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Résumé Pour de nombreux cancers, plus le diagnostic est réalisé précocement, moins les traitements sont lourds et
meilleures sont les chances de guérison. L’utilisation de méthodes optiques de diagnostic précoce, basées
sur des mesures de fluorescence (photodiagnostic) repose soit sur une fluorescence naturelle, soit sur la
répartition d’un marqueur fluorescent permettant de distinguer le tissu tumoral du tissu sain. En cancérologie,
l’ablation chirurgicale complète de la tumeur est un des facteurs pronostiques des plus importants pour la
survie du patient. Grâce à un marquage spécifique des tumeurs, il est maintenant possible de procéder à
l’exérèse macroscopique la plus complète possible de la tumeur en limitant les atteintes lésionnelles sur les
tissus sains. On parle alors de chirurgie guidée par la fluorescence.
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Abstract Fluorescence diagnosis and fluorescence-guided surgery
For many cancers, earlier diagnosis makes treatments less heavy and increases the chances of recovery.
Fluorescence diagnosis has become an important method of investigation in clinical practice. It is used to
distinguish tumor tissue from healthy tissue, thanks to differences in autofluorescence of specific proteins or
in distribution of a fluorescent marker between normal and cancerous lesions. Similarly, complete surgical
removal of the tumor is one of the most important prognostic factors for survival of the patient. Fluorescence-
guided surgery is now proposed to perform the most complete macroscopic resection of tumors while
preserving healthy tissue.

Keywords Fluorescence, laser, light, cancer, surgery, diagnosis.
Les marqueurs fluorescents

Le photodiagnostic et la chirurgie guidés par la fluores-
cence nécessitent l’emploi de marqueurs fluorescents. Il faut
distinguer les marqueurs fluorescents (ou fluorophores) dis-
posant de l’AMM (autorisation de mise sur le marché), c’est-
à-dire utilisables en clinique humaine (voir annexe 1*), de
ceux faisant actuellement l’objet d’évaluations cliniques. Un
fluorophore est une molécule caractérisée par son spectre
d’absorption et son spectre d’émission de fluorescence, tou-
jours décalé vers des longueurs d’onde plus grandes par
rapport au spectre d’absorption. Les sources de lumière
sont encore souvent des lampes xénon filtrées, mais plu-
sieurs dispositifs cliniques ont recours à des faisceaux
lasers, qui offrent faible divergence et grande intensité
lumineuse.

Fluorescéine sodique

En 1871, Baeyer donna le nom de phtaléines à des colo-
rants qu’il avait synthétisés en condensant de l’anhydride
phtalique et des dérivés phénoliques. La fluorescéine
sodique est isotonique à une concentration de 3,34 %, et
peut ainsi être utilisée par voie injectable. C’est la présence
d’une structure polycyclique qui permet la délocalisation des
électrons et confère alors des propriétés de fluorescence qui
font tout l’intérêt de cette molécule en clinique. La fluorescéine
est utilisée principalement en ophtalmologie pour les indica-
tions classiques de l’angiographie rétinienne. La fluorescéine

sodique exposée à une lumière bleue (465-490 nm) émet
une fluorescence jaune-vert (520-530 nm) [1].

Vert d’indocyanine

Le vert d’indocyanine (« indocyanine green », ICG en
anglais) est une molécule de 775 daltons. Sa structure molé-
culaire lui confère des propriétés amphiphiles, c’est-à-dire à
la fois hydrophile et hydrophobe. Le caractère amphiphile de
la molécule explique sa forte affinité pour les protéines plas-
matiques, en particulier envers les lipoprotéines. Son mode
d’élimination hépato-biliaire traduit bien sa propriété lipo-
phile [2]. Au tout début des années 1970, l’angiographie au
vert d’indocyanine a été proposée pour l’ophtalmologie pour
étudier le réseau vasculaire choroïdien et depuis représente
aussi une aide diagnostique dans l’évaluation de certaines
tumeurs de l’œil. En effet, le vert d’indocyanine présente la
particularité d’absorber dans le proche infrarouge (780-
805 nm) et d’émettre une fluorescence elle aussi dans l’infra-
rouge (810-835 nm), permettant de visualiser des structures
tissulaires en profondeur dans la mesure où les tissus biolo-
giques présentent une certaine transparence.

