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La spectroscopie vibrationnelle ex-
ploite le fait que les molécules pos-
sedent des fréquences spécifiques
pour lesquelles elles tournent ou
vibrent en correspondance avec des
niveaux d'énergie discrets appelés mo-
des vibratoires. Ces modes vibratoires
absorbent dans le domaine du proche
et lointain infrarouge (IR) (de 2 pm
a 1000 pm) et sont utilisés comme
une véritable signature moléculaire
(figure 1a). Cest Paméricain William
Coblentz qui en 1905 publia le pre-
mier recueil des spectres IR compilant
ainsi des centaines de spectres issus de
fastidieuses mesures réalisées avec ses
propres appareils. La spectroscopie IR
se développa alors rapidement comme
outil de caractérisation en chimie
avant d’étre détronée parla résonance
magnétique nucléaire dont la dépen-
dance a la composition chimique fut
découverte en 1950. Pour les applica-
tions relevant des sciences du vivant,
la spectroscopie IR est une méthode
de caractérisation largement utilisée,
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Les biomolécules peuvent étre visualisées directement en
microscopie optique en mesurant leurs modes vibratoires, et
ceci dans des environnements complexes comme les cellules et
les tissus.Cependant le passage des mesures spectroscopiques
en cuvette a I’imagerie des systemes vivants a nécessité
des efforts tout particuliers qui ont aujourd’hui atteint une
maturité capable d’apporter des solutions novatrices en
biologie et en médecine. Cet article présente les grandes lignes
des recherches et réalisations en imagerie spectroscopique
vibrationnelle en partant des concepts de base pour aller vers

les applications.

cependant ses apports sont limités
pour les applications in vivo du fait
de la forte absorption de I’eau dans
le proche et lointain IR. Ce probleme
peut étre résolu en utilisant la diffu-
sion Raman qui permet d’obtenir une
signature des modes vibratoires mo-
léculaires dans le domaine du visible
ou ’absorption par ’eau est faible
(figure 1b). Découverte en 1928 par
Chandrashekhara Venkata Rdman [1]
et indépendamment par Grigory
Landsderg et Leonid Mandelstam [2]
la diffusion Raman est un phéno-
mene inélastique ot une lumiére in-
cidente de pulsation w, est diffusée
en une radiation w;-Qg, ot Qg est la
pulsation du mode vibratoire molé-
culaire (considéré ici comme unique).
Une analyse spectroscopique de la
lumiere diffusée permet de remonter
a Q. Bien que permettant en principe
de connaitre les modes vibratoires de
n’importe quelle molécule, et ceci dans
un milieu aqueux, la diffusion Raman
restera cependant peu utilisée jusque
dans les années 60 (date de la décou-
verte de I'effetlaser) du fait de la faible
section efficace Raman (1 photon sur
1 million de photons incidents est dif-
fusé) et des signaux parasites (comme

la fluorescence) qui viennent pertur-
ber ’analyse des spectres obtenus.
Découverte peu de temps apres I'in-
vention du laser, la diffusion Raman
cohérente [3] allait permettre d’ob-
tenir un gain de sensibilité d’environ
un million sur la diffusion Raman.
Dans ce processus d’interaction
lumiére matiére, deux ondes inci-
dentes (idéalement des impulsions
ultra courtes pour bénéficier de
puissances crétes importantes - de
Pordre du GW/cm?) de pulsation w,
et ;- Oy vont échanger leur énergie
avec le mode vibratoire moléculaire.
Quatre processus se réalisent alors
qui conduisent soit a la création de
nouvelles pulsations (effets CARS
et CSRS - pour coberent anti-Stokes
Raman scattering et coberent Stokes
Raman scattering), soit a I’échange
d’énergie entre les ondes incidentes
(effets SRG et SRL - pour stimulated
Raman gain et stimulated Raman loss)
(figure 1c). Ces 2 processus, tous
concomitants, sont les résultats de
mélanges a quatre ondes résonants,
c’est-a-dire impliquant le mode vibra-
toire Q. Ils sont de plus cohérents et
entretiennent une relation de phase
précise avec les champs incidents a w,
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et w;— Qg. Ainsiles modes vibratoires,
de toutes les molécules présentes dans
la zone d’interaction lumiére matiére,
vontvibrer de concert et les processus
CARS, CSRS, SRL et SRG vont bénéfi-
cier de ’'addition cohérente des ondes
diffusées augmentant ainsi d’un fac-
teur 10°la sensibilité du Raman cohé-
rent par rapport au Raman spontané.
Tout d’abord exploitée a des fins spec-
troscopiques, la diffusion Raman co-
hérente allait bouleverser le domaine
de 'imagerie moléculaire avec la
construction du premier microscope
CARS en 1982 par Duncan etal. [4] et
grandement améliorée par Zumbusch
etal. en 1999 graceal'utilisation de la-
sers a solides [S5]. Ces travaux allaient
lancer toute une communauté sur la
voie de I'imagerie moléculaire sans
marquage et subir une cure de jou-
vence en 2008 avec la réalisation des
premiers microscopes SRS (stimulated
Raman scattering) [6,7]. Aujourd’hui,
la microscopie Raman cohérente s’af-
fiche comme une technologie d’avenir
incontournable dansles domaines de
I'imagerie fonctionnelle des cellules et

