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es progres récents des
techniques de culture
cellulaire ont conduit a
l'utilisation croissante
de cultures cellulaires
2D dérivées de cellules
souches, et dorganoides qui sont les
structures cellulaires 3D équivalentes
et s'approchant de tissus humains
cultivés in vitro. Pour quantifier la
toxicité et l'efficacité des médica-
ments sur les organoides dérivés des
patients avec une préparation mini-
male et sans les détruire au cours
du processus, les outils d'imagerie

Pour accompagner la révolution des cultures cellulaires
dérivées de cellules souches pluripotentes humaines, qui
permettent lamodélisation de maladies, le développement
de thérapies et la médecine personnalisée sans recourir a
des modéles animaux, les outils d’imagerie adaptés font
défaut. Latomographie par cohérence optique plein champ
dynamique offre un contraste métabolique pour une ima-
gerie haute résolution non invasive, sans marquage, et en
direct dans les cultures 2D et 3D, pour l'étude longitudinale
de cellules et d'échantillons humains.

https://doi.org/10.1051/photon/202412737

Article publié en accés libre sous les conditions définies par la licence Creative Commons Attribution License
CC-BY (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0), qui autorise sans restrictions lutilisation, la diffusion,
et la reproduction sur quelque support que ce soit, sous réserve de citation correcte de la publication originale.

commerciaux font actuellement s'appuie sur la mesure des échos
défaut. La tomographie dynamique lumineux pour étudier les tissus en

par cohérence optique plein champ
(DFFOCT), développée par notre
groupe a Paris, offre une solution sus-
ceptible de répondre aux besoins des
communautés de la recherche et de
lindustrie pharmaceutique [1].

La tomographie par cohérence
optique (OCT) est souvent décrite
comme l'équivalent optique de
l'imagerie échographique, car elle

couches de maniere non invasive [2].
Ces mesures sont réalisées par inter-
férométrie optique puisqu'aucun dis-
positif électronique n'est capable de
résoudre temporellement les échos
provenant de structures espacées de
seulement quelques microns. Le fais-
ceau provenant d'une source lumi-
neuse a faible cohérence temporelle
est divisé en deux parties, une partie
allant au bras d'échantillon ot il est
rétrodiffusé depuis les structures
d'échantillon internes situées
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a différentes profondeurs, tandis
que l'autre partie est réfléchie par
un miroir de référence placé a une
distance qui correspond aux temps
de propagation des deux faisceaux,
afin qu'ils puissent interférer une fois
recombinés. La quantité de lumiére
rétrodiffusée dépend des différences
dans la distribution de l'indice de ré-
fraction a partir d'un emplacement
confiné a l'intérieur de I'échantillon.
Gréce a la faible cohérence, '0CT
ne détecte que la lumiere rétrodif-
fusée depuis un plan de cohérence
dont la localisation en profondeur
est choisie en ajustant la longueur
du bras de référence, conduisant a
une capacité de sectionnement qui
dépend de la bande passante de la
source, et est donc découplée de la
résolution latérale. La résolution
axiale de 'OCT peut donc dépasser
la limite théorique de diffraction
axiale contraignant les microscopies
a grand champ et confocales. Grace
a ces attributs, 'OCT a été largement
utilisée depuis son invention, notam-
ment pour le diagnostic médical, ou
un large champ de vue mais égale-
ment une imagerie haute résolution
sont souhaitables. Jusqu’a présent,
I'OCT a principalement été utilisée
pour fournir des informations mor-
phologiques basées sur la lumiere
rétrodiffusée provenant de struc-
tures présentant différents indices
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de réfraction a l'intérieur des tissus,
comme l'observation des couches
rétiniennes ou l'organisation de la
matrice extracellulaire. Néanmoins,
grice a sa vitesse d'imagerie et a ses
capacités de sensibilité, 1'étude des
variations temporelles du signal OCT
permet de quantifier la facon dont
une grande variété de structures
biologiques se déplacent, se déve-
loppent ou se remodeélent au fil du
temps, ajoutant potentiellement un
niveau de caractérisation plus élevé
pouvant étre utilisé pour augmenter
la spécificité de I'OCT.

