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Résumé — Nous développons au CEA-LETI un tomographe optique de fluorescence pour petits animaux afin de
caractériser de facon non invasive, les tumeurs marquées par un fluorophore. Comme les tissus biologiques ont de:
caractéristiques optiques tres diverses, la reconstruction de la fluorescence nécessite la prise en compte des variations
coefficients optiques dans le milieu traversé. Ceci est réalisé par une reconstruction d'une carte des inhomogénéités
optiques a partir des mesures d’excitation précédant la reconstruction de la distribution de fluorescence. Une campagne di
validation sur fantdme montre, en accord avec des simulations, que les reconstructions de la fluorescence sont améliorée
guantitativement et qualitativement lorsqu’on corrige des inhomogénéités optiques. Enfin, nous montrons que la méthode
peut étre utilisée pour le suivi du développement du cancer des poumons d’une souris.

Abstract — An optical fluorescence tomographer is being developed in the CEA-LETI in order to non invasively characterize tumors
targeted by a fluorescence marker on living small animals. As biological tissues optical properties are highly heterogeneous, accurate
fluorescence reconstructions must take them into account. It is achieved by reconstructing an optical heterogeneity map from the
excitation measurements before doing the actual fluorescence distribution reconstruction. Validation experiments performed on a
phantom show, accordingly to simulations, that the fluorescence reconstructions are improved quantitatively and qualitatively when the
optical heterogeneity is taken into account. A follow up of lungs tumors of a living mouse shows the ability of the method to be applied
for oncological studies.

1. Introduction montrerons qu’elle permet d’améliorer la qualité de la

La tomographie optique de fluorescence dans |ekeconstruction. Pour cela, nous détaillerons d’'abord la
milieux diffus est une méthode qui permet d'obtenir de®hysique du systeme (modele de propagation de la lumiere
mesures fonctionnelles & faible codt sur les petits anima@ génération des signaux de détection), montrerons le
[1]. Cette méthode consiste & injecter une moléculgrincipe de Ia_ recon_struction dans des milieux diffus
fluorescente fonctionnalisée pour cibler des cellule§omogenes, puis expliquerons comment cette méthode est
d'intérét (typiquement des cellules cancéreuses), a acquéfRITigée lorsque le milieu sondé a des propriétes optiques
des mesures optiques de transmission et de fluorescenb@térogenes. Ensuite, nous présentons des validations
puis & reconstruire la distribution de fluorophores afin d€XPerimentales sur fantdme et souris puis conclurons.
localiser les cellules cancéreuses et de quantifier leur
activite. 2. Théorie

Comme les constituants biologiques ont des propriétés
optiques trés variées [2], la dynamique des signau : i
optiques mesurés dépend fortement de la nature des tis%]%ieu gtrgg?egca,:}g%n de la lumiere dans le
traversés par la lumiére. Le systéme doit donc étre corrigé ) _ _
de ces hétérogénéités pour obtenir des reconstructions de laL@ technique de tomographie optique de fluorescence
fluorescence justes. A partir de signaux optiques acquis &l consiste en lillumination du milieu sondé par un laser
ilumination continue (i.e non impulsionnelle, ni moduléeinfrarouge (690nm) qui balaie une face de 'animal étudié
en fréquence), la technique classique de correction consi§k dui va exciter les marqueurs. Pour chaque position du
en la normalisation des signaux de fluorescence par |€aS€r. les signaux de fluorescence (780nm) et d’excitation
signaux d’excitation [3] (normalisation de Born) et & alor$$Ont mesurés en sortie du milieu (face opposée aux
reconstruire comme si le milieu était homogeéne. sources) par une caméra CCD.

Dans notre laboratoire, nous avons développé un Au vu des caractéristiques des matériaux biologiques
tomographe optique associé a une algorithmie gdans la gamme de longueurs d'onde considérée, la
reconstruction qui prend en compte les inhomogénéitéé_mp?gation de la lumiere est modélisée par I'équation de
des tissus dans le modéle de propagation de la lumiere [&fffusion de Helmholtz (1) [6]:

Dans cet article, nous expliciterons cette méthode et (DZ +k2¢ ))gp(r ) =-S(r) (1)
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our est la position dans le miliew est la densité de Lorsque le milieu est fortement inhomogéne, comme
photon, S est le terme source d€ est la carte des dans le cas des tissus biologiques, I'approche explicitée
hétérogénéités optiques qui caractérise l'atténuation gwécédemment méne a des erreurs qualitatives et
I'onde lumineuse dans le milieu. guantitatives sur les reconstructions de la fluorescence.

