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Les premiéres étapes dans le diagnostic du cancer du sein sont la mammographie et |'échographie. Nous avons
développé une aiguille fibrée biseautée pour effectuer pendant I'échographie une mesure de la fluorescence

naturelle & I'intérieur du nodule suspect.

L a fluorescence est la propriété de cer-
taines molécules d'émettre des radia-
tions de longueur d'onde plus longue
que la lumiére ayant servi a les éclairer.
Par exemple un tissu en coton éclairé par
de la lumiére ultraviolette émet de la lu-
miére blanche.

De nombreuses molécules ayant des
propriétés de fluorescence naturelle (dite
fluorescence endogéne) sont présentes
dans l'organisme. On citera par exemple le
NADH coenzyme d'oxydoréduction pré-
sent dans toutes les cellules vivantes, les
riboflavines (vitamine B2) ou les flavopro-
téines quiontla propriété démettre du vert
et du rouge lorsqu'elles sont éclairées par
de la lumiére bleue, ou encore au niveau
tissulaire le collagéne et I'élastine, etc. [1].

Analyser la fluorescence d'un tissu bio-
logique revient a analyser la concentra-
tion de ses molécules fluorescentes. Ces
derniéres ayant un rdle fonctionnel dans
le métabolisme du tissu, leur concentration
donnedes indications sur I'état du tissu. Ce
parameétre physicochimique est une source
d'informations au mémetitre que la densité
du tissu aux rayons X (mammographie), la
réponse ultrasonore (échographie), I'élas-
ticité du tissu (élastographie), ou encore la
réponse magnétique (IRM).

On sait depuis plusieurs décennies
qu’une croissance tumorale modifie les
propriétés de fluorescence des tissus.
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Schéma de principe.

Plusieurs dispositifs permettant de mesu-
rer la fluorescence des organes creux ou
les tissus pendant une opération chirurgi-
cale ont été développés: endoscopes spé-
ciaux ayant un éclairage d'excitation bleu
et un filtre sur la caméra, systemes fibrés
placés dans le canal opérateur de I'endos-
cope [2-4].

Nous développons un dispositif consti-
tué d'uneaiguille fine biseautée « minimale
invasive ' » pour mesurer la fluorescence
des nodules a l'intérieur des tissus. Les
questions a résoudre sont :

"« Minimal invasif » est un terme utilisé surtout en
chirurgie pour les actes permettant de réduire au maxi-
mum les conséquences traumatiques sur le patient.

Fibre optique

Aiguille fibrée

Comment prélever les signaux de fluores-
cence endogéne qui sont généralement
trés faibles au travers d’une aiguille bi-
seautée de faible diameétre ?

Comment surmonter les contraintes d’'un
dispositif in vivo ?

Comment contribuer a 'amélioration du
diagnostic du nodule suspect ?

Le schéma de principe est exposé
ala figure 1. 1l repose sur le principe le
plus élémentaire de spectroscopie de
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fluorescence. La lumiere émise par la
diode laser est injectée dans une fibre
optique unique, collée a l'intérieur de
I"aiguille et polie en bout d'aiguille pour
épouser le biseau de l'aiguille. La lumiére
renvoyée par le nodule est récupérée
dans la méme fibre et renvoyée par la
séparatrice sur un filtre qui élimine la
lumiere d’excitation. Elle est ensuite ré-
injectée dans une fibre qui la conduit a
un spectrometre. Linformation collectée
est constituée de l'intensité et du spectre
de la fluorescence renvoyée par le tissu
biologique analysé [5].

L'acte médical consiste a faire parvenir
la pointe de l'aiguille dans le nodule grace
aun guidage échographique, et a relever
le signal de fluorescence en différents
points du nodule. La figure 2 est une image
échographique de l'aiguille al'intérieur du
nodule au moment de la prise de mesure.

Une premiére question est le choixde la
lumiére d'excitation. Excitation continue ?
Excitation par pulses picoseconde pour
faire de la spectroscopie résolue dans le
temps ? Excitation multilongueur d'onde,
mono longueur d'onde etc. ? Quelle(s)
longueur(s) d'onde choisir ? Le véritable
probléme est la méconnaissance du com-
portement des substances fluorescentes
in vivo a l'intérieur des nodules cancé-
reux et bénins. Les petits avantages bien
connus d'une approche par rapport a
I'autre ont peu d'importance, par rapport
au besoin de collecter de nombreux cas
cliniques, condition incontournable pour
avoir les moyens de faire le lien entre le
comportement de la fluorescence intra
tissulaire et la grande diversité des pa-
thologies bénignes et malignes.

Lalongueur d'onde d'excitation inoffen-
sive qui génere un signal conséquent de
fluorescence est le bleu ou le proche UV
(supérieur a 360 nm). Il s'agira donc d’une
excitation continue a 405 nm, grace a la
facilité de se procurer ce rayonnement a
bas co(t, et le peu de différences obser-
vées avec les longueurs d'ondes voisines.