Tirer parti de ce comportement
temporel, a différentes échelles de
temps, a permis aux chercheurs
d'avoir un apergu plus approfondi des
mécanismes cellulaires et subcellu-
laires, conduisant progressivement
a la mise en place d'une technique
d'imagerie fonctionnelle non invasive
sans marquage appelée OCT dyna-
mique (D-OCT). [2]. Lidée principale
est de collecter le signal provenant
de la méme zone d'imagerie au fil du
temps afin de générer une série de
trames qui contiendront l'évolution
temporelle du signal d’interférences.
Les fluctuations temporelles rapides

Figure 1. Schéma de configuration du D-FFOCT
et photographie du microscope a l'Institut
delaVision a Paris.

(0,1 2 20 Hz) du signal OCT dans les
échantillons vivants reposent géné-
ralement sur un transport actif a l'in-
térieur des cellules, nécessitant donc
des cellules vivantes produisant et
consommant de Iénergie (typique-
ment sous forme d'ATP) et une organi-
sation fonctionnelle du cytosquelette
[2]. Dans certaines cellules, y compris
les cellules épithéliales pigmentées de
la rétine, il a été démontré que le si-
gnal D-OCT provenait principalement
du transport mitochondrial [3].
Comme le confirme I'histologie
corrélative et/ou la microscopie a
fluorescence, le D-OCT permet la
visualisation de cellules spécifiques
et de leurs noyaux, permettant ain-
si l'identification de 1'état mitotique
des cellules [1], tandis que les fluc-
tuations temporelles peuvent étre
stimulées par une motilité cellulaire
accrue ou des fluctuations membra-
naires, comme dans les leucocytes,
leslymphocytes et les globules rouges,
démontrant ainsi le potentiel d'identi-
fier spécifiquement certains types de
cellules. En conséquence, griace a la
grande variété de structures qu'il peut
identifier, le D-OCT évite le besoin de
marqueurs fluorescents, surmontant
ainsi les inconvénients liés a la pho-
totoxicité et aux biais introduits par
ces outils. Cela permet également de
saffranchir dela plupart des étapes de
préparation des échantillons.
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La réalité augmentée et
la réalité virtuelle sont
souvent basées sur
l'utilisation d’écrans
miniatures, les NED
(Near-Eye Diplays).

L’AR-VR touche aujourd’hui un
nombre d’applications croissant :
la défense, le médical, I"éducation,
le divertissement, le tourisme, le
sport, 'ingénierie...

Pour répondre au mieux aux différents
besoins et garantir la meilleure
expérience utilisateur, les fabricants
et intégrateurs de NED travaillent a
augmenter les performances de leurs
produits : la résolution, la netteté, le
contraste, les couleurs...
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Pour caractériser ces différents
parameétres, ainsi que pour répondre
aux enjeux liés a la sécurité/
santé des utilisateurs (du fait de la

Figure 2. Adapté de [4]. Organoide suivi pendant 17 jours en culture (barre échelle 50um) proximité de l'ceil avec les écrans),
et zoom sur un événement de mitose se produisant sur une échelle de temps de quelques Pro-Lite Technology propose des
minutes (panels temps T0, TO+8 minutes, TO+ 16 minutes ; barre échelle 20 pm). vidéophotometres et vidéocolorimetres

équipés de lentilles spéciales, congus
par Westboro Photonics pour s’adapter
aux configurations NED.

Les images d'OCT dynamiques n'utilisent aucun marquage Les systémes de Westboro fournissent
fluorescent. Aulieu de cela, lesimages couleur sont construites des images étalonnées en luminance
en attribuant une carte de couleurs qui refléte le niveau et couleur. Le logiciel permet leur
d’activité intracellulaire, avec des couleurs vives et chaudes traitement, afin d’'obtenir les valeurs
indiquant un comportement métabolique distinct, élevé d'uniformité, de contraste, mais aussi de
et rapide. Ainsi, les cellules rouge brillant sont trés actives détecter des défauts tels que les pixels
avec des mouvements d’organelles rapides a une fréquence morts, pixels brillants, bulles, lignes...
particuliére, tandis que les cellules bleu terne sont lentes et
alarge contenu fréquentiel. Les cellules deviennent rouge vif CONTACT
avant un événement de mitose par exemple. Nicolas Marlet,
nicolas.marlet@pro-lite.fr
+33 (0)5 47 48 90 70
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Nous avons développé une variante
de D-OCT appelé OCT plein champ
dynamique (D-FFOCT) qui utilise une
caméra 2D pour capturer des images
plan par plan dans la profondeur de
I'échantillon. Un module D-FFOCT
a été concu par 1'équipe pouvant
s'interfacer avec un microscope
conventionnel (Figure 1) afin que
les utilisateurs biologistes puissent
facilement adopter cette nouvelle
modalité d'imagerie et valider leurs
résultats par comparaison avec des
images de microscopie standard.
Les échantillons 3D tels que les or-
ganoides rétiniens [4] et les échan-
tillons 2D tels que les fibroblastes [5]
peuvent étre imaggés.

