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Fluorescence microscopy under two photon excitation is a recent biophotonic development aiming at original
fluorescence analysis by intensity and fluorescence lifetime imaging. After a brief description of the
performance of the instrumental set up, its utilization for studies of pharmacological and biomedical interest
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Abstract Photonics for the study of biological systems: from the reactivity to the diagnostic
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L’optique/photonique appliquée aux milieux vivants (biopho-
tonique) est une discipline en forte émergence qui vise a éla-
borer et intégrer des technologies optiques innovantes pour
des domaines aussi variés que la recherche fondamentale en
biologie et biotechnologie, le biomédical (diagnostic, étude
des tissus et thérapie clinique), la pharmacologie (photo-
chimiothérapie) ou encore I’environnement (substances
infectieuses en milieu médical). En tirant parti d’'une part des
propriétés des photons (confinement spatial, temporel, cou-
verture spectrale), et d’autre part des propriétés optiques
des systemes biologiques (absorption, autofluorescence,
diffusion, réfraction, anisotropie), différentes techniques
d’imagerie non invasives des milieux vivants par voie optique
ont émergé ces derniéres années. Parmi les plus innovantes,
on peut distinguer celles qui utilisent de nouvelles méthodes
de détection des signaux optiques (méthodes de cohérence
optique (OCT) et acousto-optique [1-2], imagerie spectrale
en mode fluorescence ou Raman [3-4]) et celles qui
exploitent les nouvelles sources laser femtoseconde pour
le développement de I'optique non linéaire (génération
d’harmoniques [5], microscopie biphotonique [6]).
Cependant, si I'on compare le développement des
dispositifs biophotoniques, on peut constater que les
méthodes utilisant la fluorescence sont les plus largement
répandues. Elles constituent en effet de puissants outils
dans la mesure ou elles permettent d’une part de faire le lien
entre le comportement in vitro et in vivo des biopolymeres, et
d’autre part sont tout a fait adaptées aussi bien a I’étude de
la cellule qu’a I'outil thérapeutique. C’est en particulier la
spécificité de la microspectroscopie de fluorescence qui a
la capacité de détecter, quantifier et fournir des images
aussi bien des composants naturels des systemes
biologiques (acides aminés, collagene, NAD(P)H, flavines
oxydées, porphyrines, etc.) que des sondes extrinséques
(médicaments, photosensibilisateurs, marqueurs d’ions...).
Le développement et I'application de ces techniques a
I’étude des biomolécules, cellules et tissus exigent une
parfaite compréhension de [linteraction rayonnement
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(photons)-matiére (systémes biologiques), compréhension
acquise au moyen d’études photophysiques et photochimi-
ques. |l s’agit donc d’'un domaine de recherche pluridiscipli-
naire fondé sur des collaborations entre physiciens, chimis-
tes, biologistes et cliniciens.

C’est grace a une synergie de compétences que le labora-
toire a pu développer, en association avec le Laboratoire
Charles Fabry (Institut d’Optique de I'Université Paris Sud
Orsay) et le Laboratoire de chimie-physique (Université Paris
Sud Orsay), un dispositif prototype original d’imagerie de la
dynamique d’émission de fluorescence intracellulaire par

Autofluorescence

Fluorescence provenant des fluorophores endogénes au milieu
cellulaire et tissulaire (acides aminés aromatiques des protéines,
NAD(P)H, flavoprotéines, collagéne, élastine, porphyrines, etc.).
Cellules HeLa

Fibroblastes servant de modéles, isolés a partir d’un cancer de
I'utérus.

Comptage de photons

Méthode de détermination de durée de vie de fluorescence basée
sur la détection de photons de fluorescence uniques
(statistiguement, moins d’un photon est émis pour chaque
impulsion laser excitatrice).

Cytologie

Etude de la cellule.

Cytoscopie

Acte de diagnostic au moyen d’un endoscope (source de lumiere
blanche).

Déclin de fluorescence

Décroissance temporelle (mono ou multi-exponentielle) de
I’intensité de fluorescence.

Histologie

Etude du tissu normal.

Lésion papillaire

Structure d’une lésion en forme de papille.

