d’obtenir
des valeurs significativement différentes de laumesl’origine. Une rupture dans la pente des
données peut étre observée et peut étre attribtadtayue pour les treés faibles concentrations
de colorant, en utilisant cette puissance lumineligst trés difficile de discriminer le signal

du bruit. Ceci est moins le cas a partir du monoeriton se rapproche du seuil de détection.
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Figure 6.3 : Variations du signal mesuré en fomcte la concentration réelle de Bleu Patenté
V (puissance du laser 5 mW)

Le seuil de détection de la sonde a été determiaé l@s deux méthodes préecédemment
employées. Afin de simplifier les représentationapbiques, le premier groupe représente,
noté G1, correspond a la'%% injection, correspondant a une concentration deraot égale
a 2,29 nmol.L[*.

La figure 6.4.a représente le groupe de référeh@ différents groupes ainsi que leurs

ecarts types. L'analyse statistique par la méthaetecourbes ROC permet de déterminer le
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groupe 5 comme indépendant du groupe de référ€egroupe représente I'ensemble des
données mesurées a 2,52 nmidl.L

Le seuil de détection obtenu & 5 mW (2,5 nmb).est nettement plus élevé comme celui
obtenu & 20 mW (25 pmoll). Ce résultat est en désaccord avec le fait gusitaux de
fluorescence sont proportionnels a l'intensité digation. Il est possible qu’un filtrage
imparfait de la lumiére ambiante et du laser d'&tmn rétro-diffusé soit responsable de cette
observation. On notera que ce seuil de détectisie rettement inférieur a celui de I'ceil de
I'expérimentateur (300 nmoll) et 1égérement inférieur & celui mesuré par digeates

photons diffusés qui était de 10 nma!.pour une puissance lumineuse de I'ordre du mittiwa
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Figure 6.4 : Détermination du seuil de détectioomparaison des amplitudes successives (a)
et courbes ROC (b)

Nous pouvons conclure de ces résultats que la somieen ceuvre permet de détecter de
faibles concentrations du colorant rendu fluorespan sa liaison a I'albumine humaine, avec
une puissance lumineuse inférieure a 5 mW, limifgéseure des lasers de classe 3R.

Les seuils de détection, par fluorescence et ddfyssont du méme ordre de grandeur.
Plusieurs pistes pour abaisser ce seuil ont étguées au chapitre 5. Elles peuvent étre
reprises pour la détection par fluorescence. llvordrait en particulier d’améliorer le
filtrage optique, mais également le traitement duna par un filtrage numérique ou par
utilisation d’une détection synchrone.

L’étape suivante de ce travail a porter sur la cd&ie de la fluorescence a l'aide d’'un
systeme d'imagerie adapté. L'objectif est de fouan chirurgien un appareil capable de
localiser précisément, sur le champ opératoire, gamglion marqué par le colorant

fluorescent.
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6.3 Imagerie de fluorescence du Bleu Patenté V
6.3.1 Instrumentation

Afin de réaliser I'imagerie de fluorescence du BRatenté V couplé a I'albumine nous
avons utilisé un dispositif expérimental exista@veloppé pour I'imagerie préclinique et mis
a disposition du laboratoire par la société Eurofa€lui-ci est équipé d’'une couronne de
diodes électroluminescentes (LED) pour I'éclairdgel’animal et d’'un laser fibré a 690 nm
pour I'excitation de marqueurs fluorescents. Il pome un objectif unique et un prisme
diviseur de faisceau pour former les images, afiitéage optique, de I'objet sur les capteurs
de deux cameras (figure 6.5.a). La premiere estaaméra CMOS standard servant a
I'acquisition de I'image couleur (640x480) de l&se a une résolution de 0,11 x 0,11 mm.
La seconde est une caméra CCD utilisée pour legamae fluorescence (692x518) de
résolution 0,12 x 0,12 mm. Les dispositifs d'éege et de détection sont regroupés dans
boitier unique dont I'extremité (figure 6.5.b) dbtée a l'intérieur d’une enceinte d’'analyse
pouvant contenir I'animal étudié placé sur un liagffant régulé en température et sous
anesthésie gazeuse. La fibre optique transporgahinhiere d’excitation est équipée, a sa
sortie, d’'un filtre passe bande étroit centré @& Bm. La caméra de fluorescence est équipée
d’'un filtre passe haut a 700 nm permettant d’éleniles photons d’excitation et une grande
partie de la lumiére des LED. Les deux images samsmises a un ordinateur afin d’étre
traitées, superposées et enregistrées. Toutegleed présentées par la suite sont des images
acquises avec un temps d’exposition de 80 ms.

Afin d’exciter le colorant Bleu Patenté V a une doeur d’onde optimale, nous avons
utilisé le laser a 635 nm, présenté avec la sonde |p détection ponctuelle de fluorescence,

comme source d’excitation. Pour éviter le filtrespabande de I'instrument, une fibre optique

d’excitation a été fixée a cb6té du dispositif afmréaliser I'illumination de la zone d’intérét .

