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Introduction

3DUPL OHV GLYHUVHY PpWKREHWSGYHPGIHRLHHRALGLEG B ®
biologiques, DFWXHOOHPHQW ODUJHPHQW UpSDQGXHV HW XWLOL
OfLPDJHULH SDU UpVRQ RQAFAITBEHRPWDLIKHH ,20HV PpWKRGHYV
- F 1 Hdiw utilisant le RPDLQH GH ORQJXHXé&l grohd RQ Gshble(de VL E O H
OfXOWUDYLROHW R@IADOQVYBDIQRWX BZ3HHS XLV XQH YLQIJWDLQH G
VLIQLILFDWLI 8WLOLVHU OD OXPLqUH SRXU LPDJHU OfTLQW|
idée neXYH RQ WURXYH DLQVL PHQWLRQ GTREVHU¥DWLRQV
transparence? | OYDLGH GIXQH ¥Rskdle Hied gius ©tHue les techniques
précitées. La trajectoire de la lumiére au travers de milieux biologiques est emreffet
phénomene complexe (absorption, diffusion), imposant des barrieres physiques a la formation
GIXQH LPDJH GRQW FHUWDLQHYV QIRQW SX rWUH OHYpHV T)

Figure1: Tableau ddgseorges de la touyk Saint Joseph Charpentier

3DUPL OHV WHFKQLTXHV GYfLPDJHUKXY,RHurogrxpHieUpFHP P
Optique Cohérente (ou OCT pour Optical Coherence Tomography) a connu un développement
particulierement rapide, en particulier dans le domain©@deRSKWDOPRORJLH SRXU C
GpWDLOV VWUXFWXUHOV GH OD UpWLQH (Q XQH TXLQ]DLQH
la preuve de concept a une disponibilitt commerciale, au point de trouver maintenant un
VI\VWgPH GT12&7 GDQVIXIQH IEBBWRY W IGRHY/ F D Badrt®ad pancet fR S KW
exemple, de nouvelles applications de cette technique émergent ces dernieres années, grace a
OYDPpOLRUDWLRQ HW j OD GpFOLQDLVRQ GH OD PpWKRGH {
Optigue Cohérente Plein Champou OCT Plein Champ ou FFOCT gull-Field Optical
Coherence Tomography) *présente des caractéristiques remarquables, en particulier en
WHUPHY GH UpVROXWLRQ HW GH VLPSOLFLWp LQVWUXPHQMW
domaine du diagnostic du cancer.



&HWWH WKqVH D SRXU REMHFWLI OD FRQFHSWLRQ HW (
&KDPS SRXU XWLOLVDWLRQ HQ FRQWH[WH FOLQLTXH DILQ (
le diagnostic peropératoire du cancen vue de son amélioration et optimisatiGette these
Vafticule autour de 2 axes de développement

f Une partie translationnelle, consistant a développer un dispositif de microscopie
optique par OCT Plein Champ répondant au besoin clinique pouadmaditic
peropératoire du cancer sur biopsies, et donc adapté a un usage par
OTDQDWRPR SOnepikd&R 0 puid & ivelitre cet appareil a disposition des
PpGHFLQV HQ FRQWH[WH FOLQLTXH SRXU OfpYDOXDYV
diagnosticsur quéques modéeles pathologiques (Chapitre 2).

f Une partie exploratoire, principalement instrumentale, dédi@ BDPp OLRUDWLR
terme des performances de la technique OCT plein champ pour le diagnostic
peropératoire du cancer, proposant de nouvelles approciiesodales et multi
pFKHOOHYV WHOOHV TXH OTDGMRQFWLRQ GH QRXYH]I
exogeneqChapitre 3)ou encore la déclinaison du dispdsit VRXV OD IRUPH C
endoscope (Chapitre 4).



1 'PYHORSSHPHQW IMXV WIUXPRNPAREBE (5
7TRPROSKLH 2SWLTXH &RKpUHQWH 30l
XVDJH FOLQLTXH

/I IDQDAHVHNLVVXV GYfH[pUgVH FRQVW UaMMaghoxtiQéta SLHUUH
prise en harge du canceta méthode de référence pour le diagnostic consiste en la préparation
HW OTHHOPPRHY GIXLVVORORDMARPRSDWKRORJLVWH PpWKR
] XQ XVDJH SHURSpUDWRLUH GX IDLW GH VD FRIB&SOH[LWp
intervention chirurgicale optimale visant a éviter un@pération ou une répétition dusge
biopsiqueest envisagée, une analyse rapide pendant la chirurgie est néc&tteranalyse
estaFWXHOOHPHQW PDMRULWDLUH Pd¢ Qrgpataipod Qultisspllesjigu@ DL GH
les coupes au cryostahéthode destructive et souffrant m@mbreux artefacts. De nouvelles
méthodes sont a proposer pour combler ce besoin clinique.

Nous présentonglans ce chapitraine analyse du contexte clinique permettant
GILGHQWLILHU HW GH VSpFLILH pbubute BrialydR IpEropsrisbaéQ L TXH H
tissus en microscopie optique Rimvasive servant de base a la conception et la réalisation
GIXQ QRXYHDX GLVSRVLWLI G712&7 30OHL MNo&Kdadi®onBeGDSWp |
contexte de la microscopie optique des tissus biologiques, amEgtravaux de conception
instrumentale réalisést lacaractérisation du dispositif développé

1.1 Contexte et besoin

1.1.1 Introduction

$ILQ GIRSWLPLVHU OHYVY pWDSHV GH GLDJQRVWLF HW GH
et une localisation précise dolume tissulaire suspect et, en chirurgie, une découpe optimale
de ses margesont nécessaires

f Enpréopératoire OHV WHFKQLTXHV GILPDJIJHWVE® @ RCHIFXRV UFIRT
07,50 RX OfTHQGRVFRSLH VRQW XWLOL Yqiitd pEeRvebhedtX LGH U (
sont en général effectués, par microbiopsygoponction ou cytoaspirationCes biopsies
VRQW HQVXLWH WUDQVIpUpHV j OTDQDWRPRSDWKRORJLV
j OYDLGH GH WHFKQLTXHV WHO/OGYKTXMW RO RIUW piS YD WRRQ
OfpWDOHPHQW FHOOXODLUH F\WRORJLTXH RX HQFRUFE
SUpRSpUDWRLUH VRXIIUH DFWXHOOHPHQW GYXQ FHUWDL



% IHV WHFKQLTXHYV GYfLPDJHULH DFWXH®eOpgdw QTRQW
éviter les erreurs de diagnostipar exemple pour des lésions{o@ncéreuses
ou de tres petite tailleou pour éviter une biopsie effectuée au mauvais endroit

% IHV F\WRSRQFWLRQV HW F\WRDVSLUDWLRQV QH VR
site tumoral

Y% I TPWDOHPHQW FHOOXODLUH HVW GHVWUXFWLI HW

¥ La préparation histologique demande en général plusieurs jours

f En peropératoire OH FKLUXUJLHQ VH EDVH HQ JpQpUDO XQLTXFE
palpation. Du &it de ne pas pouvoir visualiser ni reconnaitre au toucher de petits amas de
cellules tumorales, il est courant que les marges chirurgicales ne soient pas claires, a savoir
exemptes de tumeur. Par exemple entre 20 et 40% des patients atteints de caicetdu
traités par chirurgie conservatrice connaissent une seconde opération due a la présence de

PDUJHVY SRVLWLYHYVY ORUVY GH OD SUHPLqUH FKLUXUJLH '
GHV PDUJHV HVW G9DXW D Q Wcidgvesse mduisehtlad rdvelaurdx kite GHV
WXPRUDO SULPDLUH &H GLDJQRVWLF GHV PDUJHV VH IL
FRXSHVY DX FU\RVWDW HQ SHURSpUDWRLUH ORUVTXTXQH
DQDO\WH GH ODPHV GKLVVYRErRidéeH CX Qrotessts Sour® dé KL U X
plusieurs limitations

% IfDQDO\WH GHV FRXSHV DX FU\RVWDW aht¢yof¢ GHV W U
OTRSpUDpPrédgenX) QHWDLEOH VHQVLELOLWp /fpFKDQWI
technique induit des artefadiss a la compression et a la congélation du tissu.

% /IH GLDIJQRVWLF DOQDWRPRSDWKRORJLTXH VXU ODF
jours, conduisant & un taux deagération élevé.

Figure 2 : étapes de la prise en charge diagnostithérapeutique du cancer



,O\ D GRQF XQ EHVRLQ DFWXHOOHPHQW QRQ SDUIDLWE
des prélevements tissulaires permettant de faire un diagnostic rapide\vasifi non
destructif, de la présencgncluantidéalementinequantification- de matériel tumoral au sein
GTIXQ pFKDQWLOORQ

1.1.2 Diagnostic anatomopathadiqueet cytologiquetpratiques et tendances

Nous décrivons ici plus en détail les techniques les plus couramment utilisées pour le
diagnostic des résections tumoraleSUpSDUDWLRQ HW DQDO\WH GH ODPHYV
et analyse de coupes au cryostat, analyse de prélévements cytologiques. Cette description
SHUPHW GH FRPSUHQGUH OHV FDUDFWpPULVWLTXHYVY GH FHV
éléments esstiels et nécessaires ainsi que les limitations, de maniére a définir les
VSpFLILFDWLRQV UHTXLVHVY SRXU OH GpYHORSSHPHQW GH (

1.1.2.1 Préparationet lecture de lamesG { KLVAA RORJL

Le «Gold Standard> concernant le diagnostic anatomopathologique du caepese
D X M R X WeBdeKiXpuis des décennieSULQFLSDOHPHQW VXU OfH[DPHQ D!
GH ODPHV G fwtepavedsR @t ldés biopsies et résections chirurgi€alesce soit
pour cRQILUPHU OH FDUDFWgqUH WXPRUDO GTXQH JRQH WLVVX
GIDXWUHYV PpW K BaartdaGdfisd? iné tubheud de maniere a optimiser la prise en
charge thérapeutique associée, ou pour qualifier les marges tumarakes lune résection
FKLUXUJLFDOH OYKLVWRORJmBNtelVW OD PpWKRGH OD SOXV

Cette méthode consiste en une préparatiam examedu tissu prélevé, selon une série
GITpWDSHYV duritEKpQricipadds Sont les suivarttes

f Examen macroscopiquepUpDODEOH GH OD SLqFH GYH[pU
OTDQDWRPRSDW KR OitRedtifieresizormesisuRizQdsq U H |

f Découpeade la(des)zone(s) suspecte(s) en vue de leur préparation histologique

f Fixation : le tissu esfixé dansle formol, qui lie ou précige les protéines.
LYpFKDQWLOORQ HVW SURJUHVVLYHPHQW GpVK\GULI
solutions alcoolique$10 a 20h).L  H BtXe ¢ [ D WsdniXretirés,  fDOFRRO HVW
UHPSODFp SDU XQ VROYDQW RUJDQLTXH ffmeVFLEOH
IRQGXH QYHOMREBDV PLVFiitepH GDQV OD SDUD

f Imprégnation et inclusiofiL2h): Le tissu est imprégné dans de la ffane, qui
constitue un supportphyLTXH SRXU OYYpFKDQWLOORQ HW SHUI
fines sans déformation deguctures cellulaires, wieleur architecture.

f Coupe: /H WLVVX HVW GpELWp HQ FRXSHV GH —P
microtone. Les coupesont montées sur des lampfngées dans un solvant
organiqueetréhydratées dans des solutioBs] D QIE RR én plus aqueuses.

f Coloration: La coloUDWLRQ OD SOXV XWLOLVpH H® KLVWR
Eosine6DIUDQ OHV QR\DX[ GHVY FHOOXOHYV VRQW FRC
FRQVWLWXDQWYV F\WRSODVPLTXHV RQW X@H WHLQ



VDIUDQ FRORUHerOorkangelchiX X egt intéddssqnt de noter que dans

OD SOXSDUW GHV FDV OH OLHQ VSpFL¢{TXH HQWUH
comprise totalement, et résulte souvent de découvertes faites il y a plus de 100
ansj OD VXLWH GYfHVVDLY RX GTHUUHXUV

/IH SURFHVVXV FRPSOHW GTREWHQWLRQ GHV ODPHV KLV
XQ ODERUDWRLUH GfDQDWRPRSDWKR OR giltblteslesVétapes G X U p +
SHXYHQW \e$% dridd-BHaNsXtEl glutres immédiatement.

Figure3 3URFHVVXV GH SUpSDUDWLRQ W\A\SLTXH GTXQH OCL



ID OHFWXUH GTXQH ODPH GYTfKLVWRORJLH DX
microscope est de maniere générale basee sur
plusieurs étapes examen macroscopique a
faible grossissement permettant de distinguer
de possibles anomalies architecturales,
HIDPHQ PLFURVFRSLTXH j OfpFKHOOH GX JURXSH
de cellules ou méme de la cellule (exatio
noyaucytoplasme), par changement du
JURVVLVVHPHQW FKDQRQesHPHQW GTREMHFWLI
quasiment impossible de définir une liste
générique de criteres de lectures pour le
GLDJQRVWLF FHV FULWqQUHV pWDQW YDULDEOHV GYfXQ
W\SH GH WLVVX j OfDXWUH HW OHV PDOLIHVWDWLRQV
histologiques du cancer pouvant prendre ¢ Figure4 ODPH GTKLVWRORJL
formes extrémement variées. canalaire insitu *tissu mammaire

Méme si cette procédure (préparation histologique et examen des lames au microscope

SDU OTDQDWRPRSDWKRORJL \éwvegdose W ti¢s ldrindds de MiBe-hQ ping U p F |
HW GfH[SpULHQFH HOOH QYHVW SDV QpFHVVDLUHPHQW DG
Cette préparation tissulaire est en effet basée sur de nombreuses étapes mécaniques et
biochimiques, nécessitant bead¢® GIH[SpULHQFH GIpTXLSHPHQW HW
OfRUJDQLVDWLRQ GHV LQVW LW/XNIMWRMAVHFW LBALTIHXKHHR/H QW@ WXL

] MRXUV FH THL DMYUWDYQUHGWEBWY DX EHVRLQ GI1XQ GLDJQ
guider le pré&vement chirurgical de tissu, en particulier concerngnfi [ DPHQ GHV PDUJ
WXPRUDOHY YLVDQW XQH FKLUXUJLH SOXV FRQVHUYDWUL
observées sur les procédures de biopsies (prélevement non réalisé dans le volumétdéspect ¢
restent significativess WA\SLTXHPHQW GHPORRUIGYWHF W XVDJH GH JXLGLEL
CT-scan ou échographie OfpYDOXDWLRQ GH OD SHUWLQHQFH GH Ol
KLVWRORJLTXH G X-&Edirgpsnruvid-HpPodédune loRdidendut a un grand nombre
de répétition de la procédure, générant des problémes de colt, de pénibilité pour le patient et
GYRUJDQLVDWLRQ

1.1.2.2 Coupes au cryostat et préparation cytologique

&HV OLPLWDWLRQV LQWULQVQTXHYV GH OdfKhsEWNRORILH F
GH GLDJQRVWLF SHURSpUDWRLUHYVY SULQFLSDOHPHQW UH:
OTDQDO\WH GH FRXSHV DX FU\RVWDW HW SDU OfH[DPHQ F\\
au cryostat correspondugne préparation rapide d® DPH GY{KLVWRORJLH j OfDLGH
préparation tissulaire alternative$a biopsie fraichement prélevée est congelée et découpée
GDQV XQ FU\RVWDW WRXMRXUV VHORQ GHV FRXSHV GfpSD
GHV FRORUD Qistdloghe \ & lerifiK hhige &fis lame.