Photonique

Génération, manipulation, transmission et détection de photons.



excitation a deux photons (systeme IDEFIX). Cette instru-
mentation s’appuie sur les développements récents en
biophotonique que sont la microscopie par excitation a deux
photons (encadré 1), I'analyse de la dynamique d’émission
de fluorescence par imagerie des durées de vie de fluores-

Encadré 1

La microscopie par excitation a deux photons représente I'une des
avancées les plus significatives en microscopie optique depuis
I'introduction de la microscopie confocale a balayage laser [7]. Le
caractére non linéaire du processus d’absorption a deux photons
localise strictement I'excitation de la fluorescence ainsi que les
photodommages (voir schémas A et B), au point de plus grande
focalisation du faisceau
L (~ 1 pmd), ce qui présente
:7'[ toute une série d’avanta-
ges trés attractifs pour
] I'imagerie cellulaire et tis-
A sulaire dont les plus impor-
fre tants dans le cadre de
notre recherche sont (i) une
minimisation de la photo-
TAi destruction des échan-
tillons biologiques pendant
la collection des images
permettant des observa-
tions prolongées, (i) une
amélioration de la profon-
deur de pénétration dans
des échantillons épais du
fait de I'utilisation de sour-
ces laser proche infrarouge (laser titane/saphir accordable dans le
domaine spectral 650-900 nm), (iii) une parfaite séparation des
longueurs d’onde d’excitation et d’émission permettant ainsi de
s’affranchir du « bruit » issu de la lumiére diffusée par I’échantillon,
proche de la longueur d’onde d’excitation.
Dans le cas d’une absorption a deux photons, on montre que le
flux de photons de fluorescence émis est proportionnel a SCF2
ol & est la section efficace d’absorption biphotonique (en cm®.s/
molécule/photon), C la concentration du fluorophore et F le flux de
photons incident. Etant données les trés faibles probabilités de
transition a deux photons, le flux de photons incident doit étre trés
élevé afin d’obtenir une bonne efficacité d’excitation de la
fluorescence.
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Encadré 2

En plus des mesures stationnaires d’intensité de I’émission de
fluorescence, le signal de fluorescence peut aussi étre analysé par
une discrimination temporelle. En effet, la détermination de la
cinétique d’émission d’un fluorophore est une caractéristique de
I’émetteur donnant accés non seulement a sa durée de vie
moyenne mais aussi le cas échéant a ses durées de vie multiples.
Ce parametre caractérise quantitativement ses propriétés
intrinséques et les effets de son environnement immédiat (variation
de pH, de polarité, de concentration en oxygeéne...). Il échappe a
de nombreux artéfacts qui affectent la quantification des intensités
stationnaires en microscopie de fluorescence : photoblanchiment,
variations de concentrations locales, mouvements cellulaires,
variation dans Iefficacité de I'excitation ou de détection. En
utilisant la durée de vie de fluorescence comme facteur de
contraste fonctionnel, la fluorescence résolue en temps est une
méthode qui allie une trés haute sensibilité avec des conditions
de mesure non destructives. Combinée a des techniques de
microscopie et d’imagerie de milieux cellulaires, I'imagerie de
fluorescence résolue en temps (FLIM) permet, en complément des

cence (FLIM pour «fluorescence lifetime imaging »)
(encadré 2) et la microscopie de corrélation de fluorescence
(FCS pour « fluorescence correlation spectroscopy »). Le
principe de la FCS et les exemples d’applications biomédi-
cales que nous avons développés peuvent étre consultés
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On démontre qu’il dépend de E, I'énergie par impulsion, A, la
durée des impulsions et o, la section du faisceau laser. Cette
expression montre clairement que le flux de photons incident sera
d’autant plus élevé que la largeur des impulsions et la section du
faisceau laser seront faibles. Ainsi, pour les expériences
d’absorption a deux photons, on utilise typiquement des lasers a
saphir dopés au titane délivrant des impulsions infrarouges d’une
durée ~ 100 femtosecondes. Par ailleurs, lorsqu’un faisceau laser
est focalisé au foyer d’un objectif, la taille minimale de la section de
focalisation @ dépend de I'ouverture numérique de I'objectif (ON)
selon I'expression ® o< 1/ON.

