chémobiologie

Horizons de chimistes en imagerie photonique

Résumé

L'imagerie photonique de la matiere vivante fournit un riche réservoir de besoins et d'opportunités pour la

communauté des chimistes. Plutot que de promouvoir une recherche spécifique, cet article propose un état des
lieux et évoque les défis a relever dans un domaine en constant développement.

a matiére vivante fascine les chimistes qui ont développé

de puissants outils analytiques pour en interroger la singu-
larité. Elle contient de nombreux constituants chimiques
distincts (plus de 10% dont les concentrations couvrent une
gamme extrémement étendue (du millimolaire pour les ions
abondants comme Na*, K*, ou CI" au picomolaire pour 'ADN).
Elle présente de multiples échelles d’hétérogénéité spatiale
et de dynamique temporelle et est dans un état hors équilibre.
Interroger la matiére vivante implique ainsi d’'imager de
multiples constituants en «temps réel» sans étre invasif.
Cet objectif est source de défis chimiques :
- Marquage sélectif : 'imagerie d’'un constituant nécessite
une signature spécifique. Mais dans une cellule, les consti-
tuants partagent essentiellement les mémes compositions
élémentaires et groupes fonctionnels, ce qui empéche le
plus souvent de discriminer directement un constituant cible.
Pour surmonter cette limitation, les chimistes développent
de puissantes technologies pour introduire des marqueurs
(par exemple des fluorophores) sur des biomolécules et les
singulariser [1].
- Sensibilité a ses limites: la concentration minimale de
marqueurs détectable en une durée donnée détermine la
sensibilité d’'une observable. En imagerie, |I'état de I'art donne
accés aux concentrations submicromolaires en 10 ms. Cette
sensibilité demeure insuffisante pour imager en temps réel
des acteurs cellulaires clés (facteurs de transcription, ARN
messager). Les chimistes explorent des stratégies d’amplifica-
tion du signal s’appuyant sur des cascades de réactions [2] ou
le marquage par des enzymes [3].
- Elimination des interférences: la matiére vivante est
hétérogene et diffuse la lumiere [4]. Elle contient des consti-
tuants endogeénes interférents (par exemple autofluorescents
[5]). Ces caractéristiques sont préjudiciables pour extraire
guantitativement et spatialement les signaux de marqueurs.
Les chimistes développent des stratégies visant a surmonter
ces interférences par la clarification des tissus [6] ou I'introduc-
tion de marqueurs chimiluminescents [7], bioluminescents [8],
ou fluorescents dans l'infrarouge ou l'autofluorescence est
faible [9].
- Observations multiplexées: en imagerie, le signal d'un
marqueur est couramment extrait dans le domaine spectral.
Dans ce domaine, la sélectivité dépend du rapport entre
largeur de bande du signal et étendue du domaine spectral de
tous les signaux. En imagerie de fluorescence, qui bénéficie
d’une excellente sensibilité, ce rapport est souvent supérieur
a0,25. Moins sensible, I'imagerie Raman atteint un rapport
de 0,01, ce qui pourrait un jour permettre d’imager
10% marqueurs [10]. On reste bien loin de pouvoir imager
plus de 10° constituants !
Devenue essentielle aux biologistes, I'imagerie de fluores-
cence en fournit une excellente illustration. Deux dimensions
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—les longueurs d'onde d’excitation et d’émission — peuvent
étre exploitées pour cibler spectralement un marqueur
spécifique. Cependant, la largeur a mi-hauteur des bandes
d'absorption/émission des fluorophores couramment utilisés
(50-100 nm) ne permet de distinguer au maximum que quatre
marqueurs dans la gamme de longueurs d’'onde UV-visible.
Augmenter l[égerement ce nombre nécessite une déconvolu-
tion, incertaine en précision et coliteuse en temps de calcul
[11]. Or les stratégies émergentes de génie génétique [12]
peuvent d'ores et déja marquer un plus grand nombre de
biomolécules ou de cellules. L'imagerie de fluorescence multi-
plexée est ainsi actuellement limitée non par le marquage
mais par la discrimination des marqueurs. Comme leur optimi-
sation spectrale - coefficient d'absorption molaire, rendement
quantique de fluorescence, largeur des bandes d’absorption/
émission — a essentiellement atteint ses limites physiques,
discriminer davantage de marqueurs implique de compléter
la dimension spectrale par une (ou plusieurs) autre(s) dimen-
sion(s).

Les chimistes ont inventé les titrages pour répondre a une
telle demande. Un analyte n'y est pas sondé directement mais
au travers de la thermodynamique et de la cinétique de sa
réaction avec un réactif spécifique [13]. Le photocycle de
réactions comprenant absorption de lumiéere et émission de
fluorescence est analogue a une réaction de titrage. Il contient
une riche information thermocinétique qui peut étre utilisée
pour mettre en ceuvre un contraste dynamique et discriminer
un marqueur au-dela de la seule longueur d'onde de son
émission de fluorescence.