N "\ P i
LW W e g\
Mt N

SAL

\\J’r\/\\/\#’(> i
L / \ L, AR YIS

W

DOSSIER

des tissus, du suivi de la pénétration
d’actifs moléculaires dans les tissus et
s’'invite dans le monde du diagnostic
in vivo et en temps réel du cancer [8].

La mise en ceuvre d’une expérience de
Raman cohérent nécessite d’avoir a
disposition deux lasers impulsionnels
de pulsations w; et w;- Qg et présen-
tant un taux de répétition précisé-
ment identique. Ceci afin de pouvoir
assurer un recouvrement temporel des
impulsions (2 w, et w;— Q) au niveau
de I’échantillon. Ce recouvrement est
nécessaire pour activer les mélanges
d’ondes générant les signaux CARS
et SRS. Dans la terminologie consa-
crée du Raman cohérent on appelle
‘pompe’ 'impulsion incidente de plus
haute énergie wp = w; et ‘Stokes’ celle de
plus basse énergie. Quand ws = w; - O,
C’est-a-dire wp—ws = Qp, le mélange
d’onde entre les impulsions pompe et
Stokes est résonant avec un mode vibra-
toire moléculaire Qy, et les processus

Figure 1. Les
processus
d’interaction entre

les modes vibratoires
moléculaires et la
lumiére. (a) Cas

de 'absorption
infrarouge ot une
radiation incidente

de pulsation €y est

N A p » absorbée par un mode
vibratoire a Q. (b) Cas
de la diffusion Raman
ol une radiation

N incidente de pulsation

w; est diffusée

inélastiquement avec

un changement de

fréquence w;— Q. (c)

Cas de la diffusion

Raman cohérente

ot deux ondes de

A oo pulsation w; et w;— O
= interagissent avec

un mode vibratoire

moléculaire pour

donner naissance a

(1) une déplétion de

I'onde a w; (effet SRL - stimulated Raman loss), (ii) une amplification de 'onde a w;- Qy
(effet SRG - stimulated Raman gain) et (iii) la création d’une nouvelle onde a la fréquence
w1+Qy (effet CARS - coberent anti-Stokes Raman scattering). Une derniére onde, non
représentée, est également créée a la fréquence w;— 2Q (effet CSRS - coherent Stokes
Raman scattering) mais elle est généralement non utilisée en imagerie.
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Figure 2. Un microscope Raman cohérent utilise des oscillateurs paramétriques optiques
(OPO) qui délivrent des trains d’impulsions de fréquence précisément identique.

Les impulsions pompe et Stokes, synchronisées temporellement, sont focalisées sur
’échantillon ot elles activent les contrastes CARS et SRS. Le signal CARS est détecté a I'aide
d’un photomultiplicateur (PMT) alors que le signal SRS utilise une photodiode (PD)

et un amplificateur a détection synchrone. GBF : générateur basse fréquence, Rc : résistance
de charge, AOM : modulateur acousto-optique, D : miroir dichroique de recombinaison.

CARS et SRS présentent une sélecti-
vité chimique. Si wp— ws # Qg alors les
processus CARS et SRS sont faibles ou
nuls car non résonants avec les modes
vibratoires, ils ne présentent alors pas
de sélectivité chimique. Idéalement
I'un au moins des lasers doit étre ac-
cordable en longueur d’onde pour
pouvoir faire varier la différence de fré-
quence wp-ws et ainsi pouvoir adresser
un mode vibratoire moléculaire quel-
conque. On note dans la littérature
plusieurs types de mise en oeuvre de
la microscopie Raman cohérente dont
la plus courante est celle indiquée sur
la Figure 2. Le montage utilise des oscil-
lateurs paramétriques optiques (OPO)
qui ont la propriété d’étre accordables
en fréquence (et donc en pulsation w).
Dans la pratique un des OPO garde
une longueur d’onde fixe (OPO1) et on
faitvarier lalongueur d’onde de OPO2
(dans le proche IR) de telle sorte que
wp - wg= Qg (ottw = 2—’“). On exprime
alors en cm™ Iécart en fréquence des
deux impulsions pompe et Stokes
et le systeme peut ainsi balayer tout
le spectre vibrationnel des liaisons
chimiques existantes situées entre
400 cm™ et 4000 cm!.