Pour concentrer I’énergie spatialement et obtenir une section de
focalisation la plus petite possible, on utilise donc des objectifs de
grande ouverture numeérique.

Miroir Laser

dichrolkz femtoseconde

(infrarouge)
échantillon

informations de localisation et de topologie apportées par la
microscopie conventionnelle, une analyse dynamique de
processus moléculaires et métaboliques au sein des cellules.
Différentes méthodes d’analyse numérique de la distribution des
durées de vie en chaque point d’'une image sont disponibles. Si
I’on souhaite obtenir une image FLIM en temps réel, on utilisera
une méthode MLE (« maximum a posteriori lifetime estimator »
[19]) qui donne accés a une durée de vie moyenne sans tenir
compte de la réponse instrumentale. C’est une méthode suffisante
si I’'on désire uniqguement visualiser des modifications de durées de
vie sans chercher a les déterminer précisément. Au contraire, si
I’on recherche la quantification des différentes composantes que
peut contenir un déclin de fluorescence, en particulier celles a tres
courtes durées de vie, il est alors nécessaire d’utiliser un traitement
numérique du signal plus performant comme une méthode
d’analyse globale [20] ou de détermination du maximum d’entropie
[21]. Un tel traitement est certes plus performant mais plus colteux
en temps et ne peut étre appliqué que pour quelques points
spécifiques d’une image.
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dans la littérature [7-8]. Nous nous limiterons dans le présent
article a la présentation de travaux récents réalisés par ima-
gerie d’intensité et de durée de vie de fluorescence sous
excitation a deux photons sur (i) I'étude du ciblage cellulaire
de nouveaux inhibiteurs du VIH et (ii) les premiers pas vers la
mise au point d’un diagnostic précoce de cancers, des étu-
des développées au Laboratoire de photophysique molécu-
laire en collaboration avec d’autres structures de recherche
fondamentale et hospitaliéres.

L’instrumentation IDEFIX, basée sur I'utilisation d’une source
laser titane/saphir femtoseconde, offre I'acces a différentes
voies d’excitation et plusieurs modes de détection de
I’émission de fluorescence. En effet, la puissance disponible
de chaque impulsion en sortie de cavité (~ 700 mW) est
utilisée pour servir deux voies d’excitation simultanées. La
premiere, a ~ 100 mW, permet une excitation biphotonique
monopoint des échantillons : les images de fluorescence
sont obtenues en balayant le point de mesure submicronique
sur I'ensemble du plan focal par déplacement du faisceau
laser au moyen de miroirs galvanométriques (balayage laser)
(figure 1a). La seconde voie d’excitation (~ 600 mW)
constitue un dispositif original de microscopie multifocale
(MIM) [9], récemment développé par le laboratoire en
collaboration avec [I'équipe de Patrick Georges du
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Laboratoire Charles Fabry, permettant de générer une ligne
de 8 faisceaux d’excitation biphotonique. L’ensemble de ces
points disposés typiquement & 4 um I'un de 'autre peut étre
balayé sur I'ensemble du plan focal de I’échantillon au
moyen du méme systéme de balayage laser que celui utilisé
pour I'excitation monopoint (figure 1b).

Sur chacune des voies, I'analyse de la fluorescence émise
par les constituants cellulaires ou par des chromophores
piégés dans une matrice (cellule, tissus, biofilm) peut étre
réalisée par les modes complémentaires d’imagerie
d’intensité et de déclins de fluorescence (encadré 2). Ce sont
a la fois la durée du balayage de I'excitation laser et le
systeme d’acquisition des photons de fluorescence qui
conditionnent le rythme d’acquisition des images.