5-aminolévulinique (ALA) et protoporphyrine IX

L’acide 5-aminolévulinique (5-ALA) est un composé inter-
médiaire de la synthèse de l’hème. Lorsque le 5-ALA est admi-
nistré de façon topique, par voie intraveineuse ou directement
au sein de la lésion à des tumeurs, une production sélective
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de protoporphyrine IX (PpIX) est observée au sein des
tumeurs, en raison d’une activité réduite de la ferrochétalase,
enzyme qui permet la chélation de l’ion ferreux dans le cycle
de la porphyrine. La PpIX peut alors être utilisée comme un
marqueur fluorescent ou agent photosensibilisant en thérapie
photodynamique (PDT) (voir l’article de C. Frochot et coll. dans
ce numéro [3]). Éclairée en lumière bleue (400-450 nm), elle
fluoresce dans le rouge (610-660 nm). En France, deux pro-
duits sont actuellement disponibles : l’Hexvix®, qui est utilisé
en urologie pour la détection des tumeurs de vessie superfi-
cielles [4], et le Gliolan®, qui est indiqué chez le patient adulte
dans la visualisation des tissus malins au cours du traitement
chirurgical du glioblastome (grade III et IV de l’OMS) [5].

Bleu de méthylène

Synthétisé pour la première fois par Heinrich Caro en
1876, le bleu de méthylène (ou chlorure de méthylthioninium)
est un composé organique dont le nom officiel est chlorure
de bis-(diméthylamino)-3,7-phénazathionium. Il possède des
propriétés de fluorescence dans le rouge et le proche infra-
rouge (600-1 200 nm) et présente des cinétiques de capta-
tion et d’élimination différentes pour les tissus cancéreux et
pour les tissus sains. Après l’injection de bleu de méthylène,
il est donc possible de différencier les tissus tumoraux et de
guider le chirurgien dans sa procédure chirurgicale.

Marqueurs non approuvés en clinique humaine

Le nombre de marqueurs fluorescents qui font l’objet
d’études précliniques (études sur animal) est considérable et
il est pratiquement impossible d’en faire une revue exhaus-
tive. Certains sont en cours d’évaluation clinique. On peut
citer par exemple ceux ciblant l’activité des protéases, et en
particulier des intégrines de type αvβ3 tel l’AngioStamp™
développé par la société Fluoptics en France [6]. Cependant,
l’introduction d’un nouveau marqueur fluorescent injectable
à l’homme nécessite de nombreuses étapes de préclinique
réglementaires et plusieurs phases de validation clinique
extrêmement coûteuses.

Fluorophores endogènes et autofluorescence

L’autofluorescence résulte du recouvrement de l’émis-
sion de divers fluorophores endogènes dont les principaux
sont des coenzymes cellulaires marqueurs du métabolisme,
tels que les pyridines nucléotides (NAD) et les
flavines (FAD, FMN), ainsi que des protéines
fibreuses (collagène et élastine) formant
l’essentiel de la matrice extracellulaire du tissu
conjonctif. De plus le degré de vascularisation
tissulaire modifie la forme du spectre d’émis-
sion par l’absorption de l’hémoglobine dont le
pic se situe autour de 415 nm. L’autofluores-
cence tissulaire dépend donc de plusieurs
paramètres : métabolisme cellulaire, structure
de la matrice extracellulaire et vascularisation,
qui varient selon que les tissus sont sains ou
pathologiques, provoquant des modifications
de l’intensité émise et du profil spectral.

Photodiagnostic

Le photodiagnostic, qui désigne les tech-
niques à visée diagnostique utilisant la

lumière, est un domaine en plein essor dans lequel l’imagerie
de fluorescence occupe une place prépondérante. La princi-
pale application médicale de l’imagerie de fluorescence est
l’angiographie rétinienne. La visualisation des vaisseaux de
la rétine est rendue possible grâce à l’injection intraveineuse
préalable de fluorescéine sodique ou de vert d’indocyanine,
qui rend fluorescents les vaisseaux rétiniens. Pratiquée de
longue date, elle permet à l’ophtalmologiste d’apprécier
l’état de la vascularisation rétinienne, notamment en cas de
rétinopathie diabétique. À côté de cette technique éprouvée,
ces vingt dernières années ont vu se développer de nou-
velles méthodes, notamment dans le domaine de l’endosco-
pie, que nous allons brièvement décrire.