¥’

" Cameéra CCD de fluores Lence
ht b \—S\s%@ ‘-
> 2 8. ﬁﬁ
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Logiciel

\ \\
| | | Fluo & visible

Figure 6.5 : Schéma de montage (a) (3) et photbggaju prototype (b) montrant la couronne
de LED et I'objectif commun.
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Toutes les expérimentations présentées par la soit@€té réalisées avec une puissance
lumineuse d’excitation de 200 mW environ. La sodéla fibre d'illumination se situe a 15
cm environ de la zone d’intérét. Le diamétre déeacimineuse est de 40mm. La puissance
surfacique mesurée en son centre est de 16 mefoviron.

Afin de mesurer un signal de fluorescence du Blateé V, nous avons mélangé ce
colorant dans des solutions d’albumine. Nous alfmésenter par la suite les résultats obtenus
avec trois formes commerciales d’albumine humaine :

* «Albumin from human serum » en poudre a diluelG(8A-ALDRICH, #CAS :
70024-90-7) (4).

» « Nanocoll » poudre pour solution injectable (GElteare SA, P4832) (5).

e « Vialebex » solution d'albumine humaine pour psida (LFB Biomedicaments,
code CIP : 570105-5) (6).

Des expériences ont également été menées aveltartdBleu Patenté V aprés mélange

a I'albumine extraite de sérum de rat Lewis.

6.3.2 Détection du colorant Bleu Patenté V fixé a I'alburme humaine
6.3.2.1 Bleu Patenté V Fixé a I'albumine humaine Sigma-Aldch

Une premiére expérience a été réalisée afin dereneth évidence leffet de la
concentration de colorant sur I'intensité du sigmlfluorescence. Différents microtubes de
250 pL ont été préparés. Des concentrations vagate colorant ont été mélangés a de
I'albumine humaine SIGMA-ALDRICH diluée a la contetion de 1 mmol.L.. Cette valeur
est proche de la concentration plasmatigue humadas. microtubes seront repérés sur
image par une lettre, de a a g. Le premier (a)tiemt une solution tampon de phosphate
salin (PBS). Le second (b) contient du Bleu Pat¥fiiBre, dissous dans la solution de PBS a
une concentration de 5 pmol.LLes suivants contiennent la solution d’albuminenhine &
1mmol.L*, avec des concentrations croissantes de Bleu teatn 1 pmol.L* (c), 2,5
pmol.L* (d), 5 pmol.I* (e), 7,5 umol.[* (f) et 10 pmol.L* (g).

La figure 6.6.a est I'image couleur des 7 microtubbtenue avec la caméra CMOS. Cette
image est obtenue sans illumination de la zongéi@h par le laser d’excitation et présente
peu de contraste entre les différents tubes. Lardig.6.b présente I'image obtenue par la
caméra de fluorescence lors de lillumination deémas microtubes. Nous pouvons
remarquer un signal de fluorescence en regard biggsoc, d, e, f et g, c'est-a-dire ceux
contenant du Bleu Patenté V et de I'albumine. Getsge de fluorescence, en fausse couleur,

est superposée a I'image couleur (figure 6.6.c).
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Cette expérience simple a permis d’observer ungentie fluorescence du Bleu Patenté V
lié & l'albumine, pour des concentrations de colbrsupérieures & 1 pmol'lEn effet il
apparait clairement que lintensité de fluorescemsesurée est croissante du premier
microtube (c) contenant le colorant lié & I'albumjosqu’au microtube contenant 5 pmdi.L

de Bleu Patenté V avant de se stabiliser pourdasentrations suivantes.

Figure 6.6 : Images d’inclusions contenant du Btatenté V et de I'albumine humaine
SIGMA-ALDRICH.

Une seconde expérience a eu pour objet de montiférétpit possible de détecter une
inclusion fluorescente au sein d’un milieu diffusaaie propriétés optiques proche de celles
des tissus du sein. Un microtube de 250 pL contedanBleu Patenté V & 5 pmolL
mélangé a de I'albumine & 1 mmot.k été plongée dans une solution d’Intralipdesestale
de Chine aux propriétés optiques suivantes= 1,005 mrit et s = 0,89 mnT (2). La figure
6.7.a représente I'image obtenue par la caméra g&Mettant de visualiser les photons de
fluorescence issus de l'inclusion placée a 5 mrtadmirface des Intralipides. La figure 6.7.b
montre I'image de fluorescence obtenue aprés ajaute fausse couleur. Enfin, la figure
6.7.c montre la superposition de I'image couleutadguspension d’intralipides, blanche, avec

'image de fluorescence en fausse couleur.
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Cette expérience démontre qu’il est possible deectiét une inclusion fluorescente,
contenant 5 umolt de Bleu Patenté V, non visible a I'ceil car immergé 5 mm de

profondeur dans un milieu diffusant simulant Iesuis du sein.

c

Figure 6.7 : Visualisation d’'un microtube fluorestplongé dans une solution d’Intralipides
1% et d’encre de Chine