Sur la voie d’excitation monopoint, les déclins de
fluorescence sont obtenus par la méthode de comptage de
photon unique corrélé en temps (TCSPC pour «time
correlated single photon counting »), méthode la plus
performante en terme de sensibilité et résolution temporelle
(quelques picosecondes) [10]. L’étude de la fluorescence
des inhibiteurs du VIH mettra en évidence la nécessité de
disposer d’une telle résolution temporelle. Cependant, cette
précision est atteinte au détriment de la rapidité d’acquisition
qui est typiquement ~ 30 s par point (pour des mesures de
FLIM), un temps trop long pour I’étude de certains systemes
biologiques. Dans le cas de [I'excitation multipoints,
’acquisition des images des déclins est réalisée par
échantillonnage temporel du déclin [11]. Cette méthode
repose sur I'utilisation d’une caméra CCD trés sensible,
devant laquelle est placée une porte temporelle qui donne
acces a l'obtention d’images d’intensité et de durée de vie
de fluorescence se rapprochant de la cadence vidéo (30
images/seconde). La résolution de la méthode est alors
limitée par la largeur des portes temporelles utilisées lors
de l'acquisition des déclins de fluorescence (20 ps pour
notre systéme). Ce systeme sera particulierement bien
adapté pour le balayage rapide de milieux biologiques
photosensibles ou encore pour I'examen rapide de lames
cytologiques comme décrit ci-apres.

Le syndrome de I'immunodéficience acquise (SIDA), décrit
pour la premiere fois au début des années 80, est di a
I’infection par un virus appelé virus de I'immunodéficience
humaine (VIH). Le développement de la pandémie de SIDA
et l'apparition de résistances aux médicaments utilisés a
’heure actuelle justifient la recherche active autour du
développement de nouveaux inhibiteurs de la réplication du
virus. L’article de J.-F. Mouscadet (Laboratoire de I'ENS
Cachan) dans ce méme numéro fait état des récents
développements de la pharmacologie anti-VIH.

L’intégrase est, avec la transcriptase inverse et la protéase,
la troisi@me enzyme virale dont dépend la réplication du VIH.
Elle catalyse l'insertion covalente ou intégration de I’ADN
viral dans le génome des cellules infectées. Mais contraire-
ment a la transcriptase inverse et a la protéase pour lesquel-
les plusieurs classes d’inhibiteurs ont été développées,
aucun inhibiteur d’intégrase n’est actuellement utilisé en trai-
tement clinique. Les progrés récents de la biologie structu-
rale de I'enzyme ont néanmoins permis d’identifier plusieurs
séries d’inhibiteurs de son activité. Parmi ceux-ci, les



2 styrylquinolines substituées [12], synthétisées par I'équipe
du Pr Jean d’Angelo (Laboratoire de chimie organique du
Centre d’études pharmaceutiques du site de Chéatenay-
Malabry, Université Paris Sud), dont le composé le plus pro-
metteur, objet de notre étude, est représenté sur la figure 2.
Cependant, ces molécules présentent une activité inhibitrice
insuffisante in vitro et in vivo ; la recherche active dans ce
domaine a pour objectif d’améliorer leur index thérapeutique.
A dessein, il était nécessaire d’identifier le ciblage cellulaire
de ce type d’inhibiteurs et de déterminer leur profil d’action.
Par ailleurs, I'amélioration de leur efficacité thérapeutique
nécessite de découpler activité spécifique et non spécifique
et donc d’identifier les déterminants moléculaires de la non-
spécificité de ces antiviraux potentiels. C’est I'objectif de
notre recherche développée en étroite collaboration avec
I’équipe de J.-F. Mouscadet.
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Pour mener a bien cette étude, nous avons étudié dans un
premier temps les propriétés (photo)physico-chimiques de
ces composés de type trans-2 styrylquinoline en solution. En
effet, ces molécules sont susceptibles d’adopter différentes
géométries (appelées formes tautomeres ou rotameres) en
raison d’une possible rotation des parties styryle et quinoline
autour de la simple liaison les reliant entre elles (figure 2). Les
propriétés physico-chimiques des trans-2 styrylquinolines
correspondent aux contributions de chacune de ces
différentes conformations. Il était ainsi fondamental de
connaitre la structure moléculaire prédominante de notre
anti-intégrase dans différentes conditions d’environnement,
en particulier en milieu cellulaire. Les spectres d’absorption
et d’émission de fluorescence de [inhibiteur sont
représentés sur la figure 3. Leur évolution dans diverses
conditions d’environnement (pH, force ionique, polarité du
solvant) ainsi que I'analyse dynamique de I’émission de
fluorescence de la molécule ont permis de montrer qu’au pH
physiologique, il existait effectivement un équilibre entre
deux types de rotameres présentant chacun une signature
spectroscopique spécifique [13]. Ce résultat est illustré sur
la figure 3 ou I'on observe que le déclin d’émission de
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fluorescence de [Ianti-intégrase n’est pas une simple
exponentielle. On mesure deux durées de vie de 45 ps et
350 ps (1 ps = 10712 s) correspondant chacune a un type de
rotameére (tableau |).