Imagerie endoscopique de fluorescence

L’objectif de l’imagerie de fluorescence est la détection
de lésions tumorales à un stade où elles ne sont pas encore
décelables pour l’endoscopie en lumière blanche, afin de
guider les biopsies et d’augmenter ainsi la sensibilité du dia-
gnostic. La principale application de l’autofluorescence
concerne la détection précoce des cancers bronchiques où
la technique permet de mieux localiser les lésions précancé-
reuses superficielles (figure 1). Les différences observées
entre les spectres de fluorescence des tissus sains et cancé-
reux sont principalement liées à l’intensité de la fluorescence
provenant des acides aminés tels que tryptophane et tyro-
sine, d’enzymes et de coenzymes tels que NADH (nicotina-
mide adénine dinucléotide) et FAD (flavine adénine dinucléo-
tide), et à celle provenant des protéines structurelles des
tissus biologiques tels que l’élastine et le collagène.

L’application principale liée à l’utilisation de 5-ALA-PpIX
concerne la détection endoscopique des tumeurs vésicales
avec l’instillation d’Hexvix® (figure 2). La cystoscopie de fluo-
rescence combinée à celle en lumière blanche permet d’amé-
liorer la détection des tumeurs superficielles et d’effectuer leur
résection durant le même examen [7].

De nombreuses études cliniques ont démontré que l’ima-
gerie endoscopique de fluorescence, endogène ou exogène,
augmente significativement la sensibilité diagnostique.

Endomicroscopie

L’endoscopie diagnostique ne donne pas accès à
l’échelle microscopique et ne permet pas d’explorer la pro-
fondeur de la muqueuse. La microscopie confocale fibrée ou

 
 B A

Figure 1 - Imagerie endoscopique d’autofluorescence des bronches : A) image endoscopiq
en lumière blanche de la paroi bronchique ; B) image correspondante en autofluoresce
(fausse couleur) : le cancer in situ est vu comme une atténuation de l’autofluorescen
Source : Pr. Thiberville, CHU de Rouen.
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endomicroscopie est une modalité émergente d’imagerie
dont l’ambition est de repousser ces limites en transférant
les techniques de microscopie confocale de laboratoire à
l’endoscopie. Elle fournit une biopsie optique, c’est-à-dire
une image microscopique du tissu, in vivo, in situ, sur un
champ de vue de quelques centaines de micromètres, à
différents niveaux de profondeur.

La source d’excitation est obligatoirement un laser dont
le faisceau, grâce à sa faible divergence, peut être aisément
couplé avec une fibre optique et balayé point par point sur le
champ de vue. Deux industriels sont présents sur ce sec-
teur : l’australien Optiscan, avec un endoscope dédié à la
gastroentérologie intégrant le microscope miniaturisé, et le
français Mauna Kea Technologies, avec des sondes minia-
tures pouvant être introduites dans tout endoscope standard
et amenées au contact de la muqueuse, ce qui autorise des
applications plus larges (exploration des voies biliaires et de
l’arbre bronchique notamment). L’endomicroscopie est éva-
luée dans de nombreuses études cliniques [8].

En gastro-entérologie, la fluorescéine est injectée par
voie intraveineuse. Les principales indications comprennent
l’aide à l’identification des néoplasies colorectales, à la
détection des lésions précancéreuses dans l’œsophage en
cas de reflux acides et l’exploration du système pancréatico-
biliaire.

En pneumologie, la méthode, fondée sur l’autofluores-
cence excitée à 488 nm, permet l’exploration de l’arbre
bronchique, des bronches proximales jusqu’aux alvéoles.
Elle visualise la microstructure du réseau d’élastine du tissu
sous-épithélial et ses altérations en regard de lésions pré-
cancéreuses et de carcinomes in situ [9]. Le faible diamètre
de la sonde (AlveoFlex™, Mauna Kea Technologies) permet
l’obtention d’une image de la structure tridimensionnelle du
système alvéolaire [10] qui est remaniée dans la plupart des
affections du poumon profond (fibroses, bronchite obstruc-
tive chronique).

Chirurgie guidée par la fluorescence

En cancérologie, l’ablation chirurgicale complète de la
tumeur est un des facteurs pronostiques des plus importants
pour la survie du patient. Pour certaines interventions, il est
toutefois difficile pour le chirurgien de déterminer les marges
précises de la tumeur ; il n’est guidé pour cela que par ses
sens visuel et tactile et par son expérience. Même dans les

unités hautement spécialisées, 50 % des
interventions sont classées comme non
réussies car les échantillons excisés révè-
lent des marges positives à l’examen his-
topathologique. Des techniques d’image-
rie permettant au chirurgien d’aboutir à
l’exérèse la plus complète possible de la
tumeur, en limitant les atteintes lésion-
nelles sur les tissus sains, peuvent donc
se révéler particulièrement utiles.