Etant donnée une carte d’hétérogénéités optiques, Ainsi, pour améliorer cette reconstruction dans le cas des
résolution de (1) permet de calculer les fonctions de Gregpetits animaux, nous proposons de reconstruire la carte
G(ryr,) du systéme qui donnent le flux eplorsqu’une  d’hétérogénéités optiquek?(r), avant de reconstruire la
source fonction de Dirac est utilisée Bn Comme on le fluorescence. Pour ce faire, nous utilisons la formule de
précisera dans la suite de cet article, nous n’avons besdrytov :
gque d'un sous ensemble de fonctio® {G(rsrm), ug ZmG(rS,rm)(an1 5 TP
G(rm.ra), G(rsrq)} ou rsest la position de 14°8° sourcer AGE..r.) =" A
est la position de la“d* source et est la position de la srhd
m*®™ maille du volume discrétisé considéré. Pour calculer
ces valeurs deG, (1) est résolue par la méthode desou k® est la carte des hétérogénéités optiques courdhte,
différences finies pour chacune des positions de sourcesest celle du milieu réeG est la fonction de Green obtenue
de détecteurs. L’opérateu:(D2 + kz(r)) s’écrivant & partir dei?, et Ugest le signal d’excitation mesuré pour
comme une matrice creuse avec 7 bandes est décomptsg@osition de sourceet de détecteld.
suivant la méthodé*U (L étant une matrice triangulaire CommeG est fonction dd¢, le systéme (4) n'est
basse et U une matrice triangulaire haute) pour accélérerpgas linéaire. Sa résolution demande la mise a jour des
résolution des systemes d'équations. Pour 100 sources, 4odictions G au cours du processus de résolution. Le
détecteurs et un volume discrétisé en 6000 éléments, dehéma "a bascule" suivant est proposé: 1) on se donne une
temps typique d'obtention du sous ensemble utile dearte k* initiale ﬂcelle constante qui minimise

V
G(sry) (4)

fonctionsG est typiqguement de 10s sur un PC biprocesseur ‘U;f —AG(rS,rd) ), 2) on calcule la fonction G du
cadencé a 3GHz. systeme en résolvant numériqguement (1), 3) les fondBons
Avec les notations introduite ci-dessus, le signaktant tenues constantes, on résou’de systéme linéaire
d’excitation mesuré vawngG(rs,rd),Aétant un facteur (4) par ART (Algrebraic Reconstruction Technique, 5
photométrique dépendant de la puissance laser et dérations avec un parametre de relaxation fixé a 0,1) puis
I'efficacité de détection. Le signal de fluorescence pouon repart de 2). En réitérant les étapes 2) et 3) une dizaine
cette méme configuration source-détecteur et pour urde fois, on observe une convergence de la carte

distribution 3D d’efficacité de fluorescenXeest : reconstruite. Cela conduit & un temps de reconstruction des
fl /]J' r )X r r hétérogénéités optiques d’environ 10 minutes sur un PC
USd QG( s” IXC)GC d)'d (2) biprocesseur cadencé a 3GHz.

Une fois la carte des hétérogéneités optiques obtenue,
2.2 Reconstruction dans des milieux la reconstruction de la fluorescence s'obtient par
homogénes ou faiblement hétérogénes linversion du systéme d’équation linéaire (3) ou (5):

Lorsque !e:% prgpriétés optiques du milieu ne sont pas USZ = /]Z G f )X€,)G(,, AV (5)
fortement hétérogénes comme dans le cas d’expériences mo ) _
sur certains fantdmes, le modéle de propagation est calculé Dans notre implémentation, cette reconstruction
en prenantk¥(r) constant. Dans le cas de géométrie$obtient par 15 itérations d’ART avec un parametre de
simples (cylindres, parallélépipédes, ...), on peut exprimdilaxation fixé a 0.1 et dure typiquement 1 minute.
la fonction de Green grace a une formule analytique. Sinon,
on [lobtient en résolvant (1) numeériquement. La3, Validations expérimenta|es
reconstruction est corrigée des inhomogénéités en
normalisant les mesures de fluorescence par les mesu g ~
d’excitation. La reconstruction de la fluorescence est ains?‘sl Validations sur fantom_e )
obtenue en inversant le systtme discrétisé d’équations L'approche présentée a été validée sur un fantdme (fig
linéaires suivant (o' m est un indice sur la position dd) présentant des similarités avec le cas d’'un examen sur

maillage eV est le volume élémentaire): poumons cancéreux de souris de part les caractéristiques
suivantes : propriétés optigues du matériau (atténuation
Usfclj G(.r )X, )G ,rd) linéique p.=0.16 cm', coefficient de diffusion réduit
e _Zm = > = AV (3) =10 cnit, correspondant &<5 cm?), épaisseur totale

==
Ug Gl.ra) de 15 mm et présence d'une région (cylindre creusé et
rempli d'une solution d’Intralipid, d'encre et de

fluorophores) fluorescente et trés atténu#fit&0 cm2

2.3 Reconstruction dans le cas de milieu
fortement inhomogene
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Figure 1 : Description du fantdme utilisé pour la
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validation expérimentale. Son épaisseur (15mm) et ses
coefficients optiques sont proches de ceux d’un petit
animal. Il possede une région atténuante (ou non) et
fluorescente.

Figure 3 : Reconstruction de la fluorescence dans le cas
non corrigé et ou le cylindre est rempli d’atténuant.