Sur la base de ces données, nous avons localisé et analysé
I’émission de fluorescence de I'inhibiteur au sein de cellules
HelLa. Sur les images d’intensité de fluorescence de la
figure 4, on observe clairement que celle-ci est émise
principalement au niveau du cytoplasme de la cellule (dans
ces conditions d’analyse, le signal d’autofluorescence
cellulaire est négligeable par rapport a celui de I'anti-
intégrase). Ces variations de rendement de fluorescence en
fonction de la localisation intracellulaire peuvent provenir
(i) soit de différentes concentrations locales du médicament,
la membrane nucléaire jouant alors le role de barriére a la
pénétration, (i) soit de modifications de I’environnement
immédiat de I'inhibiteur. En effet, comme il est précisé dans
'encadré 2, la sensibilité aux conditions du milieu de la
molécule (pH, viscosité, complexation...) peut entrainer une
augmentation ou une extinction de sa fluorescence, ce que
ne permettent pas d’identifier les mesures d’'imagerie
d’intensité de fluorescence. Il était donc nécessaire de
compléter ces mesures d’intensité de fluorescence par des
mesures de FLIM. L’analyse de ces images a permis
d’estimer une durée de vie de fluorescence moyenne 1,
comprise entre 0,76 et 0,88 ns (1 ns = 1072 s) identique en
tout point sondé de la cellule (figure 4). Ce résultat permet
d’affirmer que les variations d’intensité de fluorescence
observées sur l'image de la figure 4 résultent bien de
différents gradients de concentrations locales de I'inhibiteur
au sein de la cellule.

L’analyse de la distribution des durées de vie obtenue en
milieu cellulaire par comparaison a celle obtenue en solution

Tableau | - Durées de vie de fluorescence 1; de I’anti-intégrase en solution et dans des cellules HeLa déterminées a partir d’'une méthode

globale d’analyse (encadré 2).

a; représente le poids de chacune des composantes a la fluorescence totale. 1,1 correspond a la durée de vie moyenne de fluorescence déterminée a partir
des différentes valeurs de 1; et 1,5, celle obtenue par la méthode MLE (encadré 2).

74 (pS) ay (%)
solution 45 70 350
milieu noyau 63 60 440
cellulaire cytoplasme 63 61 448

o (PS)

a, (%) 13 (ns) ag (%) Tm1 (nS) Tm2 (nS)
30 0,280
32 1,98 8 1,12 0,80
32 2,00 7 1,08 0,85
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est répertoriée dans le tableaul. On constate que I'on
retrouve in vivo les deux durées de vie de fluorescence
caractéristiques des deux types de rotameéres de I'inhibiteur
révélant que chacune des formes pénétre dans la cellule
jusqu’au sein du noyau. L’augmentation sensible des durées
de vie en milieu cellulaire, par rapport a celles mesurées en
solution, est une observation courante lorsque les processus
de désactivation non radiatifs de dissipation de I’énergie
avec le solvant sont limités comme c’est le cas. Par ailleurs,
on mesure une nouvelle composante de durée de vie
nanoseconde, non observée en solution. Cette composante
reflete une interaction non spécifique de I'un des deux
rotaméres avec les composants cellulaires, celui de plus
courte durée de vie pour lequel le facteur a; diminue en
milieu cellulaire (fableau /). Ce résultat est particulierement

Ajout d’antiviral PI1: Sh
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important d’un point de vue pharmacologique puisqu’il
suggere que la synthése d’une 2-styrylquinoline substituée
bloguée dans une forme rotamérique augmenterait la
spécificité de I'inhibiteur en milieu cellulaire.

