FOCUS SUR LA LIBS

AUX PORTES DE LA CLINIQUE
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L'étude de la dérégulation des métaux au sein des tissus
biologiques intéresse de plus en plus le monde médical car
une répartition anormale des métaux est une information
importante qui peut contribuer au diagnostic clinique,

et orienter le choix du traitement pour de nombreuses
pathologies. En tant que méthode d’analyse élémentaire
«tout optique », 'imagerie LIBS (laser-induced breakdown
spectroscopy) est un candidat idéal pour étudier la
composition élémentaire des tissus humains.
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epuis quelques années,
lapplicationdelaLIBS a
I'imagerie élémentaire
connait un essor gran-
dissant. Lamélioration
récente de ses perfor-
mances rend cette technologie de
plus en plus attractive pour un grand
nombre de champs applicatifs, cou-
vrant les domaines de I'analyse des
matériaux géologiques, de 'industrie
au biomédical [1]. Ce type d’analyse ré-
solue spatialement nest pourtant pas
nouveau. Les travaux ayant montré
les premiéres cartographies élémen-
taires ont été publiés dans les années
1990. En France, 'imagerie LIBS a été
portée au début des années 2000 par le
groupe de Patrick Mauchien du CEA,
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en démontrant notamment la pos-
sibilité d'atteindre une résolution a
I'échelle du micromeétre pour l'analyse
de matériaux nucléaires. Au début des
années 2010, la mise sur le marché de
nouveaux détecteurs intensifiés, plus
rapides et plus sensibles, a fortement
contribué aux avancées récentes de
cette approche, lui ouvrant le champ
trés convoité des applications biomé-
dicales [2].

Cette technologie d'imagerie per-
met d’atteindre des résolutions mi-
crométriques avec des sensibilités de
l'ordre du ppm (partie par million).
Elle offre par ailleurs des caracté-
ristiques uniques. Contrairement
aux méthodes plus convention-
nelles telles que la spectrométrie de

fluorescence X en synchrotron (mi-
cro-XRF), lamicrosonde de Castaing
ou l'ablation laser couplée a la spec-
trométrie de masse (LA-ICP-MS), une
approche « toute optique » est direc-
tement compatible avec la microsco-
pie optique et donc avec les méthodes
d'observation traditionnelles des tis-
sus biologiques. Elle fonctionne par
ailleurs en conditions ambiantes, n’a
aucune difficulté a détecter des élé-
ments légers et présente une mise
en ceuvre beaucoup plus simple que
toutes les autres approches d’analyses
élémentaires. Dans cet article, nous
proposons un état des lieux de nos
travaux dédiés aux développements
instrumentaux de I'imagerie LIBS et
alanalyse d’échantillons médicaux.



PRINCIPE ET INSTRUMENTATION

Le systéme d'imagerie LIBS que nous avons
développé repose sur un montage de type
microscope (¢f Fig. 1). Cet appareil com-
prend uneligne d'injection laser, différentes
caméras de controle (surface de I'échantil-
lon, plasma) et éclairages (lumiére blanche,
pointeur laser), une voie d'imagerie champ
large permettant une visualisation optique
haute définition, ainsi que plusieurs lignes
de collections optiques connectées a des
spectromeétres par l'intermédiaire de fibres
optiques [3]. Le laser utilisé est un laser
Nd:YAG nanoseconde fonctionnant dans la
longueur d'onde fondamentale (1064 nm)
avec une fréquence de 100 Hz (Centurion,
Lumibird). Lénergie utilisée par impulsion
est typiquement de l'ordre de 1 mJ. Le sys-
téme est équipé de plusieurs spectrometres
Czerny-Turner couplés a des caméras ICCD
(Istar, technologie Andor) ainsi que des
spectromeétres compacts (HR2000 +, Ocean
Insight), qui peuvent étre utilisés simultané-
ment. Le faisceau laser est focalisé a l'aide
d'un objectif réflectif de grossissement x15.
Pour toutes les expériences d'imagerie, le
plasma induit par laser est généré en conti-
nu tout en balayant la surface de 'échan-
tillon. Le balayage est effectué ligne par
ligne en utilisant une platine motorisée. La
cadence dacquisition est ainsi équivalente
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alafréquence du laser (i.e. 100 Hz) et une
image de 1 mégapixel peut étre obtenue
enmoinsde 3heures [4]. Les analyses sont
réalisées a température et pression am-
biantes dans l'air ou dans une atmosphere
d'argon. Enfin, lensemble de l'instrument
est controlé par un logiciel développé par
notre laboratoire, permettant de réaliser
des séquences de balayage automatique
avec un asservissement de la focalisation
du faisceau.