6.3.2.2 Bleu Patenté V fixé a I'albumine humaine Vialebex

Une forme d’albumine humaine injectable, par voigaveineuse, a été testée, dans le but
de pouvoir injecter le mélange Bleu Patenté V —ufiline chez des patientes pour la
détection par fluorescence du ganglion sentineeCentre Anti-Cancéreux nous a fourni un
flacon de Vialebex, une solution pour perfusionllianine humaine. Cette albumine est
généralement utilisée afin de restaurer et mainierwolume sanguin chez les patients qui
souffrent d’une quantité de sang circulant red{ije

La figure 6.8. a représente I'image couleur de Grotibes disposés dans le champ de vue
des caméras. Le premier (a) est constitué d'ungisnlde Vialebex seul a la concentration
de 3 mmol.[*, comme recommandé sur la notice d'utilisation.ntierotube b est rempli de

Bleu Patent V libre & 5 pmoliL Les suivants (c, d, e, f et g) contiennent unamgé de
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Vialebex (3 mmol.[) avec des concentrations croissantes de coloesgiectivement égales
a1 pmol.r%, 2,5 u mol.t}, 5 pmol.LY, 7,5 pmol.I* et 10 pmol.[*. L'image de fluorescence
6.8. b montre que le Bleu Patenté V, mélangée @roduit, posséde un rendement de
fluorescence élevé. La figure 6.8. c présente fende fluorescence, en fausses couleurs,

superposée a I'image couleur classique.

Figure 6.8 : Image couleur (a), image de fluoresedh) et image superposée (c) de
microtubes contenant un mélange de Bleu Patenté&¥ ¥ialebex ainsi que 2 témoins
contenant du Vialebex libre et du Bleu Patentébyeli

Aprés avoir constaté que le mélange des deux sohifBleu Patenté V — Vialebex, qui
disposent de l'autorisation de mise sur le marpkeénet d’obtenir un signal de fluorescence
de ce colorant, une nouvelle expérimentation ar@nsal des rats a été menée. Le protocole
expérimental est toujours le méme mis a part gugettion dans le coussinet de la patte
arriere gauche est de 100 pL du mélange Vialebermr®l.LY) - Bleu Patenté V (200
pmol.Lh).
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Figure 6.9 : Image couleur (a), image de fluoresedh) et image superposée (c) lors de la
détection du ganglion inguinal chez le rat par swlation fluorescente de Bleu Patenté V et
de Vialebex.

Les figures 6.9.a, b et c représentent les imagelewr, de fluorescence et la superposition
des deux lors de la détection du ganglion inguthakz un rat épilé. La méme expérience a été
réalisée également avec succées sur un second amhiesailmages obtenues pour ce rat sont
représentées par les figures 6.10.a, b et c. O; cegiendant une différence concernant la
détection du colorant chez le second animal puilsgat possible d’observer également le
point d’'injection de la solution au niveau de lattpaqui a été placée dans la zone

d’illumination.
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Figure 6.10 : Image couleur (a), image de fluoresedb) et image superposeée (c) lors de la
détection du ganglion inguinal chez un secondaaupe solution fluorescente de Bleu
Patenté V et de Vialebex.

6.3.3 Bleu Patenté V fixé a I'albumine de sérum de rat
6.3.3.1 Imagerie de fluorescence

Cette étude a été menée dans un double objectiprémier était de s’assurer qu’une
solution de Bleu Patenté V mélangé a I'albumineséiwum de rat avant son injection dans un
animal était fluorescente. En effet le coloranedt¢ seul, qui doit a priori se lier in vivo a
'albumine de I'animal, n’est pas détectable pabfescence. La deuxiéme motivation était de
mettre en évidence une relation entre lintensig ftlorescence et la concentration
d’albumine.

Nous avons dans un premier temps comparé la floemes du Bleu Patenté V mis en
solution avec du sérum de rat obtenu apres saciifien animal et la fluorescence du Bleu
Patenté V mélangé avec l'albumine SIGMA-ALDRICH.sL&gures 6.11 représentent les
résultats obtenus. Les microtubes a, b et ¢ camtigindu sérum de rat mélangé a du Bleu
Patenté V & des concentrations de colorant respentint égales & 5 pmof:L50 p.mol.L*
et 500 pmol.[*. Les microtubes d, e et f contiennent I'albuminé8A-ALDRICH avec du
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Bleu Patenté V aux concentrations respectives @epsool/L*, 50 pmol.L* et 5 pmol.L .
Les 6 microtubes sont fluorescents. Il semble ¢goeehsité de fluorescence est maximale
dans les tubes aux concentrations de 50 pumpkuggérant une auto-absorption dans les

solutions & 500 pmolt

Figure 6.11 : images de microubeé contenant du Bigenté V fixé sur du sérum de rat et de
'albumine humaine SIGMA-ALDRICH

Apres avoir vérifié que le colorant est bien flusment lorsqu’il est mélangé a I'albumine
du sérum de l'animal, une seconde expérience mété&e consistant a réaliser la dialyse de
sérums de rat et d’homme préalablement mis enisolavec le Bleu Patenté V.