Dans la pratique on préfere uti-
liser des impulsions dont la durée
est de Pordre de quelques ps (102
s), ceci afin d’assurer une résolution
spectrale de quelques 10 cm™ dans
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la différence wp-ws. Cette résolution
spectrale est nécessaire pour adres-
ser les modes vibratoires les plus fins
des liaisons chimiques. A ’aide d’une
ligne a retard, les trains d’impulsions
sont synchronisés temporellement
et recombinés sur un miroir D puis
envoyés dans des scanners galvano-
métriques qui vont permettre de ba-
layer les deux impulsions focalisées, a
l'aide d’un objectif de microscope, sur
I’échantillon. Au point de focalisation,
et avec des puissances de quelques di-
zaines de mW (pour des impulsions
de S ps avec une fréquence de répéti-
tion de 80 MHz) les puissances lasers
crétes sont suffisantes pour activer les
mélanges de fréquences du Raman
cohérent. On détecte alors le signal
CARS ala pulsation wp+ Qp = 2wp — ws
a l’aide d’un objectif de collection
et d’'un détecteur sensible du type

photomultiplicateur. Le signal SRS
nécessite une instrumentation plus
lourde ; il s’agit de moduler un des
faisceaux et d’observer le transfert
de modulation lié a I'effet SRS sur
Pautre faisceau (cas de OPO2 wp surla
figure 2). En pratique les signaux CARS
et SRS sont acquis conjointement.

La microscopie Raman cohérente
permet d’imager les modes vibra-
toires moléculaires sans avoir a pré-
parer I’échantillon d’aucune fagon.
Activés seulement au point de foca-
lisation d’un objectif de microscope
que 'on balaye dans I'échantillon, les
contrastes CARS et SRS produisent
des images tridimensionnelles avec
une résolution en dessous du micro-
metre. Les liaisons carbone/hydrogene
CH, et CH; donnent d’importants si-
gnaux en Raman cohérent a cause de
la forte section efficace Raman de ces
modes vibratoires mais aussi parce
que ces liaisons sont présentes en
grand nombre dans les protéines et
les lipides. L’organisation des couches
lipidiques joue en particulier un role
tres important dans le caractere fonc-
tionnel de la myéline. Cette substance
grasse est trouvée dans certaines cel-
lules du systéme nerveux ainsi que
dans le systéme nerveux périphérique
(les nerfs). La myéline entoure les
fibres nerveuses et sert a les isoler et a
les protéger, comme le fait le plastique
autour des fils électriques. Dans le cas
de certaines maladies comme la sclé-
rose en plaque, les gaines de myéline

nes (TPEF - CFP)

Myeline (CARS — CH stretch. vib.) Axo

. Progression de la maladie neurodégénérative

Figure 3. Imagerie sans marquage chez le petit animal. Images CARS (rouge) des gaines de
myéline chez la souris lors de I’évolution d’'un modele de sclérose en plaque. Les axones sont

marqués en bleu par un fluorophore (CFP).
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subissent des affections majeures qui
conduisent a leur déstructuration.
La figure 3 montre des images CARS
des gaines de myélines (en rouge) au
cours de la progression d’une sclé-
rose en plaque chez un modele murin
(encéphalomyélite allergique expéri-
mentale - EAE). Dans le cas de souris
saines, on observe comment la gaine
de myéline entoure tout 'axone (ici
marqué avec la protéine fluorescente
CFP) : lors de Iévolution de la mala-
die, la myéline se déstructure en amas
globulaires qui finissent par envahir
tout I'espace inter-axone, produisant
alors des déficiences motrices ma-
jeures chez les individus atteints [9].
Les liaisons carbone/hydrogene ne
sont pas les seules qui peuvent étre
imagées a I’aide du Raman cohé-
rent. En principe toutes les liaisons
chimiques qui signent en Raman
peuvent étre suivies et imagées. Dans
la pratique cette spécificité molé-
culaire est cependant limitée car les
cellules et tissus sont constitués eux
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Figure 4. Etude de la pénétration d’actifs moléculaires dans la peau par microscopie
Raman cohérente. (a) Echantillon de peau humaine abdominale mis au contact (b) d’une
molécule deutérée active en cosmétique. (c) Répartition de I'actif (CARS - rouge) au sein de
I’épiderme (auto-fluorescence a deux photons - vert).