1C



Figure5 SURFHVVXV GH SUpSDUDWLRQ HW GTH[DPHQ HI[\

Cette procédure accélérée permet
GfREWHQLU XQH ODPH OLVLEOH HQ XQ WHPSV GH j
PLQXWHV &HSHQGDQW OYXVDJH GH FHWWH
techniqueend a se réduire ces dernieres années,
et a se limiter a un usage lié a quelques situations
clinigues particulieres (chirurgie de Ms
ganglions sentinelles), du fait de nombreux
désavantages

f La procédure esiépendante de
OfRSpUBWBIXERX8s GTpWDS
de manipulation et de savdaire
requis)
f La congélation entraine des
artefacts sur les tissus graisseux,
la graisse ne pouvant pas étre
FRQJHOpPH p&fianceQ H
de diegnostic limitée sur des
tissus tels que le sein (80%
GIH[DFWLWXGH GX ' nTnan v rm
f La procédure est destructive por F19ure6: coupe au cryostat gcinome intra
. . . canalaire insitu ttissu mammaire
le tissu, et donc inadaptéaux
tendances cliniques actuelles chirurgie de plus en plus conservatrice,
diminution de la taille moyenne des biopsies, développement de la médecine

11



SHUVRQQDOLVpH HW GH OYDQDO\WH PROpPFXODLUEF
tumoralmMLQLPXP DX VHLQ GfXQ SUpOgYHPHQW GfR+ OH
de tissu

/IfDQDO\WH F\WRORJLTXH HVW EDVpH VXU OTXWLOLVDWI
cellulesGDQV XQ VLWH VXVSHFW VXU OfpWDOHPHR&UGHYV FHC
examen de la préparation au microscope. Cette analyse est souvent utilisée la ou la biopsie
conventionnelle est difficile (exemplesarcome), et pour la thyroide, la gynécologie, le
SUpOgYHPHQW GH IOXLGHV SDUPL GQBXWRXUHLW B BGXUHM
VXU OYDUFKLWHFWXUH GX WLVVX FH TXL HVW VRXYHQW
OfHQYLURQQHPHQW LQIODPPDWRLUH (OOH HVW DXVVL WUc

Les limitations des techniques courantes, méme si trés ectseluisent a des taux
dere RSpUDWLRQ RX GH UpSpWLWLRQ GX JHVWH ELRSVLTXH V
dans le cas du cancer du séinir Chapitre 2) Il y a donc un besoin de nouvelles méthodes
SRXU OfDLGH ,Dp¢rmétiait JpdRarabtérisation tissulaire ndmvasive, non
GHVWUXFWLYH j OfpFKHOOH GH OD FHOOXOH HQ DGpTXDW
HQ SDUWLFXOLHU HQ WHUPHY GH GXUpH GTDQDO\VH HW St
tumorales. Unepossible solutiondéveloppée dans cette thése consiste a développer de
QRXYHOOHY PpWKRGHYV GH PLFURVFRSLH RSWLTXH WRPRJU!
leur transfert clinique a terme.

1.1.3 Microscopie optique pour le diagnostic notvasifperogératoire

Les techniques de préparations tissulaires présentées plus haut représentent le Gold
Standard actuglour OH GLDJQRVWLF SUpFLV GX FDQFHUGoMdJ ELRSV
SUpFpGHPPHQW GpFULW LO \ D FHSHQGDQW PDWLQUH j Gp"
microscopique des tissus pour le diagnostic peropératoire du cancer, permettant de répondre a
certains désavantagédss techniques traditionnelles.

Le tableawsuivantcorrespond a la synthese desbin ¢€ahier des charg@sssu

f 'H OD QpFHVVLWp GH V{DSSURFKH We&tddnig§uds IRUP D
traditionnelles (voir . Une partie de la stratégie de développement
instrumental consistera donc a reproduire certaines caractéristiques des
SUpSDUDWLRQV KLVWRORJLTXHV RX GHV FRXSHV D.
du dispositif devrgpermettre un usage plusrgle que les méthodes existantes
(coupes au cryostat).

f Des discussions avec les diverses collaborations cliniques liées a cette thése
(développées dans le chapitre 2), en particulier avec les praticiens
anatomopathologistes.
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Parameétre Valeur cible

Résolution optique <=1pm

transverse

Section optique <=4-5um
Contraste Identification des

structures tissu-
laires nécessaires
au diagnostic

&KDPS GYLPDJH >= - PP

Justifi cation

Correspond a un  grandissement

élevé

(typiquement x100) utilisé sur un microscope de
pathologie, permettant de distinguer des détails
intracellulaires (noyau, cytoplasme, etc.)

Remarque : Méme si une bonne résolution est
QpFHVVDLUH OH FKDPS GYREV
taille minimale pour permettre un examen
macroscopique. Nous reviendrons plus en détail
sur ces 2 contraintes quelque peu opposées,

pouvant justifier plusieurs

approches

instrumentales, aux paragraphes|1.3.3|et

3.2

/ID VHFWLRQ RSWLTXH FRUUHV
WLVVX HQ SURIRQGHXU UHSUp
OCT Plein Champ. Nous définissions plus loin plus
La section optique
obtenue doit étre a minima du méme ordre de
grandeur que la coupe physique réalisée pour
REWHQLU XQH ODPH GYKLVWRI

précisément cette notion.

cryostat.

Le diagnostic anatomopathologique repose sur

cette identification.

Remarquel /D FDSDFLWp GILGHQW
tissulaires repose a la fois sur la ou les modalités
de contraste utilisées et sur la résolution.

Remarque2 OYLGpDO HVW GH GLV¢
de contraste spécifiques, permettaQW GIDMR
différentiation métaboligue a une différentiation
morphologique (ex : cellule cancéreuse vs. Cellule

saine)

Remarque 3 : la visualisation du noyau cellulaire en
YXH GIXQH TXDQWLILFDWLRQ G

cytoplasme est souhaitable

7TDLOOH BOMYWYHWWH G 1LQFideV

/IH FKDPS GYLPDJHULH GRLW rW
méthodes usuelles de préparation du tissu. De plus
il est nécessaire de pouvoir visualiser un grand
champ pour permettre une analyse morphologique

macroscopique.
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BURIRQGHXU G9 >=1mm

max.

Temps typique

GIREWHQWLRQ

images

Utilisateur

Innocuité

Encombrement

Visualisation

Imagerie
macroscopique

Type de tissu

Format de données

<=30 minutes

Technicien en
anatomopathologie

totale

LxIxh<=30x30x60
cm

Doit permettre de
changer le
grandissement
(zoom)

Photo de la piece

Frais, fixé, congelé

DICOM

3RXU SRXYRLU LPDJHU OfpWHC
tumorale, en particulier pour les cancers
épithéliaux

&RUUHVSRQG DX WHPSV WRWD
échantillon, incluant sa préparation et son

SRVLWLRQQHPHQW VRXV OH P
des images et leur visualisation. Cette durée doit

étre inférieure ou égale a celle constatée pour les

méthodes peropératoires actuelles.

Correspond au personnel effectuant les coupes au
cryostat. Requiert donc une attention toute
SDUWLFXOL grgdiomié X Ua r@afntenance,
@uUiomatisation.

Remarque : La lecture des images et leur
interprétation reste sous la responsabilité de
OTDQDWRPRSDWKRORJLVWH

Non-LQYDVLI SDV GYDMRXW G¢§e&
maniére ane pas LQWURGXLUH GYpYlt
pour les méthodes actuelles de diagnostic comme
OfKLVWRORJLH SRVVLEOHPHQ
échantillon), non-destructif (aucune consommation
de tissu).

Equivalent a un microscope de pathologie.

La visualisation des images doit permettre de
reproduire le processus GH OHFWXUH HW
ODPHV KLVWRORJLTXHV HQ
macroscopique a une vue microscopique (en
JpQpUDO SDU FKDQJHPHQW GIR

Correspond a la pratique actuelle, avant
préparation histologique, pour repérer et annoter
OHV JRQHV GILQWpUrwW

Compatibilité avec les différents états possibles de
piéces rencontrées en service
G f&dmopathologie.

Format médical communément utilisé. Permet a
terme la compatibilité avec les solutions
FHQWUDOLVpHY GH JHVWLRQ (
(PACS, LIS), et avec difféerents logiciel de
YLVXDOLVDWLRQ GYLPDJHV PpC
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&HV FDUDFWpPULVWLTXHY FRUUHVSRQGHQW DX V\VWqgPH
dans les chapitres suivants les réponses apportées a un tel besoin, par diverses approches
instrumentales ainsi quearla nécessité de faiclescompromissur certaineperformancesdl!

HVW j QRWHU TXH QRXV SODoORQV VXU XQ SLHG GfpJDOLWp
UpVROXWLRQ WDLOOH GX FKDPS SURIRQGHXU HWF HV

automatisation, etc.) qui jouent un réle prépondégaiant a la réussite des premiéres études
SLORWHY HW j SOXV ORQJ WHUPH j OTDGRSWLRQ GH OD WH

1.2  Imagerie optique norrinvasivedes tissudiologiques: contexte
SK\WVLTXH HW GLVSRVLWLIV GYLPDJHULH

Bien que trés développée et utpigt SRXU OJLPDJHULH GH OD FHOOXOH
QYD FRPPHQFpH j rWUH DGDSWpH HW XWLOLVpH TXH UpFlI
particulier dans un contexte applicatif ciblant le diagnostic. La physique des interactions
lumieref/tissus pose@ HIIHW GH VpULHXVHV FRQWUDLQWHV ORUVT
avantages de la microscopie optique, en particulier concernant la résolution ou la profondeur
Gdgerie Nous décrivons ici le principe des interactions lumiére/tississi que les
dillpUHQWHY DSSURFKHV DFWXHOOHYV SRXU OfLEepatULH RS\
OCT, sujet principal des travaux de cette these.

1.2.1 Imagerie optique dans les milieux diffusants

1.2.1.1 Interactionsde la lumiéreavecles milieux biologiques

Les PLOLHX[] ELRORJLTXHVY VRQW SULQFLSDOHPHQW FR(
réfraction moyen de 4,[1-26@ SURFKH GH FHOXL GH OfYHDX HW GH
complexes formant les cellules, de divers types (membranes, noyaux, organelles téibres, e
La complexité des milieux biologiques ne permettant pas de décrire la propagation de la lumiére
GH PDQLqUH DQDO\WLTXH j OfDLGH GHV pTXDWLRQV GH 0DJ[
SDU OD SURSDJDWLRQ GX 10X[ G pe€3Hhaddadrs Hdyerti€y SDUYV
caractéristiques du milieu. Ces grandeurs décrivelBKpQRPgqQHYV SULQFLSDX[ G
entre la lumiere et les tissus @ ¥orptionet ladiffusion Ces 2 phénomeénes sont fortement
dépendnts GH OD ORQJXHXU GTRQGH

/TDEVRUd8 W luRi€re par les tissusHVW OLpH j OfDEVRUSWLRQ GTY°
PROpFXOH ORUVTXH OfpQHUJLH GH FH SKRWRQ FRUUHVSRQ
ITpQHUJLH GX SKRWRQ HVW SULQFLSDOHPtHQs®/ caMd¢D QVIRU
ITpPPLVVLRQ GTXQ DXWUH SKRWRQ IOXRUHVFHQFH RX XQH

La réponsen intensitetGTXQ PLOLHX DEVRUEDQW j XQ IOX[ GH SKI
de BeetLambert (rigoureusement valable pour un échantillon homogene etlumire
incidente monochromatique)
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HEA L & PR x

olb HVW OfLQWHQVLWpP OXPLQHXVH LQFLGHQWH HVW
OD SURIRQGHXU GDQV @ HGCPH @ RHIX| DEVHRQW DEFIRBEHMRIEESS WL R Q +
biologL T X ¥arie typiquementde 0,1 a10¢mfLQYHUVH GX FRHIILFLHQW G{DI
a HVW OH OLEUH SDUFRXUV PR\HQ GYDEVRUSWLRQ HQ FP

/IHV PLOLHX[ ELRORJLTXHV pWDQW SUL@FHOSDIOHPHQW
majoritairement lesSFDUDFWpULVWLTXHYV GHIRESRUBWERQLGBHVGW QWVE
OTLQIUDUVWRXSIHULQFLSDX] DXWUHV FRQVWLWXDQWY DEVRUED

FROODJQQH HW G[8B] X 4ffigh¥y 7| UBHEW pVEBWH OHV VSHFWUHV G
différentes molécules.

Figure7 FRHIILFLHQW GYDEVRUSWLRQ GHV SULQFLSDX[ FRQ
fonction de lalongueuGfRQGH (Q EOHX FODLU OD IHQrWUH WKpU

'‘DQV XQ GRPDLQH VSHFWUDO VLWXp HQWUH HW
définissant une fenétre thérapeutigu@ RSWLTXH j OfLQWpULHXU GH ODTXH
spectrale utilisée par lagrandkDMRULWp GHV V\VWqgPHV GYJLPDJHULH GX

FHWWH JDPPH GH ORQJXHXU GTRQGH OH OLEbBsdSROFRXUV
[4.6].