Cette dialyse est réalisée dans des boyaux appsopréalablement lavés a I'eau. Deux
boyaux sont remplis des deux mélanges ayant la m&meentration en colorant (200
pumol.LY). Puis ils sont plongés séparément dans une solue PBS durant 24h afin
d’atteindre I'équilibre de dialyse. Finalement keyau contiendra I'albumine liée au colorant
alors que le dialysat, a I'extérieur, ne contiengina la partie libre du colorant. Malgré tout il
convient de réaliser qu’'une partie de la fractidmel reste a I'intérieur du boyau. Nous en

tiendrons compte par la suite.
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Les photos de la figure 6.12 représente 6 micratualgposes en regard du dispositif afin
de détecter la fluorescence dans chacune dellespremier (a) contient du PBS. Les
microtubes b et d contiennent les fractions liae8ku Patenté V obtenues aprés dialyse des
sérums d’homme et de rat respectivement et @enhiennent les fractions libres des sérums
d’homme et de rat respectivement. Enfin le micrettibontient une solution de Bleu Patenté
V de concentration 200 pmol‘ldans une solution d’albumine SIGMA-ALDRICH dilugel
mmol.LY. La figure 6.12.a représente I'image couleur de®bfets. La figure 6.12.b
représente I'image obtenue de fluorescence. Elafifigure 6.12.c représente la superposition
de limage couleur et de I'image de fluorescence famsse couleur. Ainsi il apparait
clairement, qu’en plus de la solution de Bleu P#tanlié a I'albumine humaine, que seuls
les microtubes contenant les fractions de sérues l&u colorant sont fluorescentes. Ceci
permet d’avancer I'hypothese que si le Bleu Pat&htiéjecté libre se fixe a I'albumine
présente dans le plasma ou dans la lymphe, unlglgnfuorescence peut alors étre mesure.

Nous avons cherché a vérifier cette hypothésefentaint une expérimentation animale dont

les résultats seront exposeés dans le paragrapBslI|

Figure 6.12 : Visualisation des inclusions apredyde de solution de Bleu Patenté V et de
sérums de rat et humain
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6.3.3.2 Analyse spectroscopique

Avant de réaliser cette expérimentation animale, @& vérifier si la fluorescence du Bleu
Patenté V est détectable in-vivo, une analyse spsipique des fractions libres et liées de
'expérimentation précédente a été menée. Cettie&ypour but de vérifier que les rapports
entre les fractions liées et libres du colorant s@@ntiques, dans le cas du sérum humain et
de rat. En effet Dale a montré que ce rapport matan 3 fois plus grand que I’'homme que
chez le rat. L’étude portait sur une autre molé¢8)je

La figure 6.13.a représente les spectres d'absorplies fractions de colorant lies a
albumine de 'lhomme et du rat aprés équilibredil@yse. La figure 6.13.b représente les

spectres des fractions libres.
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Figure 6.13 : Spectres d’absorption du Bleu Paterié a I'albumine (a) et libre (b),
enregistrés sur des sérums d’homme (rouge) et delea)

Il apparait clairement que les densités optiques foctions liées sont plus importantes
gue celles des fractions libres (environ 12 fdes3,deux fractions de colorant lié ont du étre
diluées 6 fois afin de pouvoir réaliser les spectfensi les densités optiques maximales sont
de 0,24 pour la fraction libre du sérum humain1Q6ur la fraction libre du sérum du rat.
Ces densités optiques avant dilution étaient dgpd8 la fraction liée du sérum humain et de
6,0 pour la fraction liee du sérum de rat. Le dales rapports liés/libres a été effectué en
tenant compte de I'absorption de la fraction lilres résultats sont présentés dans le tableau
6.14. Finalement nous obtenons des rapports esgreldux fractions de 19 pour le sérum
humain et de 11 pour le sérum de rat. Ce résustatreaccord avec celui obtenu par O. Dale
qui tend a dire qu'une molécule (colorant ou ausexp plus liée a I'albumine humaine qu’'a
celle du rat. Ce résultat est encourageant pouape$ications cliniques de ce travail. Cela

semble étre confirmé également par les observafaitess sur la figure 6.11. En effet, en
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comparant deux a deux les microtubes de 5 pmotélde 500 pmolt, il est possible
d'observer un signal de fluorescence plus importansque le colorant est fixé a de

I'albumine humaine plutét qu’a I'albumine de rat.

B+F F B B/F
Homme| 4,8 0,24 4 56 19
Rat 6,0 0,51 5,48 11

Tableau 6.14: Récapitulatif des mesures des fractiées mesurée dans le boyau (B+F), des
fractions libres (F) et du rapport entre les fraasi liées et libres

6.3.3.3 Expérimentation animale

Afin de détecter in-vivo la fluorescence de ganggionarqués par le Bleu Patenté V une
expérimentation animale a été menée. Celle-ci @stbkable a celle développée lors de la
caractérisation des appareils de détection deopbaliffusés a 2 et 4 longueurs d’onde. Nous
avons dans un premier temps injecté 500 uL d’uhdiso de Bleu Patenté V libre concentré
a 500 pmol.! dans le coussinet plantaire de I'animal. Aprésiraattendu prés de 45
minutes, aucun signal de fluorescence n'a été wéfear la caméra. Les images de cette
expeérience n'ayant que peu d’information ne sostpaésentées ici. Cette expérience semble
cependant indiquer que le colorant libre ne se fies, aprés injection transcutanée, a
I'albumine contenue dans le systéme lymphatique.