Des fluorophores spectralement similaires ont ainsi été discri-
minés grace a leurs différences de durée de vie d'émission de
fluorescence [14]. Cette premiere approche a cependant été
limitée par la faible dispersion des durées de vie (quelques
nanosecondes) des fluorophores brillants dont I'imagerie
multiplexée a nécessité des déconvolutions.

Les fluorophores réversiblement photo-commutables ne
souffrent pas de cet inconvénient. Leur photochimie dépasse
le seul photocycle absorption-émission de fluorescence et
engendre des temps de relaxation de photo-commutation de
fluorescence a des échelles de temps plus variées qui restent
compatibles avec les observations en temps réel des phéno-
meénes biologiques. Plusieurs protocoles ont ainsi exploité la
réponse temporelle de leur signal de fluorescence a des varia-
tions d'illumination pour les imager sans déconvolution [15].
Néanmoins, ils n‘ont permis jusqu’a présent que de discrimi-
ner quatre marqueurs spectralement similaires [15d], un
nombre encore loin de répondre a la demande de la biologie
quantitative d'imager simultanément des dizaines de consti-
tuants dans une cellule ou de cellules voisines dans un tissu
[16]. Contrairement a la discrimination spectrale qui a bénéfi-
cié d'un siecle de développements et atteint ses limites
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physiques, le contraste dynamique dispose toutefois de
marges d’amélioration considérables énumérées ci-apres :

- Nouveaux marqueurs : les marqueurs actuellement dispo-
nibles n'ont pas été spécifiquement concus et optimisés pour
le contraste dynamique dont les figures de mérite reposent
sur la cinétique des réactions et non sur les propriétés
spectrales. En imagerie photonique, cette situation incite a
concevoir des marqueurs dont les sections efficaces d’'absorp-
tion, les durées de vie de luminescence, et les diverses
constantes cinétiques des réactions impliquées dans leurs
photocycles (croisement inter-systéme, échange de proton,
oxydo-réduction, isomérisation...) soient diverses et optimi-
sées. Dans cette perspective, le répertoire du chimiste s’élargit
continlment a de nouveaux complexes [17], molécules
organiques [18] et clusters métalliques [19].

- Nouveaux protocoles: le développement du contraste
dynamique ne se limite pas a synthétiser de nouveaux
marqueurs et a les intégrer a la matiére vivante. Les chimistes
doivent également engager des efforts théoriques et instru-
mentaux pour introduire de nouveaux protocoles d’'imagerie
exploitant de facon optimale les caractéristiques cinétiques
des marqueurs. Il s'agit par exemple de calculer I'évolution
temporelle des concentrations et des signaux de réactifs et
produits impliqués dans des mécanismes complexes; de
proposer des traitements de données pour extraire I'informa-
tion cinétique recherchée; de concevoir et construire des
instruments optiques fournissant éclairements et acquisitions
du signal a facon.

- Nouvelles observables: des marqueurs fournissant de
nouvelles observables doivent aussi étre congus. Une obser-
vable (par exemple l'intensité du signal de fluorescence) rend
compte classiquement de la concentration instantanée d’'un
marqueur. Il faut donc enregistrer un film pour reconstruire
I'évolution temporelle du systéme. Pour obtenir des images
tridimensionnelles a haute résolution spatiale, cette approche
nécessite d’acqueérir, traiter et stocker d’énormes quantités de
données, ce qui devient aujourd’hui limitant en bio-imagerie.
Un développement prometteur consisterait ainsi a concevoir
des marqueurs intégrateurs qui rendraient compte non pas
d’un état mais d'une succession d’états, fournissant I'informa-
tion d'un film dans un format compact. Il est ainsi récemment
devenu possible d'identifier a posteriori des neurones qui
avaient été parcourus par un influx nerveux en condition-
nant leur marquage fluorescent par l'internalisation d'ions
calcium [20].

- Nouvelles pratiques: l'imagerie de la matiére vivante
demande enfin d’intégrer développements théoriques et
instrumentaux, systémes et marqueurs, dans le cadre de
questions scientifiques issues de communautés éloignées.
Au-dela des considérations précédentes qui leur montrent
qu'il y a beaucoup a faire, les chimistes sont donc encouragés
a sortir de leur laboratoire et de leur communauté. Nul doute
qu'ils trouveront du plaisir a explorer le domaine de l'imagerie
de la matiére vivante grace aux riches interactions avec les
scientifiques d’autres horizons (physiciens, biologistes, spécia-
listes des données, etc.).
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