La diffusion de la lumiére par les tissusest litej OfLQWHUD FcWwakde @sGH FHO
structures constituant un milieu biologiques. Pour une lumiere incidente, certains photons
WUDYHUVHQW OH WLVVX VDQV rWUH SHUWXUEpV GIDXWU
FRUUHVSRQGDQW UppPLV SDU OD SDUWLF 3de latiffiigio H PrP H
pODVWLTXH VDQV SHUWH GYpQHUJIJLH /HV FDUDFWpPULVWLT
taille relative destructures diffusanteSDU UDSSRUW j OD ORQJXHXU GYRQGH
$LQVL SRXU XQH SDUWLFXOH SHWLWH GHYDQW OD ORQJXH

5D\OHLJK UD\RQQHPHQW LVRWURSH HW SRXU XQH SDUWLI
au régimede Mie (rayonnement anisotrope).
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/ID FRPSRVLWLRQ GHV WLVVXV pWDQW WURS FRPSOH[H
GHV SDUWLFXOHV GLIIXVDQWHY SUpVHQWHY WDLOOHV DOO
10pm pour certains noyaux cellulairesy O© QTfHVW SDV SRVVLEOH GYH[SOLTX
par les modeles de Rayleigh et Mie. La encore, une description macroscopique de la diffusion
des tissus est communément adnsigsezant une loi de décroissance exponentiéllesignal
balistiquetelle que:
HEAL L 48 PR

olb HVW OfLQWHQVLWpP OXPLQHXVH LQFLGHQWH HVW (
OD SURIRQGHXU GDQV @ Hlerbabiti¢thXdeiffus}oah@W /HMWQ YHUVH GX
coefficient de diffusion dl d HVW OH OLEUH SDUFRXUV PR\HQ C
représentatif de la distance moyenne entre deux événementsusgodiffuccessifs dans le
tissu, variant typiqguement entre 50 et 200156][ V Rqlveviant de 50 a 200 cfn Le libre
parcours moyen daiffusion définit le régime de diffusion dans un tissu. Ainsi pour un milieu
GpSDLYVHXU (
f E<<ly : régime balistique quasiment dénué de diffusiotes photons se
propagent en ligne droite
f E>>lq: régime ddiffusion multiple les photons subissant piegrs événements
GH GLIIXVLRQ HW SHUGHQW OfLQIRUCMNERQ GH
photons sontétrodiffusésvers la lumiere incidente suite & un ou plusieurs
évenements de diffusion.

Figure 8 : trajectoire degphotons dans un milieu diffusant

La[Figure § UpVXPH OHV LQWHUDFWLRQV GTXQ SKRWRQ LQF
GLIIXVDQW /HV Y D@ HWU¥>Wo\iddnirettode @ Hiffusion est le phénomene
GRPLQDQW TXDQW j O fiatigtiue® OWSE BRI BXGWXIWD DIR Y1 [HP SOH
cm?, le signal balistique transmis au bout de 1mm est divisé faad®out de 1cm par 40
Une fois le signal Westique éteint, le signal diffusé reste présent (la diffusion prolonge en
TXHOTXH VRUWH OH SDUFRXUV GHV SKRWRQV MXVTXTj]
centimetres§).

&HWWH H[WLQFWLRQ GX VLJQDO HVW ELHQ V€U IRQFWLI
OfDYRQV YX SUpFpGHPPHQW XQH H[WLQFWLRQ PLQLPDOH
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FRPPH RQ SHXW DLVpPHQW OYREVHUYHU HQ Sd@&ab@W XQH
main: la lumiére transmise apres absorption et diffusion est de couleur rouge.

1212 6WUDWpJIJLHV GYLPDJHULH RSWLTXH HQ PLOLHX[ GLI

$X YX GHV SKpQRPgQHYVY GIDEVRUSWLRQ HW GH GLIIXVLEF
du signal en profondeur, JUDQGHYV VW U D \&omtidossWleS fLPDJHULH

f /9LPDJH Uhsétors Hallstigues 8HV SKRWRQV FRQVHUYHQW C
leur direction de propagation incidente. Ceci correspond aux meéthodes
FROQOYHQWLRQQHOOHV GYLPDJHUL Hh&yBaphotoxdn SXLVT
VRUWLH GH OfREMHW HVW FRQQXH /YfLQIRUPDWLR
bien résolue spatialement, et il est possible de la localiser avec une bonne
UpVROXWLRQ OLPLWpH SDU OD GLIIUDFWLRQ &RP
majaur de cette approche est la disparition rapide du signal, a des profondeurs
WA\SLTXHV GH j PP ,0 HVW GRQF QpFHVVDLUH SR:
(in-vivo ou sur biopsies) de travailler en réflexion et non en transmission, en
considérant lephotms rétrodiffusésyant subi un seul évenement de diffusion
YHUV OfDUULgqQUH GH PDQLqUH VLPLODLUH j XQH Up
OD SOXV j PrPH GH IRXUQLU OYLQIRUPDWLRQ UHTXL
FLEOpHV QpFH\WwVvastlposey KcalldatioR dg€kstructures), que nous
adoptons dans les présents travaux, et que nous développerons donc par la suite.
1RXV GpFULYRQV OHV GLYHUVHV DSSURFKHV DFW

photons balistiques au paragra@suivant.

f /9LPDJH Udhétors Hiffusés et mulliffusés Ces photons ayant subi de
PXOWLSOHV pYqQQHPHQWY GH GLIIXVLRQ LOV RC
OfLQIR WP W diRRQion de propagation incidente. Pour localiser trés
SUpFLVpPHQW OfLQIRUPDWLRQ SRUWpPH SDU FKDTX
UHFRQVWUXLUH OD SURSDJDWLRQ DX VHLQ GX PL(
impossible dans des milieux compésx et hétérogénes tels que les tissus.

/I YDYDQWDJH PDMHXU GH FHWWH DSSURFKH UHVWEFE
SURIRQGpPPHQW GDQV OH WLVVX MXVTXYj SOXVLHX
atténuation du signal diffusé en profondddous décrivonsci tres brievement

OHV SULQFLSDOHV PpWKRGHV HQ OXPLgUH GLIIXVH
des présats travaux

o LaTomographie Optique Diffuse (Diffuse Optical Tomography ou DOT)
[7@ UHSRVH VXIGIOXMXW QRYHWPEW HR QHeddeRrIX UFHYV H
capturant la lumiere diffuse transmise en divers points de la surface de
OfREMHW 'HV PRGqOHV GH GLIIXVLRQ VRQW X\
données acquises les propriétés optigues du milieu (absorption,
diffusion). La résolution est limitdd GH OJRUGUH GH PP j
SURIRQGHXU PDLY SHUPHW GYREWHQLU XQ
particulier sur le cerveau.
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Figure9 GLVSRVLWLI GYDFTXLVLWLRQ HQ 7RPRJUDSK
Optigue Diffuse pour le cerveau (a) et images

typiqguemat obtenues apres reconstructidmage

tirée de[7]

o /YLPDJHU LadoStHGREW RHWWH PpWKRGH HVW EDVpH
GIXQH RQGH DFRXVWLTXH & UsRiGabatio dcakD U O D
Qufh tissu illuminépar ure source de lumiérde forte puissance créte
JpQpUDOHPHQW XQ ODVHU J/TRQGH DFRXVWL
transducteur ultrasonore, on obtient donc un contraste optique par une
détection acoustique8f@ 2Q XWLOLVH W\SLTXHPHQW
OfKpPRJORELQH R Xcthhahdedekogen¥d) pour Rbtenir
GHV UpVROXWLRQV GH OfRUGUH GH —P j PP

o /YLPDJHUL Fopiigedk X& MaRiere inverse utilise une détection
optique G 1 XQH P R ecustiniy9].RJQe source optique cohérente
LOOXPLQH OD JRQH @G¥%teervhg figie de speekieQung U H
source acoustique est focalisée sur cette zone de maniere a créer une
modulation locale des chemins optiques due aux ondes de pression. La
GpPWHFWLRQ GH OfLQWHQVLWpP OXPLQHXVH HQ
aux propripWpV GYDEVRUSWLRQ ORFDOHV GX WLVVX
XQH LPDJH HQ SURIRQGHXU DYHF XQH UpVRO
millimétre a plusieurs centimetres de profond¢l@-11]. La cible
clinique la plus étudiée concerne la détection précocertiecdu sein.

1.2.2 OLFURVFRSLH RSWLTXH SRXU OYLPDJHULH SHUI

Nous développons ides différentes approches actuelles de microscopie optique pour
OfLPDJHULH GHV WLVVXV EDVpHV VXU OYLPDJHULH GHV S
OrPH VL FHWWH DSSURFKH HVW OLPLWpH HQ SURIRQGHXU
P p W K R @& abericcef kégime de diffusion a la résolution nécessaire aux applications ciblées.
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Du fait de la nature diffusante des milieux biologiques, ces différentes méthodes
SDUWDJHQW OD FD S Ddoupd/ pptiGueH OptidaMS¥dtidshing) @ Haddu&Vvde
localiser les photons dans une zone précise, généralement au niveau du plan de focalisation de
OfRSWLTXH SULQFLSDOH GYLPDJHULH HW GH UHMHWHU OF
cette optique. Une telle sélection des photons balistiquessst bar 2 principales méthodes
de filtrage: un filtrage spatial (microscopie confoca] microscoje de fluorescence a 2
photons), ou ufiltrage temporeliée a la cohérence de la source (Tomographie de Cohérence
Optique(OCT)).

/IHV V\VWqgPHV Gédctidhiedndrid bplique par filtrage spagé#iectuent une
VPOHFWLRQ JpRPpWULTXH GHV SKRWRQV SURYHQDQW GX YI

f Le microscope confocdllZ], schématisé afigure10] HVW EDVp VXU OTXW
GTXQ GLDSKUDJPH FRQMXJXp DYHF OH SODQ GH
microscope, de maniére a rejeter les photamsbalistiques, qui ne suivent pas
une trajeadire rectiligne dans le milieu. Pour reconstruire une image, la zone
focalisation est balayée point par point par des miroirs galvanométriques ou
résonants. Quelques variantes utilisent la un balayage en ligne (conjuguée avec
une fente) de maniére aacceléllU OD SULVH GTLPDJH PDLV DX (
confocal dans une directiof3]

Figurel0 VFKpPD GH SULQFLSH GYXQ PLFURVFRSH FRQ|

/ID SURIRQGHXU GTLPDJHULH GDQV OHV WLVVXV H\
200pm. En efét pour obtenir de bonnes résolutions compatibles avec

OYREVHUYDWLRQ GHV GpWDLOV PLFURVFRSLTXHV \
GHV REMHFWLIV GH PLFURVFRSH j JUDQGH RXYHUMW
puisque pour le microscope confocal aMMRBOXWLRQ D[LDOH O¢fYpSD
VHFWLRQ RSWLTXH HVW GplLQLH SDU OD SURIR
LQYHUVHPHQW SURSRUWLRQQHOOH j OfRXYHUWXU
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ouvertures rendent ainsi la méthode trés sensible aux aberrations induites p
OfpFKDQWLOORQ 8Q GHV DYDQWDJHV GH OD PLFU
fonctionner a la fois en réflectance et en fluorescence, rendant accessible une
ODUJH SDOHWWH GH PDUTXHXUV VSpFLILTXHV Gf
technique en biologi De nombreux développements et études ont été effectués

pour évaluer la capacité de cette technique a effectuer un diagnostic clinique ex

vivo et invivo [14-15]. Récemment une variante de la microscopie confocale en

plein champ (sans balayage point paint), la microscopie a illumination

structurée (SIM), a été développd&fl7@ EDVpH VXU OD SURMHFW
dans le plan de focalisation et sur la défocalisation rapide des fréquences
spatiales élevées. Nous reviendrons sur cette méeth(®i8.4n

f La microscopie de fluorescence a 2 phot¢pf8 @ HVW EDVpH VXU OfD
VLPXOWDQpH SDU XQH PROpFXOH GH SKRWRQV VX
fluoresceke GH ORQJXHXU GTRQGH GLYLVpH SDU 3RXU
LQWHUDJLU VLPXOWDQpPHQW DYHF OYDWRPH j H
(typiguement 189%). La puissancéumineusecréte GTH[FLWDWLRQ GRLW
JUDQGH SRXU TXH O#& égdddriem Edit @dnViénliGeieQ AMSI
alors quda microscopie confocale de fluorescence sélectionne une profondeur
GYpPLVVLRQ GDQV OYpFKDQWLOORQ OD PLFURVFI
SURIRQGHXU GTH[FLWDWLRQ (Q S<tsfetbsEcordeR Q XW L
dont les impulsions sont focalisées dans un petit volume par utilisation
GIREMHFWLIV j JUDQGH RXYHUWXUH QXPpULTXH '
microscopie confocale, on reconstruit une image par balayage du point de
focalisation du lagfU GfH[FLWDWLRQ 3DU UDSSRUW j OD |
microscopie a 2 photons utilise un contraste endogeuoeun certain nombre
de protéines et permet aussi une meilleure pénétration dans les tissus
WASLTXHPHQW MXVTXT]j —P SXLVTXH OfXWLOLVI
j OTHIFLWDWLRQ GRXEOH GH OD ORQJXHXU GYRQG!
OD GLIIXVLRQ FRPPKIQRIX]V 3IDIDFRQW YK OTXWLOLVE
densitésde puissancéocales peut poser certains problemes de phototoxicité
[19].

/IHV V\VWqgPHV G YL P Dehitht Ldtigue \pbarFfiktadge Qepnporel, outre
OfKRORJUDSKLH TXH QRXV QH GpWDLOORQV SDV LFL V
Tomographie de Cohérence Optique (OCT) que nous développons au paragraphe suivant.

1.2.3 Tomographie de Cohérence Optique (OCT)

/f12&®est une tecQLTXH GYLPDJH UL HistiGugs/ tre3 KétoitR QuisqieD
proposée au début des annéesJ), [mais ayant néanmoins connu un développement tres
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UDSLGH HQ SDUWLFXOLHU GDQV OH GRPDLQH PRCAFDO HW
La capacité de cette méthode a distinguer de maniére non invasive les structures rétiniennes et
cornéennes en ont rapideméait XQ pOpPHQW GH GLDJQRVWLF LQFRQWR
UpSDQGX FKH] OfRSKWDOPRORJLVWH GH YLOOH

/IH SULQFLSH GHWOQHR ¥X FRPWH DQDORJXH j OfpFKRJUDSI
GIRQGHYVY RSWLTXHV SOXW{W TXH GfRQGHV XOWUDVRQRUL
GLVWDQFH HWir@ffisPS@IXNWXSRLQW svRIUNORHWXPEBY GH YRO G
ultrasonoe réfléchie par le milieu étudié (écho)f2&7 UHSRVH VXU OD;, PrPH D
cependant, du fait de la vitesse de propagation des ondes lumineuses bien plus importante que
FHOOH GHV RQGHV XOWUDVRQRUHYV LO QYH[LYWUW SDV Gt
VXIILVDPPHQW UDSLGHV SRXU IDLUH XQH PHVXUH GH WHPS
XQH PpWKRGH RSWLTXH SHUPHWWDQW GH PDUTXHU OHV St
donné RQ XWLOLVH SRXU FHOD O 1L QWwdthérencl, RPipteyférantétijel DLE O |
en lumiere blanche2f].