Une des solutions envisagée est donc d’injecteoli@ant préalablement lié a I'albumine.
La figure 6.15 est représente I'image couleur (#g6.15.a), 'image de fluorescence (figure
6.15.b) et 'image de fluorescence en fausse cowdaperposée a I'image normale (figure
6.15.c) de la partie postérieure d’'un rat apresciign de 500 uL d’'une solution de Bleu
Patenté V & 20 pmolLinitialement mélangée a une solution d’albumineséem de rat a 1
mmol.L™. Un signal de fluorescence est mesuré par la @®@D. L'image de fluorescence,
superposée a celle de I'animal, correspond clainésue ganglion inguinal.
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. . PR -0 .k :
Figure 6.15 : Observation du ganglion inguinal chezat par imagerie de fluorescence.

La figure 6.16 représente les images, couleurrdismence et superposition, acquises sur
un animal préalablement épilé au niveau de la din&rét. Aprés anesthésie, une injection
de 500 pL de Bleu Patenté V a 500 pmollié & I'albumine de sérum de ratété effectuée
dans le coussinet de la patte arriere gauche dienégd. Deux zones distinctes apparaissent sur
l'image de fluorescence. La premiére zone corredpmn site d’injection, I'ensemble de la
patte apparait fluorescente. De plus le gangliguimal apparait lui aussi fluorescent (figure
6.16.b.c). L'image anatomique fournie par la cam@kOS montre que ni le colorant, ni le

ganglion ne sont visibles sans le recours a I'imag#e fluorescence.
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Figure 6.16 : Observation ;Jlu ganglion inguinalesde d’injection par fluorescence chez un
rat épilé

Enfin 'exemple présenté sur la figure 6.17 morlge résultats d’observation sur un
troisieme animal. L'injection est en tout point miigue au cas précédent. La figure 6.17.a
montre I'image anatomique de la zone d’intérét’deimal épilé, I'image a été acquise aprés
injection. La figure 6.17.b est I'image de fluoresce, indiquant le site d’injection au niveau
de la patte, un premier site fluorescent au nivdiaganglion poplité et un signal plus faible
au niveau du ganglion inguinal. Ceci apparait plestement sur I'image de fluorescence
superposée a I'image anatomique, figure 6.17.@m A& vérifier que le signal de fluorescence
correspond bien au ganglion inguinal et non a wix faositif I'expérimentateur prend le dit
ganglion entre ces doigts. Apres avoir déplacériiahpour avoir le maximum de l'intensité
lumineuse d’excitation sur ce ganglion une nouvebee d’images est acquise. La figure
6.17.d est I'image de I'animal avec le ganglionuimgl entre les doigts de I'expérimentateur.
Le signal de fluorescence est visualisé sur laréigul?.e. La figure 6.17.f représente I'image
de fluorescence superposée a I'image anatomiquas Nonarquons que le ganglion poplité

est encore visualisé.
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|
nalganglion poplité et du site d'injection par
imagerie de fluorescence du Bleu Patenté V cheatuépilé

6.3.4 Bleu Patenté V fixé a I'albumine colloidale

Afin de pouvoir réaliser le plus rapidement possides injections de Bleu Patenté V
fluorescent a des patientes, nous avons cherchdoame d’albumine injectable par voie
transcutanée. L’albumine colloidale, commercialiggeeg GE Healthcare sous le nom
Nanocoll, est le premier candidat. En effet, cecdw est depuis longtemps associé au
technétium pour la détection du ganglion sentinedleméthode isotopique (9) (10). L'idée de
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cette expérience est donc la suivante : au liemdeguer le Nanocoll par un radiosotope,
celui-ci est marqué par le colorant Bleu PatentéCdnsultée par les cliniciens du Centre
Anticancéreux, 'AFSSAPS a donné a ces derniemstdidgsation de mélanger ces deux

produits avant de les injecter par voie transcigané

6.3.4.1 Inclusions a différentes concentrations

La figure 6.18.a représente I'image couleur de Grotibes de 250 pL. Le microtube a
contient du Nanocoll seul, & la concentration dariol.L*, b contient du PBS et ¢ contient
du Bleu Patenté V libre (5 pmolL Les microtubes d, e, f contiennent du Nanocoll &
mmol.L' avec des concentrations croissantes de Bleu Baténtespectivement de 2,5
pumol.L, 5 pmol.L* et 7,5 umol.L}. Enfin la derniére inclusion, g, contient du BReatenté
V (5 umol.L'Y) dans de I'albumine SIGMA-ALDRICH (1 mmor3).