aussi de protéines et de lipides dont
les signatures Raman sont présentes;
le monde du vivant est construit avec
les mémes liaisons chimiques ! Afin de
retrouver une spécificité moléculaire il
est intéressant d’utiliser un marqueur
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isotopique comme par exemple le deu-
térium. Cet isotope de ’hydrogeéne
n’altere pas lastructure et la fonction-
nalité des bio-molécules. La liaison
carbone / deutérium est particulie-
rement intéressante car elle présente
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Figure 5. Comparaison des images SRH (stimulated Raman bistology) (a) et histologique
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gie classique

(marquage éosine et hématoxyline) (b) sur un échantillon de colon sain humain.

une signature Raman a 2100 cm™,
un domaine spectral quasiment vierge
de modes vibratoires pour les molé-
cules endogenes que I'on trouve dans
les systemes vivants. Nous avons utilisé
récemment cette stratégie pour ima-
ger des composés moléculaires actifs
en pharmacologie et en cosmétique
pénétrant dans la peau humaine [10].
La figure 4a présente des échantillons
de peau abdominale humaine qui sont
utilisés et mis en contact avec les mo-
lécules actives dont on veut suivre la
pénétration transcutanée. En utilisant
la signature C-D, il est alors possible
d’imager la répartition d’'un compo-
sé actif (figure 4b - cas de la molécule
LR2412 utilisée dans la créeme an-
ti-age Visionnaire commercialisée par
Lancome) dans I’épiderme. La figure 4c
précise le mode de pénétration de cette
molécule active (en rouge) qui se loca-
lise entre les cornéocytes (cellules de
la surface de la peau) imagées ici par
leur signal d’autofluorescence a deux
photons (en vert).

Déja largement utilisé pour étendre
le champ des connaissances en bio-
logie aussi bien au niveau cellulaire
que tissulaire, le Raman cohérent de-
vient désormais un outil d’imagerie
incontournable grace a de nouvelles
perspectives [8]. C’est tout d’abord
P'utilisation des marquages alkyne
(carbone triple liaison hydrogene,
-C=C- ) qui permet de suivre les syn-
theses ’ADN et d’ARN ainsi que

le métabolisme de molécules mé-
dicamenteuses directement dans
les cellules. Le marquage par des
groupes alkynes a cette propriété
d’étre ‘bio-orthogonal’, c’est-a-dire
de ne pas interférer avec le métabo-
lisme, il est alors possible de suivre
comment une structure moléculaire
est métabolisée par la machinerie
cellulaire [11]. Dans le domaine
biomédical, des études récentes dé-
montrent la possibilité d’utiliser les
images SRS acquises sur les bandes
CH, (2850 cm™) et CH; (2950 cm'™)
pour détecter la progression de tu-
meurs dans les tissus. Cette approche
appelée histologie Raman stimulée
(SRH - stimulated Raman bistology)

POUR EN SAVOIR PLUS

permet d’obtenir des images quasi-
ment identiques a celles obtenues a
I’hopital en histologie classique mais
dans des temps cinquante fois plus
courts (quelques dizaines de mi-
nutes pour le SRH contre 10-24 h
pour I'histologie classique) [12,13].
La figure § présente la comparaison
entre une image SRH et celle obtenue
en histologie classique et démontre
I'intérét du SRH dans un contexte
intra-opératoire pour détecter ra-
pidement des tissus cancéreux.
Des perspectives s’ouvrent également
du coté instrumental ou des efforts
sont menés pour réaliser une image-
rie Raman cohérente en endoscopie.
Pour cela de nouvelles fibres optiques
comportant un coeur creux sont réa-
lisées ; elles ont la propriété de trans-
porter des impulsions ultra-courtes
sans distorsions spectrales et tempo-
relles, nécessaires a I’activation des
contrastes CARS et SRS [14]. Depuis
sa premiére mise en oeuvre en 1982,
I'imagerie Raman cohérente n’a cessé
de puiser sa force dans les avancées
technologiques en optoélectronique
et dans 'ingénierie moléculaire, tout
cela devrait continuer, etil y a forta
parier que ces développements vont
mener 'imagerie CARS et SRS vers
les laboratoires de biologie, 'hopital
et les applications industrielles.
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