Cette localisation intracellulaire de I'inhibiteur ne laisse en
rien présager de son site d’action dans des cellules
infectées. Rappelons que ces molécules interagissent avec
I’enzyme virale intégrase dont I'action se manifeste au niveau
du cytoplasme cellulaire par la formation d’'un complexe de
pré-intégration avec I’ADN viral, puis au niveau du noyau en
catalysant Iintégration de I'ADN viral dans [I'’ADN
génomique. Nous avons ainsi cherché a identifier le site
d’action du médicament dans des cellules infectées. Pour ce
faire, nous avons utilisé des cellules HelLa infectées par le
biais d’un vecteur lentiviral dérivé du VIH-1. Ce vecteur code
pour la GFP (« green fluorescent protein ») dont I’expression
dépend de l'intégration de I’ADN viral. L’émission de
fluorescence de la GFP sert de signature spectroscopique
du bon déroulement des étapes précoces de la réplication
du VIH (pénétration, transcription inverse, intégration). Ainsi,
la mesure d’intensité et de durée de vie de fluorescence au
cours du temps permet de visualiser I'infection d’une telle
cellule. Au moment de linfection, on ne détecte que
’autofluorescence cellulaire (émission provenant des
fluorophores endogénes de la cellule), alors qu’au bout de
24 heures, I’émission de fluorescence de la GFP (durée de
vie 2,5 ns) est mesurable dans toute la cellule.

La cinétigue du cycle d’infection du virus du VIH est
schématisée sur la figure 5. Nous avons incubé I'inhibiteur
avec des cellules infectées a deux temps caractéristiques
suivant I'infection (Pl pour « post infection ») comme indiqué
sur la figure 5, ce qui permet d’évaluer [l'efficacité de
I’inhibiteur en fonction de I'étape de réplication du virus. Les
images d’intensité et de durées de vie de fluorescence
démontrent sans ambiguité que l'inhibiteur ajouté au temps
Pl=5h est efficace (détection de sa durée de vie de
fluorescence), alors que dans le cas d’une injection au temps
Pl =10 h, la détection de I’émission de fluorescence de la
GFP révéle I'inefficacité du médicament.

Ajout d’antiviral PI : 10 h
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Ces données nous permettent de conclure que les
inhibiteurs d’intégrase de type trans-2 styrylquinolines font
partie des antiviraux qui agissent sur les premieres étapes
du cycle de réplication du VIH.

Les cancers de la vessie, avec ~ 8 000 nouveaux cas par an,
représentent la 8 cause de mortalité par cancer (~ 3 000
déces par an).

De nombreux arguments cliniques, épidémiologiques et
expérimentaux, suggérent que les tumeurs urothéliales de la
vessie sont inductibles par des carcinogénes endogéenes et
exogenes. Il s’agit en particulier du tabac et de carcinogénes
industriels (colorants, amines aromatiques, benzene...). Le
pronostic des patients atteints dépend principalement du
degré d’invasion de la maladie: une atteinte locale et
superficielle a aujourd’hui de bonnes chances de guérison
alors qu’une maladie infiltrant le muscle ou avec atteinte
métastatique présente un pronostic peu favorable. Le
diagnostic précoce des tumeurs malignes est donc essentiel
pour améliorer la probabilité de succes des thérapies, ce qui
justifie les efforts réalisés pour favoriser le dépistage de ce
type de cancers.

Le protocole de diagnostic initial vésical, puis la surveillance
des malades pendant et apres traitement, peuvent étre
réalisés par des moyens radiologiques (échographie de la
vessie, urographie intraveineuse, scanner pelvien), mais
aussi par des examens de pathologie cellulaire (cytoscopie,
biopsie, cytologie urinaire). Plusieurs approches sont en effet
nécessaires, en fonction de la nature des tumeurs vésicales.
Par exemple, dans le cas de tumeurs superficielles, les
Iésions papillaires sont bien reconnues par la cytoscopie
et classiquement par I'histologie, alors que les lésions
muqueuses planes précancéreuses et cancéreuses posent
un probléme de détection précoce car elles sont difficilement
observables par cytoscopie conventionnelle en lumiére
blanche. Dans ce «cas, la cytologie urinaire est
particulierement importante.