Figure 6.18 : Image couleur (a), image de fluonesedb) et image superposeée (c) de
microtubes contenant un mélange de Bleu Patent&d® Banocoll ainsi qu’'un microtube de
Bleu Patenté V fluorescent et 2 témoins de Nandibo# et de Bleu Patenté V libre.
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La figure 6.18.b représente I'image de fluoresceaweegistrée par la caméra CCD. Il
apparait clairement que lorsque le colorant estang® a I'albumine colloidale Nanocoll,
celui-ci n'est pas fluorescent. L'image superpodéefluorescence en fausse couleur de la
figure 6.18.c confirme cette affirmation. Cette épnce a été réepétée avec des

concentrations de colorant plus importantes sapsrigy de résultat différent.

6.3.4.2 Discussion

Les raisons expliqguant que le Bleu Patenté V nest fluorescent au contact de cette
albumine peuvent étre multiples.

La premiere peut étre liee au processus de falmicates nanoparticules. En effet, les
microspheres contenant I'albumine sont fabriquéssdgnaturation thermique. Le mode de
fabrication consistant en une dispersion dans Heil¢ chaude d'une solution aqueuse
d’albumine provoque sa dénaturation thermique. iAmsiombre de sites accessibles par le
colorant peut étre fortement réduit. Une autreoraigossible au fait qu’aucune émission de
fluorescence n'a pu étre observé peut étre liéagtugiie la Nanocoll contient du chlorure
stanneux dihydraté, plus communément appelé émimaux (SH), qui est un métal lourd et

par conséquent inhibiteur de fluorescence.

6.4 Conclusion sur la détection de fluorescence

Pour conclure sur ce chapitre, nous venons de di#enoque la détection du ganglion
sentinelle par fluorescence du Bleu Patenté V mstméthode applicable et réalisable si ce
colorant est lié a I'albumine. L'utilisation de raoolloide d’albumine Nanocoll n’est pas une
solution directement envisageable. L'utilisationl@bumine humaine, par exemple sous la
forme commerciale Vialebex, peut en revanche étre solution a explorer. Il convient
néanmoins de prendre en compte les risques encparusie injection sous cutanée de cette
solution. La détection de fluorescence peut étedise€e selon deux procédés. Le premier
consiste en une détection ponctuelle de pieceatmkas a I'aide d’'une sonde. Cette méthode
peut étre couplée a la détection isotopique dandigpositif bimodal. Le second procédé est
plus ambitieux. Il repose sur une imagerie prépeuopératoire du ganglion sentinelle par un
systeme relativement simple de conception et de msceuvre. Ce dispositif pourrait étre
rapidement mis a disposition des cliniciens et héieé d’autorisation dans le cadre d’essais

thérapeutiques.
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7 Conclusion

Les recherches menées durant ce doctorat et pgésetns ce manuscrit s’inscrivent dans
un objectif bien précis, qui a permis d’amélioketaux de détection du ganglion sentinelle
dans le cas du cancer du sein. L'instrumentatimeld@pée a permis d’évaluer, la quantité de
Bleu Patenté V contenue dans le ganglion. La détecdke ce colorant, trés utilisé en routine
clinique, permettrait de ne pas modifier le gegpératoire du chirurgien. Ce travail a été
réalisé, dans le cadre d'une convention CIFRE, @n sle I'entreprise Eurorad et du
laboratoire LINC de I'Université de StrasbourgalEgalement bénéficié d’'une collaboration
étroite du Centre Régional de Lutte Contre le CaResll Strauss.

Préalablement la société Eurorad avait développéouemiére sonde pour la détection du
colorant par absorption. Ce dispositif optique isdiht une seule source lumineuse
monochromatique, avait été couplé a une sonde teetit# isotopique. Les résultats obtenus
n'avaient pas satisfaits les chirurgiens qui avaiévalué ce dispositif. La société avait
demandé conseil au LINC, et un premier apparei€ lsas deux sources monochromatiques
avait été réalisé. Des premiéres évaluations cantds, effectuées sur des objets tests, ont
amené la société a initier le projet de collaboratiébouchant sur cette thése.

Les travaux de ces trois années ont permis de suemtes obstacles rencontrés et de
corriger les défauts du premier équipement a ungueur d’'onde, puis du prototype a deux
longueurs d’'onde réalisé en début de these. Cailtravpermis, en plus la détection des
ganglions sentinelles en mesurant les photonssdiffude réaliser cette détection a partir des
photons de fluorescence émis par le colorant B&aré V lié a I'albumine sérique.