/TLQWHU I pdJfRilBle Wrigkedr de cohérencd VW EDVpH VXU OfXWLOI
LQWHUIpURPgQWUH HW GYXQH VRXUFH j IDLEOH ORQJXHXU
Michelson, la lumiére issueTXQH VRXUFH j IDLEOH ORQJXHXU GH FI
amplitude selon un bras de référence et un bras objet par une surface séparatrice (lame ou cube).
Le champ issu de la recombinaison des 2 ondes apres réflexion est la somme des amplitudes
des2ondHV LVVXHV GHVY EUDV GH OJLQWHUIpURPgQWUH GRQW

¢ ] 6 [ 6 [ Lté
*Y "a”E "ao”Et'a'an. T Up

o0 HVW OYDPSOLWXGH GH OJRQGH UpdOh\FWLOITOPS GOLH b
GH OYRQGH UpWUR,GLHWXWp®DSOUIIQURIENHWGH FKHPLQ RSWL
OTLQWHUIpURP Q@D K RH)I XHX U GIRQGH

/ITXWLOLVDWLRQ GTXQH VRXUFH j IDLEOH ORQJXHXU GH
PRGXOp HW GRQF GHV IUDQJHV GFIKMWHQ IREWQTFMH j/ XYDHHO DR
Lc étant lalongueur de cohérence temporetle la source, correspondant a la différence de
marche maximale pour laquelle les interférences sont viskdpgJette longueur de cohérence
est liée aux propriétés spectrales de la sourcOXV OH VSHFWUH GYpPLVVLRQ
longueur de cohérence est faible.[figure 1] SHUPHW G L O O XV W pbHrlin& HW W H
VRXUFH j VSHFWUH ODUJH OHV IUDQJHV GILQWHUIpUHQF
VXSHUSRVHQW HW VH EURXLOOHQW SKpQRPgQHeG& EDWW]
systémes de franges édtvé.
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Figure 11: interférences en lumiere blancheREWHQXH j OfDLGH GIXQH VRXU
faible longueur de cohérence (spectre large)

$LQVL OHV LQWHUIPpUHQFHY QH VRQW GpWHFWpPHV TXt
longueur de cohérencele volume de cohérence /12&7 XWLOLVH GRQF FHWWH
effectuer un sectionnement optique par filtrage tempordd QV OH FDV GImMMM@ cE RLQW F
volume le voxel, pour une image transverse on définit une tranche ou plan de cohérence,

GYIpSDLVVHXU /F Q Q pWDQW OfLQGLFH GX PLOLHX 3RXU
de cohérence est donnée 28] [:

tHU &8

ob—— —
© e a

Re 0 VW OD ODUJHXU VSHFWUDOHOBRKJIJRBXVREUREA GHH\
correspondante.

Figurel2 3ULQFLSH GH OYLQWHUIpURPpWULH j IDLEOH ORQ

/I NXWLOLVDWLRQ GH OYLQWHUIpURPpPpWULH j IDLEOH OR
utilisée dans le domaine médical non pour produire une image, mais pour déterminer la
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ORQJXHXU GH Of°LO DLQVL TXH OD SRVLWLRG@rigaHiy GLIIpUI
[26], par translation fine du miroir du bras de référence.

/92&7 XWLOLVH FH PrPH SULQFLSH PDLV SRXU UHFRQV\
les 3 dimensions2b@ /IDSSURFKH pYLGHQWH FRQVLVWH j DMRXW#H
référence SHUPHWWDQW G TREW H @stadn) XipatyaBe traDswetdeOsRion XeR X $
< OH EDOD\DJH VHORQ OYXQ GH FHV D[HV SHU-BEAWWDQW G
partir de ce volume 3D, il est possible de reconstruire une image tomagraem face ou-C
scanlLalFigure13 SUpVHQWH XQ VFKpPD GT1XQ V\VWgPH GT12&7 j EDC

Figure1l3 V\VWQqPH G 12 & bagéBEwd anDnterigtemetre fibré

Contrairement a la microscopie confocale, les résolutions axiales et transverses sont
découplées en OCiTla résolution axiale est définie par les propriétés spectrales de la source
(LED, diode superluminescente ou SLDsda femtoseconde, halogene) pour des valeurs
WA\SLTXHVY DOODQW GH j —P OD UpVROXWLRQ WUDQVYHI
VPOHFWLRQQpH /D PpWKRGH SHUPHW GYREWHQLU GH W
multiplication du signal de réidiffusion tres faible par une référence plus élexgpiquement
des coefficients de réflexion de"36n intensité so#90dB sont détectables en OCT.

/IH GRPDLQH GH 0Of2&7 D FRQQX XQH DYDQFpH PDMHXUF
GpYHORSSH P H@Woutdf FQufirRdamain OCT olFD-OCT) [27-28]. /[TpTXDWLRQ
GX VLIJQDO GpWHFWp SDU XQ LQWHUIpURPQWUH SUpFpGHPP
HW OD GLIIpUHQFH GH PDUFKH / VRQW FRQMXJXpHV GDQV C
IRQFWLRQ HW SRXU XQH GLIIpUHQFH GH PDUFKH GRQQpPH
/IHVSHFWUH |, GX VLIQDO SUpV Hgaiitibngspe@irles QridsMdaes] US RV
GRQW OD IUpTXHQFH HVW OLpH j OD GLIIpUHQFH GH PDUFKH
version spectraléSpectralDomain OCT ou SBOCT), consiste donc a enregistrer le spectre
GX VLIJQDO Gf9LQWellgn pdJ trh@sforinéeHd& Fpuiel) permettant de retrouver

GLUHFWHPHQW , / [FijuRB4d LOOXVWUp j OD
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Figure 14: schémas de princip& H O 12 &7 W HBOGCIRTkEDomaih OCT)
HW GH Of12&7 -OSH Epaicudd Domaih OCT)

2Q YRLW GRQRVKYEOQOHHENWREWHQLU VLPXOWDQpPHQW OH
GH SOXVLHXUV GLIIpUHQFHYV GH PDUFKrHlebWalaydg€Qde laGiRrQF V HC
de référencece qui représente une amélioration significative de la vitesse. De plus cette
approche permet un gain de sensibilité, puisque a bruit donné les signaux provenant de plusieurs
profondeurs sont détectés en parallelg].[ Une variante utilisant une source a balayage
temporelkrapide du spectigsweptSource OCT ou S®CT) repose sur le méme principe, mais
HITHFWXH XQH GpWHFWLRQ WHPSRUHOOH GX VSHFWUH j O
TXIXQH GpWH FWiLsReRtrgmetfOetit& app@dhE permet un gain de vitesse et de
sensibilité R9).

/ID OLPLWDWLRQ SULQFLSDOH GH FHWWH DSSURFKH VS
résolution: en effet pour pouvoir acquérir un profil axial en paral&tleonserver uneriage
nette selon cet axd est nécessairéufiliser des optiques de grande profondeur de champ et
GRQF GIRXYHUWXUH QXPpULTXH IDLEOH FH TXL FRQGXLW
SURIRQGHXU GH FKDPS GI&D@AnEhRégFaR SH RSWLTXH

a
&1(Nsit @ ®&—
( 10~

avec DOF SURIRQGHXU GOIREXIXPX U GduReQuecHhunitjue de
OYREMHFWLI GH BPRQBURWFE % HP L QhadrXuné firbferialdud deLddamp de
PP HW XQH ORQJXHXU GTRQGHGEHMNW L QB VIHU BMIM RXFHMWDX L
0,05, soit une résolution transverse limitée a 10um. Quelgues approches récentes cherchent a
diminuer cette limitation, par emploi de faisceau de Be86kbju par une approchimeérique
propagative 31-37. $XMRKXIGKQH pFUDVDQWH PDMRULWpP GHV V\VW
FRPPHUFLDOLVpV XWLOLVHQW 0Of2&7 GH )RXULHU HQ SDUW

'H QRPEUHX[ GpYHORSSHPHQWY FKHUFKHQW j HQULF
WRPRJUDSKLTXH SDU DGMBYQFOH FQR G DXWWH VS REBDPW WD
VSPpFLILFLWp GHV LPDJHV REWHQXHV &BIVRQMesSOI H[HP S|
GpFDODJH HQ IUpTXHQFH GX VLJQDO GILQWHUIpUHQFH OL|
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YDLVVHDX[ VDQJXLQRSLOKH:P FASHFMQVR O UpSDUWLWLRQ \
en chaque point (ex PHVXUH GYR[34@Q DW2&WV ] FRQWUDVWH- GH SRO
OCT (Polarisation6 HQVLWLYH 2&7 SHUPHWWDQW GYIfREWHQLU OD E
mettre en évidnce des structures fibreuses telles que le collagéne ou les fibres nel¥guses |

1.2.4 Tomographie de Cohérence Optique Plein Cha@@T Plein champu
FFOCT)

/912&7 30HLQ &KDPS HVW XQH DSSURFKH RULJLQDOH GH
SHUPHWW Dr@ Ve l@&aftBské&spl@ibins par acquisition en paralléle. Cette technique a été
SURSRVpH j OD ILQ GHYV 3IBQRaprdpport ajix onfth6d& corventionnelles
GY2&7 OYLGpH HVW LFL GTXWLOLVHU XQ pFODLAe)Pgadt SOHLQ
HIHPSOH XQ EXOEH KDORJQqQH HW GIHIIHFWXHU OD GpWHF'
capteur bidimensionnel, comme une caméra CCD ou CMOS, pour tous les points du champ en
parallele, donc sans balayage.

La plupart des dispositifs ex@LPHQWDX|[ GY2&7 30OHLQ &KDPS UH
FRQILIXUDWLRQ GH /LQQLN TXH QRXV GpFULYRQV LFL HQ
microscope de Linnik consiste en un interférométre de Michelson au sein duquel 2 objectifs de
microscope identiques sontvipUpV GDQV OYLQWHUIpURPgQWUH XQ GDQ\
de mise au point de chaque objectif correspondant pour le bras de référence a la surface du
PLURLU GH UplpUHQFH HW SRXU OH EUDV REMHW DX SODQ

Figurel5 6FKpPD G{XQ GLVSRVLWLI Gf2&7 30HLQ &KDPS EDVp
de Linnik. ECL VRXUFH GYpFODLB® 3¢patafparRipitteaQ W H

lentille de tube; C : caméra; MR : miroir de référence; PZ : modulateur

piézoéletrique;
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En FKDTXH SRLQW GH OD FDP pU pour@feLiQensitéEdticcdsgist; [ \ GpWHF
+TA) L 4 BREdyad dasTA) Et¥ 434, 5TAL ... 53 :TAL EO; E 4546
Ou:

f Rrestle coefficient de réflexion du miroir de référence, choisi homogeéne, donc
indépendant de (x,y)

f Rinc est la réflectivité équivalente a la lumiere incohérente (la lumiére qui
QILQWHUIqUH SDV SURYHQDQW HVVHQWLHOOHPHC
structures hors du volume de cohérence et par les réflexions padassteteme

f Rob(X,y) est la réflectiviteen chaque point (x,yJe @é&hantillon dans le plan de
cohérence, donc la grandeur recherchée

f 3[\ HVW OD GLIIpUHQFH BUDS/K®GMHO R QAWWUHIUOHIR 8 ¢

f - HYW OD SKDVH LQWURGXLWH SDU OH GpSODFHPH
OIDFWLRQQHXU SLp]RpOHFWULTXH

Pour extraire le termecRGITLQWpUrwW RQ XWLOLVH XQH WHFKQLTX'?
shifting) [37]: on enregistre ® XVLHXUV LPDJHV , SRXU XQH YDOHXU GH -
miroir de référence ajustée par le piézo, une combinaison de ces images permet de supprimer
OHV WHUPHY QRQ PRGXOpV (Q SUDWLTXH RQ XWLOLVH LI
E E GpILQLHVY SRXU OD ORQJXHXU GYTRRBGIHH H HAEZW ULHIFHR @GV
est obtenue par

+Tads L ¥4 F+,5E: 4 F 4;5L vy¥434,5 TA;

'‘DQV OHV PLOLHX[ ELRORJLTXHY DOpDWRLUHYV LO HVW
images, etde calculer | par différence de ces 2 images pour lesquelles on a introduit un
GpSKDVDJH GH &

&HWWH DSSURFKH SOHLQ FKDPS SHUPHW GIYREWHQL
VHQVLEOHPHQW GLIIpUHQWHY GH FHOOHV GHV DSSUREFKI
paragraphe précédent

f /D JpRPpWULH GYDFTMPAOLQVLR) GIfF HYWHL W& SDV GH
JUDQGH SURIRQGHXU GH FKDPS ,0 HVW DX FRQWUL
GHVY REMHFWLIV GIRXYHUWXUH QXPpULTXH UHODV
OEWHQLU GHV UpVROXWLRQV WUDQVYHUVHV WUqV
micrometre.

f'H PrPH OYDEVHQFH GH EDOD\DJH SHUPHW WKpRU
GITREWHQWLRQ GTXQH LPDJH PDLV DXVVL GH QH S

27



cohérentes, tellesYH GHV VRXUFHV ILEUpHV $X FRQWUDLU
ODUJHV WHOOHV TXTXQ EXO E Hcresdstalkpdapentidadsdi UP HW
les images obtenue8&39]. Ces sources, par exemple les sources thermiques,

sont caractérisées le plus souvebtp XQ VSHFWUH GYpPLVVLRQ WU/
GYREWHQLU GHV UpVROXWLRQV D[LDOHV WUQqV p(
micrometre.

La sensibilité est définie comme le plus petit coefficient de réflectiviierResurable
SDU ))2&7-adirg lervIwie de rapport signal sur bruit (SNR). A cette limite, telle que
SNR=1, la sensibilité est donnée p&0):

by sl ———— ‘:a0|;4;;0
R ¢ satest le nombre de charges accumulées par le détectew) (enNe le nombre

GILPDJHV DFFXPXOpHV &HWWH VHQVERL EDWratigdey ¢ GRQF

manieére a optimiser cette sensibilité on choisit un miroir de référence de coefficient de

rel OHFWLYLWp UpDOLVDQW OH PHLOOHXU FRPSURPLVY HQWUH

j IDLUH WUDYDLOOHU OH G pWkhfaxirtalXpouBrie Rdbii<éde3umiaabcey D W X U

donnée.