Les figures 2 et 3 présentent les reconstructions de la 12 ——Born
fluorescence du cylindre lorsque I'on utilise la méthode de ¢ 1 Corriaé
correction des hétérogénéités exposée dans cet articl€ 4 9
(figure 2) ou lorsque I'on n'effectue pas cette correction~§ 0.8 .\

(utilisation de la formule (3) avec des fonctions de Green= 06
« homogeénes », figure 3). 5 o4 \

Du point de vue qualitatif, si I'on compare le diamétre et 2 —
la régularité de la reconstruction du cylindre quorescent,§ 0.2
on voit que la méthode corrigée (figure 2) produit des® 0

reconstructions de meilleure qualité que ceux de la 0 20 40 60 80
méthode de normalisation de Born. Du point de vue
guantitatif, nous avons étudié la somme de la fluorescence
reconstruite suivant la solution utilisée pour remplir le trou

cylindrique et suivant la méthode de correction. Sur | T . iy
Y q fe cas de I'utilisation de la méthode corrigée ou non avec la

figure 4, les quatre points isolés montrent que la~ . L
. . . e s . région fluorescente atténuante ou non. Valeurs simulées
fluorescence reconstruite dépend moins de I'atténuation du - .
(courbes) et valeurs expérimentales (points)

cylindre dans le cas ou la propagation de la lumiéere est
corrigée. Ces résultats sont confortés par des simulations
dans les mémes conditions (géométrie du fantdme,
géométrie de l'acquisition, caractéristiques optiques des
matériaux, paramétres de reconstruction) qui montrerd.2
I'évolution des résultats de reconstruction en fonction de
latténuation du cylindre et de la méthode de correction Finalement, nous avons effectué un examen sur une

employée (en trait plein). souris du type « nude » malade d'un cancer des poumons a
10, 12 et 14 jours apres greffage du cancer.

Les cellules cancéreuses {ife cellules TSA/pc dans
100 ul PBS) sont injectées en intraveineuse par la veine
caudale 10 jours avant I'examen. Pour effectuer I'examen,
la souris est anesthésiée par voie gazeuse et placée dans un
support ou elle est maintenue entre deux plaques de verre.
Au préalable (3 heures avant acquisition des images), la
souris est injectée d'un marqueur de cancer fluorescent
(injection intraveineuse de 10 nmoles de RAFT-(cR&D)
Alexa700) (200 ul). Ce marqueur est connu pour
reconnaitre le récepteur « integdpBs » surexprimé dans

100
k2 du cylindre

Figure 4 : Résultats quantitatifs des reconstructions dans

Validation sur souris
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. les cellules TSA/pc [7]. La zone scannée fait a peu prés

2cnt et est centrée sur les poumons. Les images sont

Figure 2: Reconstruction de la fluorescence avec [ACQUISEsS au pas de 2 mm en x et y. Pour les
méthode corrigée dans le cas ol le cylindre est rempconstructions, seuls les détecteurs en contact avec la

plague supérieure du support sont utilisés. Le volume de

reconstruction est échantillonné au pas de 2 mmen x et y et
de 1 mm en z, ce qui représente a peu prés un volume de
11x11x14 voxels.

d’atténuant.
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10 jour: 12 jour: 14 jour

Figure 5 : Reconstruction 3D de la fluorescence superposée a la photographie de la souris. a 10, 12 et 14 jours aprées
greffage du cancer.

La méthode corrigée est bien adaptée a ce cas car les
poumons marqués sont des régions a la fois tre‘% ZEA
atténuantes, inhomogenes et fluorescentes. Sur la figure ,eferences
on voit que la fluorescence reconstruite augmente bien
avec le développement du cancer et que la méthode permet

de suivre son évolution. Les volumes reconstruits son R. Weissleder, V. Ntziachristos, « Shedding |ight

Superposes a I image de blanc de la souris et présentés d nl onto live molecular targets », Nature Medecine 9(1),
la méme dynamique. 123-128 (2003).
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multiple ne provoquait pas l'accroissement de la[3] A. Soubret, J. Ripoll, V. Ntziachristos, « Accuracy of
fluorescence détectée. L’'accroissement observé sur la fluorescent tomography in presence of
souris malade est donc bien d( a des raisons biologiques. heterogeneities: Study of the normalized Born ratio",
De plus la quantité de fluorescence reconstruite pour une |EEE Med. Imag24(10), 1369-1376 (2005).
souris saine est & peu prés deux fois moindre que pour ué] L. Hervé, A. Koenig, A. Da Silva, M. Berger, J.
souris malade a 10 jours_ Boutet, J.-M. Dinten, P. Peltlé, P. RiZO, « Non

L'observation des poumons aprés dissection de la souris Contact Fluorescence Diffuse Optical Tomography of
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Nous avons présenté un algorithme adapté a |
reconstruction de la fluorescence dans des milieux diffuiG]
de propriétés optiques fortement hétérogenes. De 1
validations expérimentales sur fantdme montrent I'impac Dumy, « Template assembled cyclopeptides as
de cette correction sur la reconstruction de la fluorescence. multin%eric system for integrin targeting and

Enfin, nous avons montré comment cette technique gndocytosis » J Am Chem Soc, 126(18), pp5730-9,
s'applique sur la mesure du développement du cancer du pay 2004

poumon chez la souris. [8] A. Koenig, L. Hervé, Lionel, A. da Silva, J.-M.
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