Dans un premier temps des méthodes optiquesantiliss photons diffusés ont été mises
en ceuvre pour la détection du ganglion sentingliepremier prototype a été réalisé. Il utilise
deux lasers de puissance moyenne de l'ordre diwaitl La premiére longueur d’onde a été
choisie au voisinage du maximum d’absorption dwBPatenté V, la seconde en dehors de
son spectre d’absorption. Des études préliminatesdes objets tests ont démontré que ce
prototype est beaucoup plus sensible que I'ceildwigien. Cet appareil a également permis
de suivre, lors d’expérimentations animales, lespgs et la fixation du colorant dans
différents ganglions. Deux types de mesures onefiekEtués : Dans un premier temps, la
cinétique de marquage d’un ganglion, préalablemalpé, par différentes concentrations de
Bleu Patenté V a travers la peau et les poils deirial a été suivie. Puis une seconde

expérience a permis, en déplacant la sonde afiaceude I'animal, de détecter la distribution
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du colorant dans différents ganglions (1). Enfies dnesures préliminaires sur quelques
pieces opératoires ont permis de démontrer la Ipibssid’'une détection du ganglion
sentinelle par la méthode des photons diffusés; des volumes de colorant injectés quatre
fois inférieurs a la dose usuelle (2).

Cet instrument peut cependant engendrer desremle spécificité de diagnostic, une dé-
saturation du sang en oxygéne étant interprétééemhspositif comme une augmentation de
la concentration de colorant. Une amélioration alenEthodologie de mesure a été mise en
ceuvre afin de corriger ce probleme.

Le second prototype développé possede 4 diodesdastant a 4 longueurs d’onde. Des
études sur objets tests ont montré que le seuilétiection de cet appareil était similaire a
celui du dispositif a 2 longueurs d’onde. En,fatsensibilité de détection est déterminée par
la puissance de la diode laser émettant dans ldebdiabsorption du colorant. Des mesures
sur des milieux plus complexes, contenant plusiabsorbeurs différents, ont démontré que
l'utilisation de 4 longueurs d’onde permettait dariger les erreurs de spécificité liées au
calcul de la concentration de colorant (3). Uneéeixpentation animale réalisée avec ce
dispositif a mis en évidence le passage et la ifinadu colorant dans un ganglion
préalablement sélectionné.

Un protocole de recherche clinique plus ambitie@téaréalisé avec ce nouveau dispositif.
Il a porté sur la recherche de ganglions sentigedler 78 pieces opératoires. L'appareil
permet de détecter des ganglions marqués, maisvisisies par le chirurgien, par des
volumes de Bleu Patenté V injectés divisés par &.fdible dispersion des résultats de
mesures de la concentration relative de coloram$ ¢ti&aganglion, pour un volume d’injection
donné, montre que cet appareil peut apporter desnmations pertinentes au chirurgien et
diminuer le nombre de faux négatifs (4).

Le second axe de travail, développé durant la derannée de cette these, a porté sur la
détection du ganglion sentinelle en utilisant lé®tpns de fluorescence émis par le Bleu
Patenté V lié a I'albumine.

Le Bleu Patenté V libre ne possede pas un rendeguamitique de fluorescence suffisant
pour étre détecté par une telle méthode. Notreailraw montré que ce rendement de
fluorescence peut étre amplifié par un facteurisade 100, lorsque ce colorant est fixé a une
molécule d’albumine. Le second appareil avait aéca pour intégrer la détection des
photons de fluorescence. On y a intégré une diasler [de forte puissance, pour exciter le
Bleu Patenté V, et un photomultiplicateur pour dige les photons de fluorescence. Des

expériences sur objets tests ont permis de déterngue le seuil de détection par
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fluorescence est de 2,5 nmot.& 5 mW. Cette sensibilité de détection est & coengau seuil
de détection par la méthode des photons diffusgaleé 10 nmol.: &1 mW. Ces deux
valeurs sont nettement inférieures au seuil dectiétede I'ceil, proche de 300 umof-L
Cependant, ces deux seuils de détections sonivegtant proches si 'on remet chacun d’eux
a une méme valeur de puissance lumineuse.

Ce travail s'est achevé par des essais d'imageridlubrescence, avec un prototype
d’'imagerie préclinique existant au laboratoiredd@té a la détection du Bleu Patenté V.
Plusieurs types d’albumine sérique, humaine etatleont été testées, ainsi que I'albumine
colloidale utilisée comme vecteur de lisotope oadtif pour la recherche du ganglion
sentinelle. Le Bleu Patenté V ne se liant pas & edbumine colloidale, I'alternative proposée
aux cliniciens est de réaliser un mélange Bleu rkat®& Guerbet — Albumine Sérique
Humaine Viabelex. Ces deux produits pourraient &fectés ensemble, dans le cadre d’un
projet de recherche clinique, pour la recherchegdnglion sentinelle par imagerie de
fluorescence. Une lettre d’intention de Projet Hiadier de Recherche Clinique portant sur
I'évaluation de cette méthode a été déposée paemtre Régional de Lutte Contre le Cancer
Paul Strauss.