Dans le capratique(voir application sur le sy8me développé ou le signal
de référence est le signal prépondérant sur la caméraRR), et ou le bruit B est limité par
OH EUXLW GH &K¥YBW R@dMbrés d& photons incidents). Le signal sur bruit est
alors donné par

5 VE¥dadagTAL — dac
o LETTR0 B g g
$ ¥4:@ 45

6RLW XQH VHQVLELOLWYp j -@dre@aur 8/BFH) ddihéEpaW HFWLR Q

45

4y 4l
aUa S)%C)Q

PouratHLQGUH GHV VHQVL-BAO LW@%V RN &fl€ctivites@iel
10° & 109), il est de maniére générale (comme nous allons le détaifleBeng nécessaire
GIDFFXPXOHU SOXVLHXUV LPDJHV 1! &HVY FDUDFWpPULYV
SUpSRQGpPUDQW GX GpWHFWHXU SDU UDSSRUW DX[ SHUIRUF

Enfin, de la mémenaniereTXfHQ 2&7 GH )RXULHU OD SUHXYH GH F
GH PRGDOLWpV GH FRQWUDVWH VXSSOpPHQWDLUHYV j XQ GL

SDU OTDMRXW GTXQ FROWUGBAWR 6 R QSARWIMVMINADWRERFW BHIRY F
contraste de fluorescence endogene a 2 phoi&hs [
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1.2.5 Conclusion

Nous avons décrit les principales interactions de la lumiére avec les milieux biolpgiques
HW LQWURGXLW OHV GLYHUVHV WHFKQLTXHV GYLPDJHULH
0712&7 RFFXSH XQH SDUW QRQ QpJOLJHDEdahs leSda@ddeSDOHP
Fourier appligué ] OTRSKWDOPRORJLH

&HSHQGDQW ORUVTXH QRXV FRQVLGpPpURQV-igMeSRVVLE
haute résolution des tissus pour le diagnostic peropératoire du cancer, cette technique montre
certaines limitabns rédhibitoires, principalement en termes de résolution, ne permettant pas de
YLVXDOLVHU OHV GpWDLOV FHOOXODLUHY OD WDLOOH PR\I

/1192&7 30HLQ &KDPS HVW OD PpWKRGH GYLPDJHULH RSW
rapproche le plus des méthodes de diagnostic actuelles (histologie, coupes au cryostat)
imagerie enlDFH SRVVLELOLWpPp GIDWWHLQGUH GHV UpVROXWLI
détails tissulaires microscopiques. Nous allons décrire les développeim&nisnentaux
UpDOLVpY SHUPHWWDQW GITDGDSWHU OD WHFKQLTXH DX FR

1.3 'LVSRVLWLI Gfha&y SRXHLQTDQDO\\ehicitdxtELRSV LI

clinique

1.3.1 Design instrumental

Nous décrivons ici le systeme développé permettant de répondre auxcesgigéfinies
enl.1.3

La|Figure 16|présente un schéma de ce systemephesgraphes suivants apportent des
précisions sur les choix techniques effectués pour chemusensemble majeur du systéme,
HQ GpFULYDQW OHXU GLPHQVLRQQHPHQW DLQVL TXTXQH
compromis effectués.
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Figure 16 : Schéma du systéme développé. ECEUDV G | p REFDlrasDd H

référence OBJ: bras objet, C: caméra; BS: séparateur de faisceglL.T : Lentille

tube ; MR : miroir de référence; PZ : actionneur piézoélectrique X,Y,Z:
WUDQVODWLRQV PRWRULVpHY SHUPHWWDQW GTH[SORUHU
fleches bleues désignent les axes et mouvements motorisés

1.3.1.1 Interférométre

La PLVH HQ SODFH GYXQ GLVSRVLWLI GT12&7 30HLQ &K
interféromeétre imagur, pour lequel la différence de marche de la voie de référence est
modulable. LdFigure 17l GpFULW OHV  SULQFLSDOHV FRQILIJXUDWLR:
répon@dntau besoin OD FRQILIJXUDWLRQ GH /LQQLN OD SOXV XWLOL
GH OLFKHOVRQ HW OYREMHFWLI GH OLUDX &HYV FRQILJ)
interférométrie en lumiére blanche, dans des systemes de mesure de laptupadg surface
GIpFKDQWLOORQV U-pflechibsanty/(ex2y@a).V RX VHPL
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Figure 17: objectifs interférométriques\: Linnik, B: Michelson, CMirau

Les configurations de Mirau et de Michels@ RVVqgGHQW Qd éompeQt&/ DJH GH
DYDQWDJH QRQ QpJOLJHDEOH SRXU XQ V\VWqPH YLVDQW j
permet de plus une moindre sensibilité aux paramétres environnementaux (variations de
WHPSpUDWXUH YLEUDWLRQV HW FHfférexce \WE Higewih Biduy G L Q
SDUDVLWH HQWUH OHV EUDV GH OYLQWHUIpURPqQWUH S
commun est limit¢ GDQV FHV FDV /YXWLOLVDWLRQ GTXQ VHXO RE
limiter le coOt.De maniéere générale,on @iLVH OTREMHFWLI GH OLUDX SRXU Gl
numerigue éleveée (typiguement supérieure adl,Bg grande frontalde maniere a minimiser
OfLQIOXHQFH GH OYREVFXUDWLRQ FHQWUDOH VXU OD UpV
OYREMHRFRWXWIHOAVH OTREMHFWLI GH OLFKHOVRQ SRXU GHV
Of{DEVHQFH GH WHOOHY FRQWUDLQWHYV

&HSHQGDQW FHV FRQILJXUDWLRQV SUPpVHQWHQW GH\
FRQVLGQUH OD IDLVDELOLW prabl§ ¥rli@du¥ SRVLWLI UREXVWH W

f IMTLOMHFWLRQ GH OXPLqUH GDQV FKDFXQ GH FHV R
séparateur de faisceau supplémentaire, ce qui pénalise fortement le bilan
photométrique du systemé8Q GHV SRLQWV FOpV G{XQ GLVSR
réside dans sa capacité a effectuer des images rapidenhergt a prévoir
OTXWLOLVDWLRQ GH VRXUFHV GH OXPLgUH j IRUWI
détecteurs en régime de saturation a pleine cad@oir paragraphes suivants).

'DQV FHW REMHFWLI LO DSSDUDVW QpFHVVDLUH G
OYLQWHUIpURPgQWUH HQ pYLWDQW OHV SHUWHV GH

f ,O HVW WUQqV GLIILFLOH GYHQY L VddmirJoptigdeE® QW U {O
la voie de référence indépendant de sa modulation. Cette fonctionnalité semble
QpFHVVDLUH SRXU VYDGDSWHU DX[ SRVVLEOHV YD
GH OfHQYLURQQHPHQW GLODWDWLRQ HWwe DLQ\
GH FRUUHFWLRQV DXWRPDMWALTXHY OLpHV j OfpFKDC

Méme si moins compacte, la configuration de Linnik se malaneplus versatile que

ces 2 objectifs interférométriquesfDFFHVVLELOLWpP GHV EUDV GH OfLC
contrdle indépendardes chemins optiques, le séparateur de faisceau peut étre utilisé comme
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YRLH GTLOQOMHFWLRQ GH OD OXPLgUH PLQLPLVDQW OHV SHI
automatisé, transférable en clinique, nous choisissons la configuration de Linnik casene b
instrumentale.

1.3.1.2 SourceHW V\VWqPH GYpFODLUDJH

Comme QR XV OTDYRQV YX SUpFpGHPPHQW OfYXQ GHV DYL
UpVLGH GDQV OD SRVVLELOLWp GTXWLOLVHU XQH VRXUFH
filament, bulbe halogene, LED, etd)e telles sources présentent de nombreux avantages

f

le colt est bien moindre que celui des sources utilisées en OCT spectral (diode
superluminescente, source laser a balayage du spseteptsource laser, laser
femtoseconde).

la fiabilité est de maniérgénérale bien meilleur®ans le cas des sources
thermique, méme si la durée de vie de ces lampes est limitée, le changement du
bulbe est trés simple et peu codteux.

FHY VRXUFHV SUpVHQWHQW GHV VSHFWUHYV GYpPLV
des sKUFHV WKHUPLTXHY KDORJQqQH ' HQRQ HWEF
simplement a des sections optiques (résolution axiale) trées minces, donc a une
WUgV ERQQH GpILQLWLRQ GY4SPaD)JH HQ FRXSH WUDQ
&HWWH JUDQGH ODUJHXU VS KFuNdsBuletsoB e podr SHU P H
ODFTXLVLWLRQ GYLPDJHV 2&7 VXU GLIIpUHQWHYV E|
OYLQIUDURXJH SURFKH YHUV QP R+ OD GLIIXVLF
SHUPHWWUH GIfHQYLVDJHU GHV SURIRQGHXUV G
OYXWLOLVDWLRQ GH FDPpUDV ,Q*D$V 1RXV UHYHQI
la bande spectrale, [@n3.1.5e4.3.1]

dans le cas des LEDs, il est en outre possible de combiner plusieurs sources
décalées spectralement pour construire un spectre a facon. Les avancées récentes
VXU FH W\SH GH VRXU@§grahd phiR Xdutoddhiéjpernetehb J H
PDLQWHQDQW GYREWHQLU GH WUqV IRUWHYV OXPLQ

1RXV DYRQV FKRLVL GYILQWpPJUHU XQH ODPSHKHoKDORJQqC
spectre trés large (vdfigure 1§ci- GHVVRXV SHUPHW GIDWWHLQGUH OD V
axiale simplement sans recourir a une combinaison de LEDs plus complexe, son co(t est limité,
HOOH RIIUH OD SRVVLELOLWp GYrWUH |D#é OeHfiBridQMs GpSR U
puissances disponibles sont importantes, et un grand nombre de sources intégrées est disponible
sur le marché.
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Figurel8 VSHFWUH W\SLTXH GYXQH VRXUFH KDORJQgQ

Nous utilisons la source Schott KL 1500 compact

ILEUpH 1RXV DMRXWRQV GDQV OH EUDV GYfpFODLUL
microscope des filtres spectraux permettant de mettre en forme
OH VSHFWUH XW uro fitreGcHlpré pabseHan 1
fréquence de coupure 610nm et un filtre passe bas de fréquence
de coupure 1000nm. Cette fenétre spectrale -{@&0DnNM)
SHUPHW GfrWUH FRPSDWLEOHrefet¢ HF OHV WUDLWHPHQWYV
courants spécifiés pour les optiques internes au SysiFigure 19 : source halogén
(suppresion de la lumiére parasite), et de supprimerfibrée Schi KL 1500 compa
composante infrarouge a laquelle le détecteur est insensit
TXL HVW VXVFHSWLEOH G{HQWUDVQHU XQH GpJUDGDWLF

PFKDXIIHPHQW GH OfHDX F B3 Vitrdssxrit in@gré3 \a umehiagadeV V X V

Kéhler SHUPHWWDQW GYREWHQLU XQ pFODLUDJH XQLIRUPH G
SL[HOV GX GpWHFWHXU DILQ GH EpQpILFLHU GTYXQH VHQVLE

Figure20 VFKpPD RSWLTXH GH OD YRLHuGfkxE@eEeEUDJH .|KOHU
(halogene), DC diaphragme de champ, :Filtres (passe bande 610000nm), BS

séparateur de faisceau non polarisant large bande BI@Onm. Le diaphragme de

champ permet de limiteO fpFODLUDJH GH OYpFKDQWLOORQ j XQH DL
correspondant au détecteutfLPDJH GH OD JRQH pPHWWULFH GX EXQGO
PDQLgUH j FRXYULU OD SXSLOOH GH OTfREMHFWLI
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1.3.1.3 Objectifs de microscop¢ti W OLTXLGH 8&shlRtirHttansiars®

Les 2 principaux critéres de sélection des objectifs de microscope intégrés au montage
de Linnik sont OTR XY HUW X U(dt dpixcPip tesdluXidh transverse des images OCT
acquises) et le type @euplage optique GDQV OYDLU RX j LPPHUVLRQ

Concernant leouplage, nous optons pour un objectif a immersob Q V: € ¥£hbbx X
SHUPHW GTRSWLPLVHU OYDGDSWDWLRQ GTLQGLFH SXLVTXI
G H O TEt@ »Xapprocheninimise les réflexions parasites aux interfaces particuler a
OfLQWHUIDFH HQWUH OYpFKDQWLOORQ HW OH PLOLHX GH F
détection (c. Nous utilisons ici cet objectifiorsde ses spécifications, puisque nous
FKRLVLVVRQV GH QH SDV XWLOLVHU OYfHDX FRPPH PLOLHX
légérement plus élevé O KXLOH GH VLOLFRQH GILQGLFH I1RXV MX
el34 HQ SDUWLFXOLHU QRXV PRQWURQV TXH FHW pFDUW D
TXH WUqV IDLEOHPHQW OHV SHUIRUPDQFHY GYLPDJHULH H\
ailleurs, ce qui en fait un compromis teafait acceptable.

&RQFHUQDQW OTRXYHUWXUH QXPpULTXHAQRdIXMs VPOHFW
OTHBRYLURQ GDQV OJfdodprarts entre ¥ spécHicatiphs souhaitées
(résolution transveld FKDPS GYLPDJHULH YLWHVVH GIDFTXLVLWL
OTXWLOLVDWLRQ GYREMHFWLIV j RXYHUWXUH QXPpULTXH LI
j OTpPFKDQWLOORQ S etRh& BritésibirGests Pidlihtinditesl-@pres. De
nombreux objectifs de ce type sont disponibles commercialenmetite choix se porte sur le
modele Olympus UMPLFLN 10XW, dont la distance de travail est de 3,5mm, permettant une
HISORUDWLRQ HQ SURIRQGH X paGiEpiasend @ WF KBIQWD VA0 BQ DX pl
et du microscope (translation motorisée Z).

SRXU XQH ORQJXHXW=1A(§ RnQ @t l& iHeune WD spettre effectif en

139, HW XQ OLTXLGH GYLPPHUVLRQ G1YLQ @GliErélde Ray@igh)Up VR O X

- 3y )

1RXV DYRQV FRQGXLWY TXHOTXHV WHVWYV SUpOLPLQL
numérigue plus importante de maniere a justifier loeixcet le compromis retenu sur la
résolution (cette résolution de 1,4um ne répondant pas aux spécifications initiales gbum).
montage de Linnik a été mis en place de maniére a obtenir des premieres images de divers
PFKDQWLOORQYV SR X&deégravidiSsBrhdntHiNfé @it EaMrei|Wontre des
LPDJHV 2&7 30HLQ &KDPS SURIRQGHXU —P GTXQ YHU &
OTDLGH GH eciils®Kripus YREMLN) pour une bande spectrale centrée a 710nm

f X10 N.A. 0,3, résolution 1,5um

f X20 N.A. 0,5, résolution 0,8um

f X40 N.A. 0,8, résolution 0,56um
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Figure21 LPDJHV 2&7 30HLQ &KDPS GTXQ Ykttt d& (OHIJIDQV | Of
grandissements différents.