Un second probléme est le biseau trés
affuté de 15° des aiguilles hypodermiques.
Le risque d‘éclatement de la pointe de I'ai-
guille pendant I'acte médical a été résolu
en scellant la fibre dans une colle époxy
biocompatible ayant les bonnes proprié-
tés. Nos aiguilles congues pour l'usage

Image échographique de I'aiguille dans
le nodule.

unique résistent a plus d'une centaine
d'entrées dans des nodules durs, la pointe
d’inox s€mousse totalement bien avantle
détachement d’une partie du bout de la
fibre. Le biseau de 15° pose également un
probléme optique, la lumiére d'excitation
se réfléchit totalement sur le biseau de la
fibre (fonction de l'indice de fibre utilisé
voisin de 1,5, et celui des tissus voisin de
1,35, laréflexion totale devientimportante
pour les angles de biseau inférieurs a 25°).
Cette lumiére réfléchie ne fait plus partie
des rayons guidés de la fibre a cause de
son angle trop élevé par rapport a I'axe,
elle traverse donc la gaine optique et va
diffuser dans la colle (figure 3). Lexcitation
se fait par le couplage entre I'onde évanes-
cente générée par la réflexion totale sur
le biseau et le milieu biologique. La sur-
face de la fibre biseautée avec un angle
de 15° présente l'avantage d‘étre 15 fois
plus grande que celle de la fibre perpen-
diculaire, le couplage pour le signal retour
entre la fibre et la fluorescence générée
a la surface de la fibre est efficace. Ceci
a permis d'obtenir du flux avec un faible
diametre de fibre compatible avec les
aiguilles d'injection intradermique 25G
(type vaccin) de 0,3 mm de diametre in-
térieur et 0,5 mm de diamétre extérieur.
Cela laisse la place a une fibre de coeur
de 200 um, et a un joint de colle dépais-
seur 50 um. Par contre de la lumiére
d‘excitation bleue entre dans la colle et
malheureusement les colles aux bonnes
propriétés mécaniques fluorescent, et
se photoblanchissent de maniére réver-
sible. Ceci a posé des difficultés dans le
processus de calibration des aiguilles. Pour
parvenir a un étalonnage des propriétés
des aiguilles avant examen médical, il s'est
avéré utile de ne pas faire un polissage
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Comparaison des dimensions de I'aiguille
a celle d'une aiguille de micro biopsie.

parfait de la surface. Un polissage suivant
les configurations entre 1 et 15 pm avec
un bon sens des stries a permis d’avoir une
sortie contrélée de lumiére diffuse en plus
de l'onde évanescente permettant un éta-
lonnage simple et fiable de I'aiguille juste
avant son utilisation.

Quant au dispositif optique, I'adap-
tation des multiplexeurs congus pour
les télécoms au domaine du visible ont
permis d’avoir un montage totalement
fibré, ce qui a permis non seulement un
gain de poids, de robustesse des réglages,
de colt, mais aussi de flux collecté.

La figure 4 montre une photo de notre
aiguille (25G) comparée a une aiguille de
micro-biopsie (14G) utilisée pour préle-
ver des échantillons de nodule. Méme si
nous qualifions le dispositif de minimal
invasif, il n‘en reste pas moins soumis a
I'ensemble des contraintes d’un dispositif
destiné a pénétrer dans le corps humain.
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Une aiguille fine biseautée ne peut pas
étre utilisée autrement qu'en usage
unique. En effet I'extrémité de la pointe en
inox est peu robuste et perd son tranchant
au bout de quelques usages. Pour pouvoir
faire des premiers essais cliniques in vivo
chez 'homme, il a fallu plusieurs années
pour que I'ensemble du dispositif puisse
répondre a toutes les normes. Nous avons
fini la premiéere partie de I'étude clinique
avec 60 patients, et suite aux résultats en-
courageants, nous effectuons la seconde
partie de 250 cas.

Concernant l'effet atténuateur de I'hé-
moglobine sur le signal in vivo, nous avons
confirmé les effets observés sur le petit
animal. Laiguille en pénétrant dans le
tissu produit une micro-hémorragie. Par
contre le sang met quelques secondes a
arriver au niveau de la pointe de l'aiguille,
il y a un délai de 3 ou 4 secondes pour
prendre la mesure (a condition de ne pas
étre dans un vaisseau). Si on avance un
peu plus profondément l'aiguille, on peut
reprendre une mesure sans l'effet hémor-
ragique. Par contre si le médecin fait un
geste de retrait partiel de l'aiguille avant
ou pendant lamesure, le signal de fluores-
cence seralargement sous-évalué a cause
des liquides hémorragiques et du mauvais
contact de la fibre avec les bords du tissu.