Ce travail de these a validé deux nouvelles métlogtks de détection du ganglion
sentinelle. Celles-ci ont l'avantage d’utiliser ¢elorant Bleu Patenté V. Que ce soit en
utilisant la détection des photons diffusés ou plestons de fluorescence, les instruments
congus ont des seuils de détectivité nettementlenesl que I'ceil du chirurgien et peuvent
diminuer significativement les taux de faux néga#it ses conséquences lors de I'intervention
chirurgicale. Ces travaux peuvent constituer umpeatvers le développement d’'un nouvel
équipement de diagnostic opto-nucléaire. La pagtique de cet appareil peut étre basée sur
la détection des photons diffusés ou de fluoresee@ependant la méthode de fluorescence
est plus simple a mettre en ceuvre. En effet, Ifimition est fournie directement par I'image
de fluorescence dans un cas alors qu’un calcubdmhcentration a partir de I'information
collectée et nécessaire pour la méthode utiligmphotons diffuseés.

Les travaux de fluorescence peuvent conduire &dauction d’une nouvelle modalité
d’'imagerie per-opératoire : I'imagerie de fluoresoe du Bleu Patenté V lié a I'albumine
sérique humaine. Cette imagerie peut étre appliguée détection du ganglion sentinelle,
mais également a d’autres domaines tels que largiérdes cancers, la chirurgie hépatique et

les imageries vasculaire et lymphatique.
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RESUME

La méthode du ganglion sentinelle (GS) s’est impas#mme la technique de référence afin de
détecter un envahissement métastatique dans lducaancer du sein. Deux méthodes optiques de
détection et de localisation du GS ont été miseseenre. La premiére consiste a enregistrer les
photons diffusés par les tissus afin de détectaxcimulation d’'un colorant dans le GS. La seconde
méthode consiste a détecter I'émission de photendlubrescence. Pour les deux applications le
colorant choisi est celui le plus utilisé en roatalinique : le Bleu Patenté V (BPV).

Un premier instrument optique, utilisant 4 diodesers d’excitation, afin de discriminer
I'absorption du BPV des autres chromophores tigmdaet une photodiode de détection des photons
diffusés a été développé. Des expériences réalisgéesles solutions absorbantes et diffusantes,
simulant les propriétés optiques des tissus dy seinpermis de déterminer que la sonde est environ
30 fois plus sensible que I'ceeil de I'expérimentatguour une puissance lumineuse d’excitation de 1
mW. Une expérimentation animale a permis de \@tifi-vivo, la faisabilité de la méthode. Puis, une
collaboration avec un centre régional anticancér@ypermis la caractérisati@x-vivodu prototype
sur 78 piéces opératoires. Celui-ci a détecté desr@rqués par des volumes de BPV 8 fois plus
faibles que le volume utilisé usuellement par lewlien et visuellement non colorés. Cette nowvell
technique devrait permettre au chirurgien de dispdain outil diagnostic pouvant réduire le nombre
de faux négatifs durant le geste opératoire ebserpromme une alternative a la détection isot@piqu

Paralléelement nos études ont permis de mettre iderée une exaltation du rendement quantique
de fluorescence du BPV, d'un facteur 30, lorsgest lié a de I'albumine humaine sérique. Ainsi, un
prototype de détection des photons de fluorescaré® développé. Il possede un seuil de détection
environ 100 fois inférieur a I'ceil, pour une puissa lumineuse d’excitation de 5 mW. Des ganglions
marqués par le fluorophore ont été détectés sanadele animal d’'inflammation, avec ce dispositif et
a l'aide d'un systéme d'imagerie adapté. Ce tradailrait apporter aux chirurgiens un appareil
capable de localiser précisément un GS marqué rpaolerant fluorescent injectable chez 'homme
par voie percutanée.

ABSTRACT

The sentinel lymph node (SLN) method has becomegtiié standard to detect breast cancer
metastasis. Two optical methods of detection awdlipation of SLN have been implemented. The
first is based on the recording of scattered plotorihe tissue to detect dye accumulated in tle.no
The second consists in detecting the emissionuoirélscence photons. For both applications the dye
selected is the most frequently used in clinicatire: Patent Blue V (PBV).

A first optical instrument has been developed, gisinexcitation laser diodes, to discriminate
absorption of PBV from that of other tissue chrommes, and one photodiode to detect scattered
photons. Experiments on absorbing and scatterihgigos simulating the optical properties of breast
tissue determined that the probe was about 30 tm@e sensitive than the eye of an experimenter,
for a 1 mW excitation power light. Animal experintation allowed to verifyjn-vivo, the feasibility
of the method. Subsequent collaboration with a omg@i cancer centre has permitted-vivo
characterization of the prototype using 78 surgiates. SLN marked with PBV volumes 8 times as
low as that usually used by the surgeon, and rsatalliy blue. This new technique should allow the
surgeon to have a diagnostic tool that can redalse hegatives during the surgical procedure and ca
be an alternative to isotopic detection.

Our parallel studies highlighted an enhancementhef PBV fluorescence quantum vyield by a
factor of 30 when it was bounded to human seruraraib. Thus, a prototype to detect fluorescence
photons has been developed. Its detection threshatout 100 times as low as that of the human
eye, for a 5 mW excitation power light. Fluorophomarked nodes were detected in an animal model
of inflammation, with this device and using an aygrate imaging system. This work should provide
surgeons with a device that can localize preciselyarked SLN after percutaneous injection of a
fluorescent dye.
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