/IHJIJDLQ HQ UpVROXWLRQ DSSRUWp SDU OfRXYHUWXUH
de netteté des détails anatomiques du ver, méme si la plus faible ouverture numérique permet
GpMj GH GLVWLQ JXdtructure$.H © sheinfpEobsErve dininue en conséquence, de
PrPH TXH OH FRQWUDVWH j QRPEUH ,Qf lfdtRid tavdifRsiorH Q Qp HV
PXOWLSOH HW GH OD SOXV JUDQGH VHQVLELOLWp DX[ DEHL

De maniére a préciser ceteQIOXHQFH GH OfRXYHUWXUH QXPpULT X!
QRXV DYRQV UHSURGXLW FHV WHVWYV | OfDLGH GHV REMH
représentatiftissu mammairg@résentant une large gamme de structures difféjehizsaille
MO\HQQH GIXQH FHOOXOH pWDQW GH —P OD UpVROXWLEF
WASLTXHPHQW GRLW HQ HIITHW WKpRULTXHPHQW SHUPHMW
GILQWpUrW /HV UpV XEgié2/pouvdeydnes Quaskidewlitlips/(pyodmieur
30um). Les 2 grandissements permettent de distinguer les mémes struatlipesytes, tissu
de soutien fibreuxganal. On remarque la encaree meilleure netteté sur les détails fins de
OfLPDJH FHOOXOHV HQ EDV j GURLWH &GHSHQGDQW HQ F
GLDJQRVWLF SHURSpUDWRLUH TXHOTXHV OLPLWDWLRQV (
importantes semblenédhibitoires:

f /HWHPSV GIDFTXLVLWLRQ GT1XQ FKDPS ODUJH SDU
GLDIJQRVWLF HVW SOXV ORQJ GYXQ IDFWHXU 3D
de 10x10mm requiert plus de 30 minutes pour un objectif x40 au lieu de 4
minutes a x10.

f /ID SURIRQGHXU GYLPDJHULH PD[LPDOH PrPH VL PF
LPSRUWDQWH SRXU GHV RXYHUWXUHY QXPpULTXHYV
de la diffusion multiple parasite et de la sensibilité aux aberrations induites par
O Tp FKD Qg avenR @esuré une diminution typique de la profondeur
LPDJpH GYXQ IDFWHXU SRXU XQ REMHFWLI [ SD!
distances de travail pour les objectifs de fort grandissement sont bien rsoindre
(<1mm), ce qui complique la mise@ ° XY UH1.3Y1RLILe colt de ces
objectifs est bien plus élevé.
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Figure22 LPDJHV 2&7 30HLQ &KDPS GI1XQ ®HKDIRENMHEFRQIGH V
a grandissements différents (x10 et x40). Les images obtenues avec le grandissement

[ VRQW OH UpVXOWDW GTXQ VWLWFKLQJ GH SOXVLHXUV LF

I1RWUH FKRL[ HVW GRQF SULRULWDLUHPSpe pearDVp VXL
UDSSRUW j OIDSSOLFDWLRQ FLEOH SXLVTXYfLO QYDSSDUD
OfDXJPHQWDWLRQ GH OYfRXYHUWXUH QXPpULTXH SHUPHW
supplémentaires. Ces premiers testgeélent en outre la natuteut aussi importante du

FRQWUDVWH GDQV OD FDSDFLWp j UpYpOHU OHV VWUXFW X
largement développé au Char@e

1.3.1.4 Bras deréférence

Les parametres principaux du dimensionnement du bras de référence sont les:suivants

f Réflectivité du miroir de référence, de maniére a optimiser la sensibilité

f $PSOLWXGH GH GpSODFHPHQW GX PLURLU j OTDLGH

Réflectvité du miroir de référence
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6RLW XQH LQWHUIDFH SODQH GRQW FKDTXH F{Wp HVW F
UHVSHFWLI Q HW Q /IH FRHIILFLHQW GH UpIOH[LRQ GYfXQ ILC
par:

JsF Jt ©
JsEJP

La[Figure2d GpFULW OD FRXUEH GTLQGLFH GH UplUDFWLRQ C
référence, en fonction du coefficient de réflexion cible, pour une immersiodn dAffHD X HW GD!
OfKXLOH GH VLOLFRQH

Figure 23: indice de réfraction du miroir de référence en fonction du coefficient de
UplIOH[LRQ FLEOH SRXU XQ PDWpULDX HQ LPPHUVLRQ GDQV

Le tableau suivantahne quelques exemples de avec leur indice et coefficient de
UplOH[LRQ FRUUHVSRQGDQW SRXU XQH LPPHUVLRQ GDQV
GYLPPHUVLRQ FKRLVL

Matériau Indice de Réflectivité gdans
réfraction dfile de silicone)
Silice 1,45 0,03%
Verre (BK7) 1,51 0,14%
Zirconium 1,92 2,4%
Niobate de lithium 2,3 6%
(LINbO3)
Diamant (CVD) 2,4 7%
Silicium 3,41 17,5%
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NousavonsvuTXH OD VHQVLELOLWpPp GH OfLPDJHULH ))2
coefficient de réflexion du miroir de référenéguivalent a la lumiére incohérente (qui
QILQWHUIqQUH SDV SURMHQMEWD@XV VORGP HOMRLGUH SDUD
hors du volume de cohérencka proportion de lumiere parasite provenant de notre systeme
HVW GTHQYLURQ OD OXPLgQUH LQFRKpUHQWH SURYHQDQV
2 a 3%. Un coefficiet de réflexion optimal pour le miroir de référence est donc typiquement
de 4% par exemple en utilisant du Niobate de Lithium, sous forme de wafer poli (utilisé en
électronique)

1RXV DYRQV FHSHQGDQW IBiliaMmOB FKRIGDG WX ®LIOX VHU
silicone) comme matériau pour le miroir de référence, compromis permettant de définir la
sensibilité du systéme indépendamment de la proportion de lumiere incohérente. Ce choix,
PrPH VILO QH PD[LPLVH SDV OD VHQV &EiOéswantr&nes/dv Wq P H
dispositif:

f La forte réflectivité permet une moindre contrainte sur la puissance de sortie de
OD VRXUFH GH OXPLqUH XWLOLVpH 3DU H[HPSOH
réglage de la source halogéne sélectionnée a puissancenatexen
permanence, réduisant la durée de vie du bulbe et susceptible de ne pas pouvoir
saturer les pixels a vitesse maximale de la caméra pour des échantillons moins
diffusants (cornée par exemple). Nous avons par ailleurs mesuré un gain en
V HQ VL Eib @Lttédp 2 @ utilisaritiNbO3 par rapport au Silicium, nous
acceptons de dégrader cette performance ici.

f'H OD PrPH PDQLgUH OD SRVVLELOLWp GH VDWXUH
GH VRXUFHVY FRPPHUFLDOHYV SHUPHWtGoHC YA DG D SW
SRXYRLU DWWHLQGUH GHV YLWHVVHV GIDFTXLV
OYREWHQWLRQ UDSLGH GYLPDJHVY HQ SHURSpUDWR|

f 'X IDLW GTXQH VHQVLELOLWpP GplLQLH SDU OH EU
GIREWHQLU XQH VHQVLELOLWPFRRQWWOQR® HMKNWX
SDUDPgQWUH VH UpYgORIEMPFRUWDLDQWXGDQVYHOY GH
GLVSRVLWLI FRPPHUFLDO GRQW OHV SHUIRUPDQFH
OYDXWUH FRQWU{OH HQ SURGXFWLRQ

Amplitude de modulation

3RXU XQ G p S Burtir&ittiQr@iérence, la variation de la difféerence de marche
du bras de référenest:

Ugd t & Blagy

$YHF Q OLQGLFH GH UplUDFWLRQ GX PLOLHX GYLPPHU
GHV IUDRQ JdRYsoit:

~

. &
Lkégb.v—(@] Lraul
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Le choix du modulateur piézo électrique doit répondre a cette amplitude de modulation
requise, et étre capable de suivre la cadence imposée par le détecteur (typiquement >100Hz).
&HWWH IDLEOH DPSOLWXGH GH PRGXO BuMLHRIGtueBae® HW G |
contrdlés sous fortes tensions (100 a 200V), avec des tensions faibles (quelques V), puisque des
empilements piézoélectriques de course maximale de 10 a 20 um sont aisément disponibles sur
le marché Nous utilisons un actionneur Piezodh@anik GmbH ,0 HVW DLQVL SRVVLEC
XQH VRUWLH DQDORJLTXH GYXQH FDUWH GYT(QWUpH 6RUWLF
et en synchronisation le modulateur piézoélectridireoutre la fréquence de résonance de
petits actionneurs piézieetriques est typiquement de 500Hz a 1kHz.

1.3.1.5 Détecteur

/IH GpPWHFWHXU UHSUpVHQWH XQ pOpPHQW FOp GH OD &
Plein Champ. Les parametres les plus critiques dans le choix du détecteur, ainsi que leur
influence sur la performanck montage FFOCT sont résumés dans le tableau suivant

Paramétre Valeur cible Justification
Full -Well Capacity La plus importante possible. Définit la sensibilité de détection, cf.
(FWC) en ke -/pixel Typ. > 200ke- HW GRQF OD YLWE

G Y Ximage de bonne qualité
9LWHVVH G Y DF La plus élevée possible. Typ. >  'plILQLW OD YLWHVVH

(nb images/s en Hz) 100Hz image, critique pour une application
peropératoire
Nombre de pixels du | Typ. 1l a4 Mpixels Définit le champ imagé a une position
capteur donnée, dans la limite du champ
FRUULJp GH OTREMHFW
Bruit Limité par le bruit shot lorsque ' 3SBHUPHW GYRSWLPLVHU
le pixel fonctionne proche de la |1.2.4
saturation
Réponse linéaire Permet un échantillonnage correct du

VLIQDO GILQWHUIPUHQ

&HYV FDUDFWpPULVWLTXHYV LGpDOHV VRQUWuUERdaJaOD SO X
grande majorité des développements et tendances actuels reMifsRD SWHXUV GLPL
matriciels (petits pixels entrainant une FWGCstfaible, typiquement quelques-keitesse
GIDFTXLVLWLRQ OH SOXV VRXY NQ$Vavors RIbiw ppécijié iQfaitl U R Q
GpYHORSSHU XQ FDSWHXU HW XQH FDPpUD RSWLPLVpPpV S
disponible en toute fin de ces travauxtiese) GIDXWUHV FDUDFWpPULVWLTXHV
sont ainsi discutées et spécifiéeled{Définition et réalisationG 1 X Q F Y WrRibkisé)|

SRXU Of2&7 Si@W\AD|@.3FKDPS

Nous avons fat uW R XU GTKRUL]JRQ GHV FDPpUDV GLVSRQLEOH
mieux a ces caractéristiqueta meilleure caméra identifiée est la caméra PhotonFocus MV

D1024160, dont les caractéristiques sont décriteqRiglare 24 et a IdFigure 25| La caméra
FRUUHVSRQGDQWH LQWpJUDQW FH FDSWHXU SHUPHW GYDV
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Figure24 &RXUEH GTHIILFDFLWp TXDQWLTXH GX FDSWHXU 3|

Figure 25: Spécificatims du capteur CMOS Photonfocus A1024B

Nous avons vu eh.2.4que la sensibilité de détection est directement liée a profondeur
de puits du pixel ddétecteur (FWC)Ainsi avec cette caméran supposant ®>Rinc, nous
obtenons une sensibilité théorigRgin (aussi exprimée en dB par 10lagh:

4y r&yw
sXORo¢ SXRrrrrr

4sual L\/\ét\ésr?<LFyt@$
&HWWH VHQVLELOLWpP HVW chuwittriHmaiiiate e %gHA enlp TX HQ |
phases et 34Hz en 4 phasé§SDFFXPXODWL B® W BPIHWDG@HMPpOLRUHU OD V

exemple Rin=-83dB a 7Hz pour une accumulation de 10 images=F3dB a 0,7Hz pour une
accumulation de 100 images.

Le choix ducapteur a une influence directe sur le dimensionnement de la lentille de tube

(conjugaison & KDQWLOORQ FDSWHXU YLD OfYREMHFWLI GH PLFUR
grandissement G, un pixel de cotg&; un diametre gy de la tache de diffractiogenérée par

4C



OfREMHFWLI GH PLFURVFRSH OH FULWqUme t@lfepde PiReEQ WL O OR
GDQV OH SODQ G Hcd 1p/RKDITMW:la@CakR Qe @ lenidle tube en mm

SzZr®jueonr

Beo®

Pourun échantOORQQDJH HQ OLPLWH GX FULWqQUH GH 6KDQQR
du champ imagé eeh= dairy/2, Soit:

@olL

t @Zr(@/gg--@g
Beod—————
@ya®

Pour le capteur sélectionné, la lentille tube doit présenter une focale minimale de
2x180x10,6 (1,4x10)=252mm. Nous utilisons en pratique un doublet achromatique de focale
250mm./H FKDPS GYLPDJHULH pOpPHQWDLUH FRUUHVSRQGDQ\
cette lentille tube, est carré (défini par la géométrie du capteur) de £&igt€l que

% OXLET/ MO zr srtv&Br&&zr
Boaa ) @60 STRw s I/

Lyzrld

Remarqgue QR XV QYDYRQV SDV LFL pYRTXp OD ORQJXHXU GYRQ(
détecteur. Cette omission est principalement liée a des contreambesercialesEn effet un
JUDQG QRPEUH GH GLVSRVLWLIV GT12&7 IRQFWLRQQHQW V
ORQJXHXU GTRQGH W\A\SLTXHPHQW FHQWUpH DXWRXU GH
de la fenétre thérapeutique optique). Cette gamme sfeegirésente plusieurs avantages
conséquents i YLV GH OfLPDIHULH SDU 2&7
f /ID GLIIXVLRQ WLVVXODLUH HVW PRLQV LPSRUWDQWH F
GILPDJHULH ELHQ VXSpULHXUHYV 7\SLTXHPHQW XQ V\V!
autour G H QP SHUPHW XQ JDLQ HQ $HRIRQGHXU GfXQ ID
f /TH VLOLFLXP QTpWDQW SOXV SKRWRVHQVLEOH SRXU F
détecteurs matriciels correspondants sont des caméras InGaAXdeaics, Raptor
Photonics) constitués de pixels tadle conséquente (typiguement >15um) et donc de
FWC tres large (typiguement > 1MeCes caractéristiques permettent comme nous
OfDYRQV YX XQ JDLQ FRQVpPTXHQW GH SHUIRUPDQFH H(

Cependant ce type de caméras présente un certain nombre denidé€gss/ae permettant pas
GILQFOXUH FHWWH WHFKQRORJLH DX GLVSRVLWLI GpYHORS

f /TH FREW GHV FDPpUDV ,Q*D$V HVW DXMRXUGYKXL UpGK
GH UpDOLVDWLRQ GHVY FDSWHXUV 8QH FDPpUD [ S|
grandeir ne permet pas de concevoir un produit final & un co(t raisonnable.

f De plus, la encore du fait du process de fabrication, les capteurs 2D InGaAS sont
DXMRXUGITKXL OLPLWpPV héllleQrR (EMitibh &tdel® lefHimitée d D
640x512 pixelsles premiers capteurs 1Mpixels étant annoncés pour fin 2015. Le champ
GY{LPDJHULH XQLWDLUH EDVp VXU GH WHOV FDSWHXUV
VIDYqgUHQW WURS OLPLWp SDU UDSSRUW j GHV FDSWHX
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f Par aillewldV ODXJPHQWDWLRQ GH OD ORQJXHXU GTRQGH
(linéairement) la résolution transverse.