Les échantillons sont contenus dans
un micro-incubateur (de platine) qui
les maintient dans des conditions
de culture tout au long de la procé-
dure d'imagerie, ce qui signifie qu'ils
peuvent étre suivis sur des périodes
de quelques secondes, heures, jours,
voire mois, sans endommager l'échan-
tillon. Lutilisation d’'une faible puis-
sance d’illumination couplée aux
longueurs donde infrarouges utilisées
(810 nm +/-25 nm) permet de n'obser-
ver aucune photoxicité. Des images
en volume a travers la profondeur de
I'échantillon peuvent étre acquises,
ou un plan de profondeur fixe peut
étre choisi si nous souhaitons suivre
la croissance et les modifications de
'échantillon au fil du temps.

Lesimages d'OCT dynamiques sont
calculées dans l'espace colorimé-
trique Teinte-Saturation-Luminosité
(Hue-Saturation-Brightness, HSB). La
teinte est calculée avec la fréquence
moyenne, du bleu (basses fréquences
temporelles) au rouge (hautes fré-
quences temporelles). La saturation
est calculée comme l'inverse de la
bande passante de fréquence ; par
conséquent, un signal avec une bande
passante plus large (par exemple, un
bruitblanc) semble terne, alors qu'un
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signal avec une bande passante étroite
semble vif. La luminosité est calculée
comme l'écart type courant.

Lestravaux futurs comprennentla
quantification des images acquises
pour tendre vers des informations
spécifiques. Nous travaillons actuel-
lement sur des outils basés sur I'TA
pour automatiser la segmentation
cellulaire et 'analyse des caractéris-
tiques cellulaires et subcellulaires
dans le but d'aider le biologiste a
évaluer la morphologie, 1'état mé-
tabolique, la croissance, la dégéné-
rescence ou l'effet thérapeutique de
son échantillon.

Le D-FFOCT a été utilisé dans divers
échantillons biologiques, depuis les
organoides intestinaux jusqu'au pois-
son zebre vivant. Ici, nous soulignons
I'imagerie des organoides rétiniens
(1, 4].

La figure 2 montre un organoide
rétinien au cours du développe-
ment, suivi pendant 17 jours dans
des conditions de culture. Zoomer
sur l'ensemble de données permet
d’identifier des événements biolo-
giques tels que la mitose, montrée
dans la rangée inférieure de la fi-
gure 2.

Les organoides peuvent étre utili-
sés dans la modélisation de maladies,
ou les cellules de patients peuvent
étre cultivées pour reproduire une
maladie génétique, par exemple, ce
qui peut conduire a la dégénéres-
cence del'organoide. Limagerie en di-
rect avec le D-FFOCT permet doncle

suivi des mémes organoides pendant
la croissance et la dégénérescence
pour aider a mieux comprendre
l'origine de la maladie et a identifier
les cibles thérapeutiques. Les effets
d’éventuelles thérapies peuvent éga-
lement étre suivis par imagerie, ce
qui promet des applications futures
en médecine personnalisée.

Lesimages dynamiques n'utilisent
aucun marquage d'OCT fluorescent.
Au lieu de cela, les images couleur
sont construites en attribuant une
carte de couleurs qui refléte le niveau
d’activité intracellulaire, avec des
couleurs vives et chaudes indiquant
un comportement métabolique dis-
tinct, élevé et rapide. Ainsi, les cel-
lules rouge brillant sont tres actives
avec des mouvements d'organelles
rapides a une fréquence particuliere,
tandis que les cellules bleu terne sont
lentes. Les cellules deviennent rouge
vif avant un événement de mitose par
exemple (figure 2).

En conclusion, le D-FFOCT est une
technique prometteuse d'imagerie en
3D, en direct, et non invasive déchan-
tillons pouvant étre utilisée dans des
contextes médicaux. Aucun mar-
queur fluorescent n'est nécessaire car
la carte des couleurs illustre l'activité
subcellulaire naturelle de I'échantil-
lon. Nous avons développé une solu-
tion modulaire D-FFOCT intégrable
dans les microscopes standards.
Nous prévoyons son utilisation crois-
sante pour accompagner le marché
croissant des organoides dérivés de
patients.