La capacité de ce dispositif a mesurer
la fluorescence a l'intérieur des tissus
in vivo n‘aurait absolument aucun intérét
s'il ne répondait pas a un probléme médi-
cal. Nous travaillons aussi sur le cancer du
foie et du poumon. Chaque cancer ayant
sa propre problématique, nous expose-
rons uniquement de maniére tres simpli-
fiée celle du sein.

La croissance d’amas cellulaires non
fonctionnels est a l'origine de nodules se
formant dans la masse tissulaire. Certains
nodules, méme de taille trés importante,
n‘auront aucune conséquence surla santé
dela personne, ce sont les nodules bénins.
D’autres vont de maniere plus ou moins
rapide se propager a des organes vitaux
etleurfaire perdre leur fonctionnalité avec
des effets tres graves, ce sont les nodules
cancéreux. Dans le sein, on dit quiilyaun
continuum qui va du bénin au patholo-
gique, certaines tumeurs bénignes ayant
une certaine probabilité de devenir plus
tard malignes. Il n'y pas de critére de si-
gnalisation universel du caractére can-
céreux du nodule, beaucoup de cancers
se détectent uniqguement grace a des
effets secondaires bénins, des microcal-
cifications visibles a la radio par exemple,
qui pourtant souvent ne cachent pas de
cancer. De nombreuses tumeurs malignes
sont étoilées, peu élastiques, hypo-écho-
génes, mais il en existe d'autres trés sphé-
riques, élastiques et hyper-échogenes etc.
Lexamen radiologique détecte les no-
dules par leur densité, le caractére étoilé
est un mauvais signe. Mais ce n'est pas
suffisant pour prendre une décision [6].
La suite de l'examen est I'échographie, qui
attribue des propriétés supplémentaires
au nodule : hypo ou hyper-échogene,
délimitation des contours, ombre acous-
tique, état de la vascularisation etc. A ce
stade le radiologue va émettre un pro-
nostic selon le classement ACR. Le clas-
sement ACR3 signifie que la probabilité
de malignité estinférieurea 2 % et quela
surveillance est renforcée, ACR4 signifie
une probabilité de malignité entre 2 % et
95 % et ACR 5 plus de 95 %. Dans le cas des
ACR4 et 5 on effectue une micro-biopsie,

Le développement de nouveaux systémes
optiques d'imagerie infra-vitale est en plein
essor. Ainsi, M. Gora et ses collaborateurs
de la Harvard Medecine School, & Boston
aux USA, ont mis au point une petite capsule
contenant un OCT miniaturisé (tomographe
par cohérence optique) et attachée & un ca-
théter trés fin. Ce dispositif est simplement
avalé par le patient, ce qui permet d'imager
I'cesophage avec une résolution d’environ
10 pm sans aucune anesthésie (référence :
M. Gora et al., Nat. Medecine 19 (2013)).



c'est-a-dire le prélévement
d’une carotte de tissu de

Spectre du fibroadénome en bleu et du carcinome canalaire
infiltrant en gris
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de la carotte de biopsie. 2
Chaque examen augmente
la probabilité de diagnostic
correct sans étre infaillible.
En effet, la biopsie a pu
étre faite dans une partie
du nodule qui n'est pas
cancéreux [7], la structure
des amas cellulaires ob-
servés au microscope peut
étre douteuse, d'autres facteurs entrent
en compte comme |'age du patient, les
antécédents familiaux, la présence de
certains génes etc. Notre examen se situe
entre échographie et la biopsie, l'objectif
étant d'éviter les biopsies inutiles, d'avoir
une confirmation supplémentaire du ca-
ractere bénin du nodule quand la biopsie
ne sejustifie pas, ou encore d'émettre des
alertes sur des cas apparemment peu sus-
pects. Pour cela nous travaillons sur deux
axes:les critéres de fluorescence suspects
ou rassurants, et I'analyse différentielle
de pathologies bénignes ou malignes
qui peuvent se confondre a l'imagerie. A
titre d'exemple des adénoses ou fibroa-
dénomes bénins (que I'on retrouve d‘ail-
leurs tres fréquemment dans les ACR4)
sont connus pour souvent ressembler au
carcinome canalaire infiltrant malin. Par
contre sur la signature de fluorescence
in vivo il y a des caractéristiques les dis-
tinguant clairement (figure 5) du moins
sur I'ensemble des cas que nous avons
observés. Il ne faut pas oublier non plus
que la physiologie des pathologies évolue
dans le temps, les vieux fibroadénomes se
calcifient fréquemment, le centre des car-
cinomes se nécrose avec le temps et peut
perdre en intensité de fluorescence. Il faut
donc toujours rester prudent et modeste
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Spectres normalisés du fibroadénome en bleu et du
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dans ce domaine, la diversité des formes
que peuvent prendre les pathologies tant
bénignes que malignes est telle, que ce
n'est qu'avec le temps et de treés nombreux
cas que l'on arrivera a définir I'apport
durable de ce type d'information dans la
prise en charge du patient.
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