Nous avons donc fait le choix de baser notre systeme sur un détecteur Silicium, dans
OIDWWHQWH GH GpYHORSSHPHQWVYDW$WNVI @RALEGPXNQHVDE W OHD WA
sensible dans le SWIRt Short Wave InfraRed) permettant de dépasser les limitations
précédentes.

1.3.1.6 Automatisation

Le projet est translationnelle travail consiste a mettre a disposition des médecins un
dispositif utilisable en contexte cliniqueDans cet objectif, nous avons adapté le
fonctionnement du systeme a une utilisation par un clinicien. Cette tache consiste en 2 aspects

f Une conception hardware incluant des éléments actifs (motorisation) au niveau
des parameteephysiques du systéme nécessitant un ajustement au cours du
fonctionnement

f Une conception software faisant disparal@fHQVHPEOH GHV SDUDPAQq)\
SULQFLSH SK\WLTXH GH 0Of2&7 SRXU QH GRQQHU
GIDFTXLVLWLRQ /HSOWWWRHI Q@B XZREWPSOLTXp |
microscope numérique.

/IHV SULQFLSDX[ WUDYDX[ GILQWpJUDWLRQ OLpV VRQW

f Motorisation des axes X,Y et Z (motorisation fg4gsas) LQWpJUDWLRQ G
platine de microscopie commerciale pour IgHav ; HW < LQWPpJUDWLF
SODWLQH GH WUDQVODWLRQ PRWRULVpH KDXWH SL
précision de positionnement <= 50nm), permettant la réalisation de volumes 3D
avec un échantillonnage axial compatible avec la section optigqlignde

f ORWRULVDWLRQ GH OD ORQJXHXU GX EUDV GH Uplp

f . QWpJUDWLRQ GTXQ ORJLFLHO WLHUV GH JHVWLRQ
Intrasense) au format médical (DICOM).

f "PYHORSSHPHQW GT1XQ ORJLFLHO Gpermetta@@WU{OH
GIDXWRPDWLVHU GHV SRLQWY HVVHQWLHOV

o S5 HFKHUFKH DXWRPDWLTXH GH OD VXUIDFH GH C
o 5pJODJH DXWRPDWLTXH d& hhani@fel & pvdddsd ped R P g W L
FRPSWH GIpYHQWXHOOHY GLODWDWLRQV WKHU

En lieu de validation, le systeme une fdéveloppé a été mis a disposition de cliniciens
OH WHPSV GH |RUife 2\émpsQécedsfdite&/aNin anatomopathologiste ou technicien
en anatomopathologie pour étre autonomewLV GH OTXWLOLVDWLRQ GX V\VW
minutes, incluanles aspects

f Gestion des données (identification, enregistrement, recherche, etc.)
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f 3UpSDUDWLRQ HW PLVH HQ SODFH GH OYTpFKDQWLO
f &4RQILIXUDWLRQ HW ODQFHPHQW GH OYDFTXLVLWLF

1.3.1.7 Porte-échantillon

Nous avons développé un dispositif de montage desnétions biologiques adapté a
O DS SOLFD Wd pe@pdésdtbire BRebwddies. Ce dispositif doit répondre aux exigences
suivantes

Parameétre Valeur cible Justification

7DLOOH GH Of 20x20mm &RUUHVSRQG j OD WDL

selon X,Y (transverse) GILQFOXVLRQ HQ18BJuD

Innocuité Pas de contact avec le liquide | Pas de modification des propriétés
GYLPPHUVLRQ biologiques du tissu, pour analyses

subséquentes.
Profondeur de la | Réglable de 0 a environ 10mm 3HUPHW GH VI{DGDSWHL
FKDPEUH GYLQF! de biopsies variables. Par ailleurs,

permet de plaguer la surface de
OTpFKDQWLO O RIQréféfemreV
du porte-échantillon.

Contamination Dispositif mono-usage (jetable), | Pas de contamination des
ou dispositif compatible avec pFKDQWLOORQV GTXQ H
les procédures de nettoyage
et/ou stérilisation en vigueur

De maniere généralapus cherchons a reproduire, ou tout au moins a se rapprocher de
OD SURFpGXUH GH SULVH HQ FKDUJH G{XQ pFKDQWLOORC
maniere a perturber au minimum les habitudes existah&=ss.réponses apportées a ces
contraintes sories suivantes

f &GRQFHSWLRQ-pFKO®VWRAUWAWRD SUpVHQWDQW XQ YR
OfpFKDQWLOORQ F\OLQGULTXH GH GLDPgWUH XWL!
f . QWpJUDWLRQ GYXQ PpFDQLVPH GH SLVWRQ WUDQ\
base du portéchantillon en une trangian de la base plane de sa partie interne.
f 8WLOLVDWLRQ GH ODPHV GH UHFRXYUHPHQW GH Of
o0 'pILQLWLRQ GIXQH VXUIDFH GH UplpUHQFH IL]
OfpFKDQWLOORQ
o0 %DUULqQUH SK\WLTXH DX OLTXdé&re pasipofuerH UV LR C
OH PLOLHX GH PRQWDJH GH OfpFKDQWLOORQ
o 30DQ PpFDQLTXH VHUYDQW GYDSSXL j OTpFKDQ
VXUIDFH HW VXSSULPHU OfLQrid Xpthaeklel GTXQH
O 1 p F KibspMalré3olution en profoadr(aberrations)Paur cela une
pSDLVVHXU PLQLPDOH HVW QpFHVVDLUH DILQ
GH OD ODPH ORUV GH OD PLVH HQ SUHVVLRQ
rupture). Nous avons choisi une épaisseur de 1mm, meilleur compromis
HQWUH OD ULJUEGGWYHWOPRHOQWHBBWRTXH GYLC
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FHOXL GX PLOLHX GfLPPHUNB4RCetteeRaisseUD HV G p
est en outre compatible avec la distanced®tYDLO GH OYREMHFW
SRXU UDSSHO GHYDQW LQFOXUH XQH pSDLVYV
ODPH GH UHFRXYUHPHQW HW OfDPSOLWXGH
OfpFKDQWLOORQ HQ SURIRQGHXU
o QWHUIDFH RSWLTXH HQWUH OYpFEINQWLOORQ
DYRQV FKRLVL GTIXWLOLVHU GHV ODPHV GH 6LO
GH FH YHUUH Q PLQLPLVDQW OD UXSWXUF
OfREMHFWLI HavdWOiitpde Kair@naparenoeRh@mogene de ce
matériau sur labandessHFWUDOH GIXWLOLVDWLRQ GX GL
f S8WLOLVDWLRQ GH OfLQR[ FRPPH P DWphantidod, FRQV W |
pour ses propriétés de solidité et de compatibilité avec les procédures de
nettoyage, décontamination et/ou stérilisation en vigueur.

LalFigure26lci-DSUqV GpFULW OH GLVSRVLWLI GfLQFOXVLRQ C

Figure 26 : schéma en coupe (a gauche) et phdtascentre)du porteéchantillon
développé $ GURLWH OH OLTXLGH GYLPPHUVLRQ FRQGLWLRQQp
UHFRXYUHPHQW GH OfpFKDQWLOORQ

Remarque 1RXV DYRQV IDLW OH FKRL[ GfXQ DFFHVVRLUH UpXW
de productonGfXQ V\VWqPH MHWDEOH HVW HQ HIIHW UpGKLEL\
GpYHORSSHPHQW UpDOLVDWLRQ GTIXQ PRXOH SURGXFWLR:
SULRUL GLIILFLOH GH ILJHU OH GHVLJQ GYfXQH FDVVHWW
cRPSDWLEOH DYHF OfYHQVHPEOH GHVY DSSOLFDWLRQV SRWH
variable par exemple entre une microbiopsie ou une tumorectomie). Ce type de développement

HVW SUpYX GYrWUH UpDOLVp j OTDYHQLU XQH IRLVY FHV SRL

1.3.1.8 Syseme complettintégration

Les points précédents décrivent et justifie les principaux éléments de design des
composants/sousnsembles majeurs du systéme, ayant une influence directe sur les
SHUIRUPDQFHY GLPDJHULH 2XWUH HKH®VDPISIHDRAWANR @/ H DRK/QWL
éte réalisé de maniere a aboutir a un produit fini, incluant les taches suivantes

f Choix test et validation des seaasembles électroniques de commande
f Montage,définition des méthodes déglage
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f Conception optenécanique du maroscope. Définition du capot.
f Essais de sécurité, obtention du marquage CE (dispositif de laboratoire).

Le systeme final a été commercialisé (LHgT Scanner, LLTech, Paris) comme
dispositif de recherche. [Figure27]LOOXVWUH OH UpVXOWDW GH FH GpYHO
développement, outre les aspects commerciaux propres a la société LLTech, consiste a mettre
la technologie a disposition des cliniciens@® QLqUH j pYDOXHU OHV SHUIRUPDC
&KDPS SRXU OH GLDJQRVWLF SHURSpUDWRLUH j OYDLGH GfY
GH VYDIIUDQFKLU G 1D U WeldtllisEiov du 6yktprile.j XQH PDXYDLV

Figure 27: photos du dispositif finaktLight-CT scannert.LTech

Nous décrivons en détails les résultats des premieres études en contexte clinique sur
plusieurs cibles applicatives au ChagjRfe

1.3.2 Automatisatiorde la calibration

$ILQ GH UpSRQGUH DX EHVRLQ GYHUJRQRPLH OLp j O
contexte clinique par un personnel non susceptible de pouvoir intergehmiquement sur
OIDSSDUHLO YRLU ¢t DLQVL TXH GDQV OYRSWLTXH C
GLVSRVLWLI SRXU XVDJH FOLQLTXH LO VY{DYqUH DEVROXPF
GYLPDJHULH GX V\VWgPH GpYHOR Stigate.DUnV pata@érdd UY HQ W
SDUWLFXOLqQUHPHQW FULWLTXH GplLQLVVDQW GLUHFWHP
LQWHUIpURPpWULTXH WHO TXH 0OfY2&7 30HLQ &KDPS FRQ
OfLQWHUIpURSIg thehtih epQoue/ed teRlidpersion.

Nous avons mis au point et implémenté une méthode itérative permettant de conserver
OfpTXLOLEUDJH GH OYLQWHUIpURPQWUH SRXU FKDTXH PH)
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UpIOH[LRQ SURYHQDQW GH OYLQWHUIDFH ODPHo®H UHFRX
échantillon précédemment décrit. Cette surface plane permet de créer et de visualiser des
IUDQJHYV GYLOQWHUIpUHQFHV HQ OXPLgqUH EODQFKH DX Q!
motorisation selon Z du microscope en combinaison avec la motorisatiordiffiédance de
PDUFKH GX EUDV GH UplpUHQFH SRXU RSWLPLVHU OH FRQW
selon la séquence suivante

Figure 286 GLDJUDPPH ORJLTXH GH OfDOJRULWKPH GIfRSWLPI
OTLQWH&IpURPqWU

&HWWH PpWKRGH HVW EDVpH VXU OYDMXVWHPHQW SDL
marche/focus}, permettant de retrouver a chaque utilisation la calibration initiale de
OfLQWHUIpURPqQWUH &HWWH FDOLEUDWLR Qicqueé De@bvasEDV pH
GH OTLQWHUIpURPgQWUH j XQH IUDFWLRQ GH ORQJXHXU Gf
VHQVLEOH j WRXWH YDULDWLRQ GH OfHQYLURQQHPHQW
pouvant créer une dilatation mécanique différente surughégas. La méthode permet de
V{DIIUDQFKLU GH FH SUREOqPH D PLQLPD VXU XQH FRQVW
SURFpGXUH GTLPDJH Uk tenpddc @aisatoD e\Wwett©proréqure automatique
HVW WA\SLTXHPHQW GHsOTRUGUH GH VHFRQGH
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Du fait de la configuration Linnik employée pour le systeme développé, une variation
I GH ORQJXHXU GH OYXQ GHV EUDV GH OLQWHUIpURPgWU
optique:

ULt®&®H Re Q HVW OYLQGLFH GH Up|DDVFWLRD YU PH G

Une variation/| GH OD GLVWDQFH HQWUH OfpFKDQWLOORQ HYV
GDQV OYKXLOH GH VLOLFRQH HVW DORUV FRPSHQVpH SD
UplpUHQFH GDQV OfYDLU GH

UL JRUB

Typiquement, nouD YRQV REVHUYp VXU SOXVLHXUV MRXUQpHV
de la longueur du bras de référence compris dans un intervajien [; 3um]. Cette
automatisation de la calibration permetd®@ QVHUYHU GHYV SHUIRUPDQFHYV VWL
le temps FRQGLWLRQ QpFHVVDLUH j OfpYDOXDWLRQ GHV SHU
clinique.