Il existe déjà aujourd’hui plusieurs
techniques d’imagerie per-opératoires.
On peut citer l’échographie, la radiogra-
phie X et l’imagerie par résonance magné-
tique (IRM). Ces techniques fournissent
une image anatomique, très utile par
exemple en neurochirurgie pour la correc-
tion du « brain shift » (déplacements ana-
tomiques du cerveau dans la boîte crâ-
nienne), ou plus généralement pour le

contrôle de l’exérèse chirurgicale. Elles présentent néan-
moins des inconvénients tels que des contraintes de radio-
protection (rayons X), une lourdeur de l’implémentation en
bloc opératoire et un coût élevé (en particulier pour l’IRM), et
une imagerie de faible qualité pour les IRM bas champs.
L’utilisation de marqueurs tumoraux radioactifs, émetteurs
gamma ou bêta, est proposée afin d’améliorer la visualisa-
tion des tumeurs [11]. Cependant, la sélectivité spatiale reste
faible. C’est dans ce contexte que le recours à des mar-
queurs fluorescents, plus faciles à mettre en œuvre, présen-
tent un intérêt pour une chirurgie guidée.

La mise en œuvre de la technique de résection chirurgi-
cale nécessite une instrumentation dédiée qui doit répondre
à toutes les contraintes réglementaires de son utilisation en
clinique. Un certain nombre d’appareils actuellement utilisés
en clinique sont présentés dans l’annexe 2*.

Applications cliniques

Glioblastome

La chirurgie du glioblastome (tumeur primitive du cerveau
la plus fréquente et la plus agressive) constitue l’une des
principales utilisations de la fluorescéine sous microscope
équipé d’un filtre bleu (Blue 400) ou jaune (Yellow 560). Les
études cliniques ne montrent aucune complication relative à
l’administration du colorant par voie intraveineuse. Dans une
récente étude, Acerbi et coll. [12] observent une résection
complète chez plus de 80 % des patients traités. Le tissu du
gliome malin (grades III et IV) synthétise et accumule les por-
phyrines en réponse à une administration de 5-ALA. Grâce au
guidage du geste chirurgical après administration de Gliolan®,
un essai à grande échelle, multicentrique de phase III sur
243 patients (figure 3), a permis d’observer une augmenta-
tion significative de l’incidence de résection complète (6 %
contre 36 %), une amélioration de la survie sans progression
à six mois (41 % contre 21 %), moins de ré-interventions, et
l’apparition de détérioration neurologique retardée [13].

Cancers de la tête et du cou

Plusieurs études cliniques décrivent l’ablation guidée par
fluorescence de tissus mous (thyroïde, surrénales, etc.) avec
injection intraveineuse de vert d’indocyanine (ICG) [14]. La

B A

gure 2 - Cystoscopie de fluorescence (cystoscope D-Light Karl Storz) : A) image de la paroi
sicale en lumière blanche ; B) image correspondante de fluorescence après instillation
Hexvix®.
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chirurgie de cancers de la tête ou du cou bénéficie aussi de
cette technique [15]. Une faible injection intraveineuse de
bleu de méthylène peut aussi améliorer la chirurgie de l’adé-
nome parathyroïdien. Chez deux patients sur douze, les adé-
nomes parathyroïdiens n’ont pu être identifiés et réséqués
que grâce à la fluorescence du bleu de méthylène [16].

Cancer du sein

Malgré les développements récents dans l’imagerie du
cancer du sein préopératoire, la localisation per-opératoire
du tissu tumoral est difficile, et surtout les marges de résec-
tion de la tumeur au cours de la chirurgie mammaire conser-
vatrice sont difficiles à déterminer. Récemment, il a été mon-
tré que des lésions cancéreuses du sein non détectables par
palpation pouvaient l’être par fluorescence à l’ICG, permet-
tant ainsi une résection complète [17]. Une étude récente
réalisée sur 24 patientes, après injection intraveineuse de
bleu de méthylène, a permis d’améliorer la précision de la
résection chirurgicale, et donc les risques de récidive [18].