RESOLUTION ET SENSIBILITE

En imagerie LIBS, les performances
accessibles (i.e. résolution spatiale et li-
mites de détection) sont fortement liées
aux processus d'ablation laser. Pour as-
surer la meilleure répétabilité possible, il
estimportant d’éviter tout recouvrement
entre tirs lasers consécutifs. La limite
de résolution est i.e. ainsi régie par les
dommages induits par le laser (i.e. taille
du cratere), tandis que les limites de dé-
tection (LDD) dépendent a la fois de la
masse de matiére vaporisée (i.e. volume
du cratere) et de la capacité d'excitation
de I'impulsion laser. Il y a donc un com-
promis a faire entre ces deux parametres.
Afin de donner la priorité a la sensibilité,
nous travaillons préférentiellement avec
des tailles de cratere de l'ordre de o o o
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Figure 1. Vue schématique du montage d’imagerie LIBS.
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Une large gamme de lasers
YAG pulsés, du mJ au J,
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10 um. Il est important de mention-
ner que l'ablation laser s'accompagne
de différents mécanismes, tels que la
formation d'ondes de choc etla diffu-
sion thermique, qui peuvent entrai-
ner une détérioration de I'échantillon
encore plus importante que l'ablation
elle-méme. Ces effets sont d’ailleurs
plus importants sur des matériaux
mous tels que les échantillons mé-
dicaux, généralement inclus en pa-
raffine. Dans ce sens, la résolution
ultime d’analyse pour de tels échantil-
lons se situe plut6t autour de 20 um.
Lafigure 2 montre la plage accessible
typique des LDD obtenues dans ces
conditions. Comme on peut le voir,
les LDD inférieures a 1 ppm sont
généralement atteintes pour les mé-
taux alcalins et les alcalino-terreux.
La sensibilité reste intéressante pour
les autres métaux, avec des LDD su-
périeures a 20 ppm, mais se dégrade
fortement pour les éléments orga-
niques et les halogénes. Ces LDD

relatives sont obtenues en configura-
tion mono-tir et a partir d'une masse
ablatée de l'ordre de la fraction de
nanogramme. Exprimées en limites
de détection absolues, des valeurs
généralement inférieures au femto-
gramme peuvent étre ainsi atteintes.

Nos premiers travaux sur les tissus
biologiques ont été réalisés dans le
but de visualiser la distribution tissu-
laire de nanoparticules préalablement
administrées a des animaux [3]. Ces
travaux ont été décrits dans plusieurs
articles concernant des études précli-
niques (Fig. 3(a,b)), ou 'imagerie LIBS
a été utilisée en complément de tech-
niques plus conventionnelles telles
que laTEM (microscopie électronique
a transmission) ou la microscopie de
fluorescence [5] pour la possibilité
dobservation des éléments a Iéchelle
de lorgane entier. Plus récemment,
nous avons commenceé a explorer le

potentiel de cette approche pour ré-
pondre a un besoin médical [6]. En
clinique, 1a possibilité de coupler I'ima-
gerie élémentaire al'imagerie tissulaire
conventionnelle pourrait révolution-
ner l'approche diagnostique. En effet,
par manque d'outils, les anatomo-pa-
thologistes ne recherchent générale-
ment pas la présence de métaux dans
les biopsies tissulaires des patients.
Un cas décole, illustré sur la figure 3a,
montre la présence anormale d’alumi-
nium dans un granulome cutané sur-
venu au site d'injection, chez un jeune
patient aprés une vaccination. D’autres
exemples montrantla distribution hé-
térogene déléments endogénes pour
différents types de tumeurs cutanées
sont illustrés par la figure 3d.

Dansun dernier exemple illustré par
lafigure 4, nous montrons la possibilité
offerte par 'imagerie LIBS de caractéri-
ser la composition élémentaire de tis-
sus pulmonaires de patients exposés a
différentes poussiéres métalliques et/
ou minérales. De plus, cette analyse a
permis de reclasser une maladie pul-
monaire idiopathique en une maladie
dorigine professionnelle, attribuée a
une ancienne exposition a la silice.
Récemment, nous avons analysé une
vingtaine de biopsies pulmonaires,
en mettant en évidence un certains
nombres d’éléments chimiques exo-
génes anormaux, comme le silicium,
le titane, le chrome ou encore le

Figure 3. (a) Image de la distribution de nanoparticules d'or dans un rein et (b) dans une tumeur apreés injection intraveineuse chez
le rongeur. (c) Analyse histologique et images élémentaires associées d’un granulome a corps étranger chez un patient du CHUGA.
(d) Exemples de résultats obtenus sur différents types de tumeurs.

36 www.photoniques.com 1 Photoniques 103



zirconium. La quantité d'information
collectée sur ces types déchantillons
est cependant tres importante et nous
travaillons au développement doutils
statistiques multivariés voire méme
des méthodes d'apprentissage pro-
fond (deep learning) en intelligence
artificielle pour optimiser nos capa-
cités d'analyse élémentaire tissulaire.
A terme, ces méthodes statistiques
devraient permettre de faciliter le
traitement des données spectrales
ainsi que l'interprétation des images
obtenues, ce qui permettradeleverl'un
des derniers verrous avant la possible
implémentation d'instruments LIBS au
sein des hopitaux, comme outil d'aide
au diagnostic clinique.

. ETL

AU SERVICE DE I’

L'imagerie LIBS est aujourd’hui un
outil d'analyse robuste. Nous croyons
fortement que cette approche pour-
rait devenir un outil puissant de dia-
gnostic fournissant aux cliniciens de
nouvelles sources d'informations
pour mieux comprendre l'origine et
le développement des pathologies
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liées a lexposition a des métaux
(maladies respiratoires, dermato-
logiques, cancers, etc.). Cependant,
pour se conformer aux contraintes
de la recherche clinique, les atouts
de l'imagerie LIBS ne seront vrai-
ment démontrés qu'apres l'analyse
de centaines d'échantillons. Aussi,
nous avons lancé une premiére

Figure 4.

Exemple d'analyse d'un échantillon de
poumon humain, obtenu a partir d'un patient
ayant subi une transplantation pulmonaire
pour emphyseme. (a) Image histologique

du poumon. (b) Images de la distribution

des particules obtenues grace a une analyse
en composantes principales.

étude clinique dans le domaine
des maladies pulmonaires [7]. Les
échantillons ont été collectés dans
différents hopitaux et sont en cours
d'analyse. Nous travaillons en paral-
lele a la mise en place de méthodes
statistiques pour pouvoir interpréter
les grandes quantités d’'informations
collectées.
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