L’objectif que nous poursuivons en collaboration avec les Dr
Pascal Eschwege (Laboratoire de chirurgie expérimentale,
Hopital du Kremlin-Bicétre) et Sophie Ferlicot (Service
d’anatomie et de cytologie pathologiques, Hopital du
Kremlin-Bicétre) est de parvenir a identifier sur des cytolo-
gies urinaires, les cellules de « bas grade » de malignité en
utilisant I'autofluorescence dynamique intracellulaire comme
facteur de contraste. Les retombées attendues seraient
d’une part un nouvel outil pour le diagnostic non invasif et
précoce en cancérologie, notamment comme un premier
examen de dépistage pour des populations a risque (profes-
sionnel surtout), et d’autre part une augmentation significa-
tive du succes des thérapies.

La fluorescence endogéne des milieux cellulaires est un
indicateur naturel de leur activité métabolique ; les teneurs et
les propriétés des fluorophores des cellules lésées ou
pathologiques pouvant étre différentes de celles des cellules
saines, cela induit d’importantes variations de I'intensité de
la fluorescence émise. Les fluorophores endogénes des
cellules susceptibles d’étre excitées par effet biphotonique
sont peu nombreux : ce sont des composés tels que le
NAD(P)H, les flavines et riboflavines (flavines liées a des

protéines) oxydées et les porphyrines naturelles [14-15]
absorbant dans le domaine spectral proche UV et visible
(350-450 nm). Les caractéristiques de fluorescence de ces
entités biologiques dépendent fortement de leur état
d’oxydoréduction et par conséquent du métabolisme
cellulaire [16-17].

Le domaine d’émission du NAD(P)H et des flavines (400-
600 nm) est bien adapté au systéme de détection implanté
sur IDEFIX. Nos premiéres mesures ont ainsi porté sur
différentes lames cytologiques urinaires en sélectionnant la
longueur d’onde d’excitation laser a 780 nm afin de couvrir
I’excitation biphotonique de chacun de ces deux
fluorophores endogénes. La figure 6 montre les images en
transmission de cellules saines et tumorales (on notera
I'importante variation du rapport nucléocytoplasmique entre
les deux types de cellules), ainsi que celles de I'intensité
d’autofluorescence obtenues sous excitation a deux
photons. On observe que les distributions d’intensité
relatives a chaque type de cellule sont notablement
différentes (figure 6b et f). La mise en place d’un filtre
interférentiel & 550 nm permet de mettre en évidence une
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forte émission de fluorescence des cellules saines,
principalement au niveau du cytoplasme, alors qu’une quasi-
extinction de la fluorescence des cellules tumorales est
observée. Si l'on considére que le domaine spectral
sélectionné avec ce filtre correspond a celui des flavines
et/ou des flavoprotéines, nous pouvons en conclure que ces
protéines, dans les cellules tumorales, sont en faible
concentration et/ou ont perdu leurs propriétés natives. Une
autre observation d’importance que I'on peut faire a partir
des figures6b et f est l'absence de détection de
fluorescence extracellulaire pour les cytologies saines. En
revanche, une forte émission centrée a 550 nm est observée
dans le cas des cytologies malignes. Cette discrimination,
encore inexpliquée, mérite sans doute d’étre exploitée en
tant que parametre de diagnostic de malignité.

En présence d’une sélection spectrale dans le domaine
d’émission de fluorescence du NAD(P)H (420-470 nm),
I’intensité d’autofluorescence est plus élevée au niveau du
noyau que du cytoplasme des cellules saines ou tumorales
(figure 6c et g). On observe par ailleurs que I’émission dans
ce domaine spectral est 10 a 20 fois plus faible qu’autour de
550 nm (figure 6b et f). Le renseignement essentiel que I'on
obtient a partir de ces mesures est qu’il n’existe pas de
différence de I’émission de fluorescence du NAD(P)H entre
cellules saines et tumorales et que celle-ci est faible
comparée a celle des flavoprotéines.

Ces mesures d’imagerie d’intensité de fluorescence ont été
complétées par des données FLIM (figures 6d et h). Dans le
cas des cellules saines, la durée de vie de fluorescence
moyenne est identique en tout point de la cellule (figures 6d)
et est compatible avec celle des flavines (2,5-2,8 ns) [15].
Cette observation confirme celle de la figure 6b, a savoir que
I’autofluorescence des cellules saines provient essentielle-
ment de ce type de protéines.