Conclusion

L’imagerie de fluorescence permet d’augmenter consi-
dérablement les performances diagnostiques des procé-
dures endoscopiques conventionnelles. De la même
manière, la chirurgie guidée par la fluorescence augmente
significativement l’incidence de résection complète et
conduit donc à une amélioration de la survie des patients. On
peut distinguer deux axes principaux de développement
pour les prochaines années : i) la mise au point de mar-
queurs fluorescents plus spécifiques afin de délimiter plus
précisément l’étendue des lésions [19], tels que des mar-
queurs ciblant plus particulièrement des récepteurs spécifi-
quement exprimés par certaines tumeurs [20] ; ii) le dévelop-
pement de dispositifs plus faciles à mettre en œuvre par le
chirurgien. Le dispositif d’imagerie peut être intégré à des
lunettes de type Google Glass [21-22]. Certains auteurs
proposent d’automatiser le geste chirurgical de résection
grâce au guidage optique [23-24].
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Figure 3 - Résection chirurgicale d’un glioblastome : A) image en lumière blanche ; B) image en lumière bleue. La fluorescence rose permet
de visualiser la tumeur résiduelle (le patient a reçu du Gliolan® 3 heures avant l’intervention chirurgicale). Source : Pr. Reyns, CHRU de Lille.
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Chimie et lumière
Vivant
Compléments à l’article
« Photodiagnostic et chirurgie guidés
par la fluorescence », Serge Mordon
et Geneviève Bourg-Heckly
(L’Act. Chim., 2015, 397-398, p. 41)

Annexe 1 - Formules chimiques des fluorophores utilisés en clinique humaine

 

Fluorescéine sodique  Vert d’indocyanine  

 

 
 

Formule chimique : C20H10O5Na2 
Masse molaire : 376,28 g/mol 

Formule chimique : C43H47N2NaO6S2 
Masse molaire : 774,96 g/mol 

 
  

 

5-aminolévulinique 
 

Bleu de méthylène 

 
 

 

Formule chimique : C5H9NO3 
Masse molaire : 131,13 g/mol 

Formule chimique : C16H18N3SCl 
Masse molaire : 319,85 g/mol 
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Chimie et lumière
Annexe 2 - Dispositifs d’imagerie de fluorescence commercialisés ou en cours
d’évaluation clinique

Nom du
dispositif

Fabricant Application Substance

Longueur
d’onde

excitation
(nm)

Source
de

lumière

Statut
réglementaire

Références

Pentero
Blue 400

Zeiss Neurochirurgie
5-ALA

(Gliolan®)
400-450

Lampe
xénon

Homologué en
Europe

www.zeiss.com

DLight
+ PDD

Karl Storz
Cytoscopie

Vessie
5-ALA

(Hexvix®)
380-450

Lampe
xénon

Homologué en
Europe

https://www.karlstorz.com

VISERA
ELITE + PDD

Olympus
Cytoscopie

Vessie
5-ALA

(Hexvix®)
400-450

Lampe
xénon

Homologué en
Europe

www.olympus.co.uk

SPY
Novadaq

Technologies

Résection par
voie

endoscopique
ICG 820 Laser Approuvé FDA http://novadaq.com

Firefly
Intuitive
Surgical

Chirurgie cancer
avec robot

Da Vinci
ICG 820 Laser Approuvé FDA http://intuitivesurgical.com

Artemis
Quest Medical

Imaging

Détection
Ganglion
sentinelle
Résection

métastases du
foie

ICG et bleu
de

méthylène
400-1 000 Laser

Approuvé FDA
Homologué en

Europe
www.quest-mi.com

Photodyna-
mic Eye

Hamamatsu
Photonics

Détection
ganglion
sentinelle
Oncologie
Chirurgie
vasculaire

ICG (pulsion) 760 LED Approuvé FDA www.pulsion.com

Fluobeam Fluoptics Oncologie
ICG et bleu

de
méthylène

680 ou 780 Laser
Évaluation

clinique en cours
www.fluoptics.com

Flare

Beth Israel
Deaconess

Medical
Center

(BIDMC)

Détection
ganglion
sentinelle

ICG et bleu
de

méthylène
670 ou 760 LED

Évaluation
clinique en cours

http://
mi.deckerpublishing.com/
index.php/article/image-
guided-surgery-using-

invisible-near-infrared-light-
fundamentals-of-clinical-

translation

Intra-
operative

multispectral
imaging
system

Technical
University
Munich/

Helmholtz
Center Munich

Ganglion
sentinelle
Chirurgie

carcinologique

ICG
Fluorescéine

400-1 000 Laser
Évaluation

clinique en cours

www.helmholtz-
muenchen.de/en/ibmi/

laboratories/fluorescence-
molecular-imaging/

index.html
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