Dans le cas des cellules malignes, la durée de vie de fluores-
cence moyenne (2,4 ns) est significativement plus faible que
celle obtenue pour les cellules saines (2,7 ns). On peut
raisonnablement conclure de ce résultat qu’au sein de cellu-
les cancéreuses, a la fois les flavoprotéines et le NAD(P)H
(durée de vie de fluorescence mesurée in vitro ~1-1,5 ns
[18]) contribuent au signal d’autofluorescence cellulaire.
L’imagerie d’intensité et de durées de vie d’autofluorescence
se révele donc étre une méthode efficace pour suivre la
fluorescence endogéne de cellules urinaires et permettre une
discrimination des zones saines et tumorales au sein d’une
lame de cytologie. Dans chaque type de cellule, la différen-
tiation peut se faire par la mesure de la concentration locale
de NAD(P)H et des flavines/flavoprotéines (imagerie d’inten-
sité) et par I'analyse des propriétés physico-chimiques de
chaque type de protéines (mesures FLIM). Nous pensons
avoir démontré par cette étude que les mesures de FLIM
appliquées a la détection de cellules tumorales de « bas
grade » de malignité méritaient d’étre poursuivies en tant
qu’outil de diagnostic. Sur le plan expérimental, nous comp-
tons approfondir ce type d’études au moyen du systeme
d’excitation multipoints précédemment décrit qui nous per-
mettra une détermination extrémement rapide (cadence
vidéo) des durées de vie de fluorescence.

Les travaux de recherche décrits ici ont permis de montrer
que la microscopie de fluorescence stationnaire et résolue
en temps est un outil performant pour I'étude des
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assemblages biologiques aussi bien isolés que in situ.
L’utilisation conjointe des différents systemes de détection
accessibles avec cette technique permet de couvrir un large
domaine d’études, s’étendant de I'analyse topologique et
structurale d’entités cellulaires et tissulaires en liaison
avec leur réactivité a la caractérisation des interactions
moléculaires et leur dynamique.

L’instrumentation IDEFIX développée pour ces études utilise
le principe de I'optique non linéaire de I’excitation a deux
photons au moyen d’un laser femtoseconde qui, outre ses
avantages uniques en terme de confinement spatial
(encadré 1), a aussi démontré ses performances pour exciter
un grand nombre de fluorophores endogénes ou exogénes
et étudier leur dynamique a partir de quelques
picosecondes. Nous avons aussi montré que ces travaux
ouvraient la voie a la mise au point de nouveaux systemes
d’imagerie (systeme MIM) spécifiguement adaptés aux
systémes biologiques a étudier.

L’'une des avancées attendues de ces développements et
applications en imagerie est de permettre leur intégration au
sein d’'un plateau technique permettant un transfert de
savoir-faire a une large communauté de biologistes et de
médecins. Le Centre de photonique biomédicale du Centre
Laser du projet POLA de I'Université Paris Sud a cette
vocation qui permettra sans nul doute, dans les années a
venir, de faire des avancées significatives dans le domaine
des sciences biomédicales.

Mais I'utilisation de la microscopie biphotonique et plus
généralement de I'optique non linéaire sollicite également le
savoir-faire des chimistes. En effet, de nombreuses études
démontrent la nécessité de mettre au point de nouvelles
sondes photo-activables (marqueurs, nanocristaux, nano-
particules...) devant répondre a la fois a des critéres
d’intensification du signal détecté et de non-toxicité pour les
applications biomédicales. Ces développements constituent
aujourd’hui encore un axe de recherche novateur en biopho-
tonique.

Les auteurs remercient vivement les Dr Elvire Guiot (Institut
d’Optique, Université Paris Xl Orsay), Mironel Enescu
(chercheur associé au CNRS) et Pascal Pernot (Université
Paris Sud) qui ont activement participé a ce travail. lls
remercient également le CNRS, I’'Université Paris Sud Orsay,
la Région lle-de-France Sud, la Fondation pour la Recherche
Médicale et le Conseil Général de I’Essonne (CPER POLA)
pour avoir permis le financement de [Iinstrumentation
IDEFIX.
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