1.3.3 Imagerie multiéchelle

Comme décriten OfH[DPHQ W\SLTGCHKGEYXVRORLRIDLMHHDX PLF
UHTXLHUW JpQpUDOHPHQW OD SRVVLELOLWp GH PRGLILHU
SDVVHU GT1XQ H[DPHQ PDFURVFRSLTXH DUFKLWHFWXUH GX
cellulaires &H FKDQJHPHQW Viiietdsedpetrdditionnxl LparXaQangement de
OTREMHFWLI XWLOLVp SHbU répRntr® e IReqoitGeh YrértanteiResroptede® H
FRQWUDLQWHY WHFKQLTXHV OLpHV | OfXW4ppodhey BWusRQ G X
simple consiste a goérir XQH LPDJH GH OfpFKDQWLOORQ j OD UpVR
GITXWLOLVHU XQ ORJLFL K@ XXH NIDX®LIOLWHRHIRAD BB HRAL V V
rapide («zoom» numeérique utilisé par exemple dans des applications grand public tedles qu
Google Maps).ll est possible de réaliser de maniére instrumentale un tel changement de
UpVROXW LR Qet @dhLde Didulisatidn uniguemen)XQH DSSURFKH KDUGZDU
FHSHQGDQW SOXV FRPSOLTXpH /HV DSS UREWIBppemdntW pULHC
instrumentalcorrespondantfinalement non retenu dans le dispositif dévelogsédécrit en
détail au Chapitr@ (. Nous décrivons ici la solution retenue et implémenizes le
dispositif transféré en clinique

Image macroscopique $ILQ GH FROOHU DX PD[LPXP DX SURWRFRO
opératoireaSSDUWLU GH VD UpFHSWLRQ HQ VDOOH GTIDQDWRPRSD
XQH IRQFWLRQQDOLWpPp GH SULVH GYLPDJHCet2khbBeVdeRSL T X F
surface permet a la fois de repérer par examen macroscopique visuel les Zpeeesuet de
UHSpUHU OD J]RQH LPDJpH HQ 2&7 30HLQ FKDPS SDU UDSSRL
de cette fonctionnalité consiste a intégrer une caméra de type webcam de bonne définition
OSL[HOV FRXYUDQW OH FKDPS G f8op Lal tédotitidtapifique DO G LL
PHVXUpH SRXU OYfREMHFWLI LQVWDOOp GHYDQW FH FDSW
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PDFURVFRSLTXH HVW UpDOLVpH j OfLQVWDOODWLRQ GH O
GYLPDJH.))2&7

9LVXDOLVDWLR QgrandissédehtPvariabdle Nous avons intégré une méthode
VPTXHQWLHOOH GIDFTXLVLWLRQ GYLPDJHVY VHORQ XQH JpkF
GH VWLWFKLQJ GITLPBRXVY FRODUMMSROORABQWHXU GILPDJHUL
taille du champV R XKDLWpH JpQgqUH XQH JULOOH GH SRVLWLRQ GfL
SHUPHWWDQW GH FRXYULU FH FKDPS /IDFTXLVLWLRQ GHYV
VPTXHQWLHOOHPHQW SDU GpSODFHPHQW VXFFHVMLIV ; <
FHWWH JpRPpWULH j OfDLGH GH OD SODWHIRUPH GH PLFL
recouvrement de 2 images, nécessaire au calcul de corrélation et au recalage, est fixé a 20%.

/I fTDOJRULWKPH GH VWLWFKLQJ XWLO L\Qpeh SoiMcXdpsporibeWLP LV
dans le logiciel Fiji (ImageJd), basé sur des corrélationshd® i1 VpTXHQWLHOOHYV VXL
optimisation globale.

La[Figure 2djillustre le résultat obtenu apres utilisation de ce procédé de stitching. Un
échantillon de grande taille (tranche épaisse de cerveau de rat, fixé dans le formol) est imagé
completement, a eiron 30um de profondeutdne image de 16x13mm, pour laquelle chaque
pixel correspond a 0,76um est obtenue en environ 10 mindtesirfutes de temps
G D FT X b Yhinues Redtemps de stitchingD X[ TXHOOHY LO FRQYLHQW GYD!
tempsdeprS DUDWLRQ GH OfpFKDQWLO O RGhartilRVdt ivselReQpaeeP HQ W
sous le microscope) soit une quinzaine de minutes. Ce temps est a comparer a environ 30
PLQXWHYV QpFHVVDLUHV j OTREWHQWLRQ G {XI@simidR& SH DX F
,O HVW HQVXLWH DLVp GH PDQLSXOHU FHWWH LPDJH GH PD
VXU OYLPDJH XQH YXH LQWHUPpGLDLUH DX FHQWUH RX
GLIIpUHQWHY pFKHOOHV G{YDIILlBKpldhenSdiffldrertsWwivea® e GH YL
détails morphologique la structure compléte du cerveau avec une vue macroscopique,
OYRUJDQLVDWLRQ GHV ILEUHV QHUYHXVHY OD YXH LQWHUP
important. Cette derniere image permetQ RXWUH GfLOOXVWUHU OHV SHL
précédemment décrites

f Du point de vue de la résolution, on distinde® fibres nerveuses (axonedg
diamétre typique de 1 a 2 yreoit de maniere individuelle soit sous forme de
faisceaux & H W\SIHIBYLHPVW DXMRXUGTKXL XQLTXH GDQV
f Du point de vue du contraste, une hypéftectivité est obtenue pour les fibres
nerveusegaxones) alors que les corps cellulaires apparaissent trés sombres
(quasi absence de signales axones SOnHQWRXUpV GIYXQH JDLQH C
servant a isoler et protéger les fibres. Cette gaine est principalement constituée
GH OLSLGHV GILQGLFH GH A4§pdduipdrativieRept a@ HYp Q
autres constituants tissulaireke contraste OCT étant représaift des
YDULDWLRQWOGRFDWBWY GHPIUDFWLRQ FIYHVW FHWWE
SDU FRQWUDVWH GT2&7 OD SUpVHQFH GID[RQHYV
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Figure29 LPDJHV 2&7 30HLQ &KDPS GT1XQ FHUYHDX GH UDW ILJ[}
devisualisation. A gaucheimage grand champ (16x13mm) résultat du stitching de

22x18 champs imagés élémentaires, au milieumage de grandissement
intermédiaire(4x4mmjapres zoom numérigue, a droitthamp élémentaire.

On observe par ailleursur cettefigure SRXU OfJLPDJH PDFURVFRSLTX
UpVLGXHOOH UHQGDQW YLVLEOH O DCétrfrePagsidiaud éddiageT X LV L
QRQ SDUIDLWHPHQW KRPRJgQH DX QLYHDXa@g§exeldemeDPS G
G T p FO DL U DuheéldimhiQuiiod @uwrédriplissage des pixels en bord de champ (environ 20%),
GfR XQ FRQWUDVWH OpJgUHPHQW LQIpULHXU SRXU FHWWH
recouvrement du stitching). Méme si de nombreux algorithmes permettent de correjtatcet
GH OfpF4OPD LQUDXIWH DYRQV SUplpUp RSWLPLVHU OTXQLIRUPLW
Kohler : nous obtenons sur le dispositif final un éclairage homogene a 10% permettant de

supprimer cet effet.

La[Figure 30 SUpVHQWH OfLQWHUIDFH ORJLFLHOOH XWLOLVy
]RQH FRUUHVSRQG j OfLPDJH 2&7 SOHLQ FKDPS GTXQ FKI

]JRQH F R U U H YesRaQr&cpplgUeLaeduise avant imagerie FFOCT. Le carré rouge
SUpVHQW HQ FRUUHVSRQG j OD |[RQH GYLPDJHULH ))2&7 t
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Figure30 FDSWXUH GYpFUDQ GX ORJLFLHO GYDFTXLVLWLRQ G
1: zone de visualisati GYIXQ FKDPS ))2&7 pOpPHQ@Wibdge H [ —P
PDFURVFRSLTXH /H FDUUp URXJH GDQV OYJLPDJH PDFURVF
imagée par FFOCT /fLPDJH SUpVHQWpH FRUUHVSRQG j OD MRQFW
GIXQH ELRSVLH GH SHDX

&HWWH PpWKRGH GIDFTXLVLWLRQ HW GH YLVXDOLVD\
répondre a une des contraintes initialement identifiée, a santOWHP SV GTREWHQWLR((
imagegrand champ compatible avec une utilisation peropératoire (<= 30 minutes).dvi&he
REMHFWLI VHPEOH DWWHLQW LO HVW DVVH] IUXVWUDQW G
GXUpH HVW OLpH DX FDOFXO GH OfYLPDJH ILQDOH j SDU\
fonctionnement, nous avons initié une collaboration (financerobténu projet ADOC
(financement FEDER)) avec le laboratoire de mathématiques applfiqu H O (FROH &HQV
(N. Paragios). Un nouvel algorithme de stitching a été développé, basé sur une architecture de
calcul parallele, permettant son portage sur GRh gfain tres significatif en temps de calcul.

Les résultats de ces développements ont été obtenus en toute fin de ces travaux de thése. En
SDUWLFXOLHU S RmKdureQd] iHstiRah@ranGpidssible de passer de 6 minutes de
temps de calcul @ moins de 30 secondes (sur carte graphique Nvidia Quadro 4000). Ce
GpYHORSSHPHQW DOJRULWKPLTXH D IDLW OTREMHW GT1XQ G
a é€ accordée a la société LLTech.

1.3.4 I1RXYHDX PLOLHX GYLPPHUVLRQ SRXU OfLPDJHI
biologiques

Comme décrit au 81.3.1, Le dispositif développé est un microscope de Linnik utilisant
des objectifs a immersion, de maniere a optimiser le &&ggnal a Bruit, par adaptation
GILQGLFH GH UplUDFWLRQ O Hinisatibndusigdad) p&r&sidep@kier@dtL P D J H
GH OD UplIOH[LRQ j OD VXUIDFH GH OfpFKDQWLOORQ &HSHC
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en contexte clinigue dW\VWgPH OH FKRL[ GX OLTXLGH GYLPPHUVLR

exigences
Paramétre Valeur cible Justification
Spectre de Proche de 100% sur un 3RVVLELOLWp GTXWLOL
transmission intervalle de 600 a 1500nm fois en proche infrarouge (aux
alentours de 800nm) et en infrarouge
court (aux alentours de 1300nm)
Indice de réfraction Entre 1,38 et 1,40 &RUUHVSRQG j OfLQGL
02<(1 GTXQ WVLReYMEt une
DGDSWDWLRQ GYTLQGLF
Stabilité Conservation des propriétéss /ILQVWUXPHQW GRLW
optiques et physiques avec les = performances au cours du temps. Le
YDULDWLRQV GH OY bras de référence fonctionne en
au cours du temps (T° @ immersion permanente, le liquide
séchage, etc.) GTLPPHUW& déltQdonc pas étre
YRODWLOH RX ELHQ Of
YROXPH GTLPPHUVLRQ
référence doit étre parfaite.
Objectifs de | A immersion, corrigé pour les Conservation de la résolution
microscope propriétés du milieu | nominale des objectifs de microscope

GILPPHUVLRQ LQGL utilisés.

/ID JUDQGH PDMRULWpP GHV OLTXLGHYV GYLPPHUVLRQ SRX
ont une composante volatile, et ne sont pas adaptés a une utilisation sur des durées tres longues,
en particuLHU VXU OD GXUpH GHDyIQHRKH ONWRVHUZEPHORWHU G
SHUPDQHQWH GH OYREMHFWLI GX EUDV GH UplpUHQFH GH
PLOLHX GYLPPHUVLRQ QRQ YRODWLOH SXLVTXHatRfHQFDS"
JDUDQWLVVDQW VHV SURSULpW p VafaitXhabaRiEusd, Naus avoHP SV V!
HITHFWXp TXHOTXHV WHVWY HQ FH VHQV j OIDLGH GH GLYHL

HDX JHO GYTpFKRJUDSKLH VDQYXQHKPMWIYQF®pHWE DKY O GMR
GH MRLQWY PDLV WUQV GLIILFLOH GYREWHQLU XQH pWDQ
PDWpULDX GTHQFDSVXODWLRQ GRLW DYRLU GHV SURSULp
PLURLU GH UplpUHRX¥FMRPOEPHQMWPRPHIHIPOU ] OTDLGH GIXQ PRGX

Aprés de longues recherches, nous avons sélectionné un liquide bénéficiant de
propriétés compatibles avec notre besoin, mais non utilisé en microscopie au moment de ces
travaux: O 7 K X L O ¢on&polydliln@Hylsiloxane) Ce liquide est en effet habituellement
utilisé pour ses propriétés mécaniques (lubrifiant), thermido@enductivité), acoustigse
(cuves a ultrasonsinais aussi utilisé sur le vivant, que ce soit en cosmétologie (entréadans
composition de nombreuses cremes), ou dans le domaine meédical. Ce dernier point est
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SDUWLFXOLqQUHPHQW LQWpUHVVDQW SRXU QRWUH XVDJH SU
cette huile sansconrtE QGLFDWLRQ GH VpF X lWbon¥ est dppliquée sQug XleOH GH
de pellicule trés fine a la surface de la majorité des seringues en tant que lubrifiant, ou encore
XWLOLVp FRPPH PDWpULDX WDPSRQ UHPSODFHPHQW WHI
procédures chirurgicales délicates sur l@ned Elle entre dans la composition de certaines

cremes pharmaceutiques, principalement pour assurer un étalement correct et une sensation de
IOXLGLWp j OTDSSOLFDWLRQ

Les propriétés physiques principales @efile sélectionnée (Dow Corning @¥120)
sontprésentées dans le tableawlessous

Valeur
Indice de réfractio{@ 25°C) 1, 4046
Contenu volatile 0,01%
Viscosité cinématique 12500 cSt
Couleur transparent
Odeur Sans odeur

Nous avons sélectionné une huile de forte viscosité de maniere a assurer la présence
GITKXLOH VRXV OYREMHFWLI VXU XQH pSDLVVHXU QRQ QpJ
PRXYHPHQWY GH OfpFKDQWLOORQ OLpV j OD SUWRFpGXUH
FRQVHUYDWLRQ GHV SURSULpWpV H[WUrPHPHQW GXUDEOH
modifications des propriétés avec des variations environnementales de chaleur normales (10

f HW DYHF OfH[SRVLWLRQ SURORQJpHejvaafl® quasi SDV G
inexistante).

Nous avons caractérisé plus précisément les propriétés optiqgues de transmission
(«transparence) de ce liquide FDU QRQ PHVXUpHYV SDU OH IDEULFDQW C
en optique,j] OTDLGH G{XQ VS HtioWw(HdriPacqSaidntific); foDrEuNeRepaBsseur de
10mm. LgFigure 3] SUpVHQWH OH UpVXOWDW GH FHWWH PHVXUH S
comprise entre 300 et 170@n.
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Figure31 VSHFWUH GH WUDQVPLVVLRQ PHVXUp SRXU OTKXLO
pour une épaisseur de cellule de mesure de 1cm.

On remarque une bonne transparence du milieu dans le yidéopgus, malgré quelques

SLFV GYDEVRUZGRVHRQ QP HQYLURQ LO HVW SRVVLEOH G¥.
OH SURFKH LQIUDURXJH SDU H[HPSOH DYWlEespcEl&E8M RL G L
une largeur limitéte& H OLTXLGH GYLPPHUVLRQ SUpVHQWH GRQF GHV
seulement pour le systeme développé mais pour de possibles autres développements, en
SDUWLFXOLHU SRXU OfLPDJHiddide dé réfrectidn L(atixptatioh Bl@asR JL T X H
parfaite), absence de séchage (expériences possibles sur plusieurs jours par exemple en
embryologie £8]), utilisation dans une bande spectrale large (visible, SWéRbilité

PHLOOHXUH TXH OH JO\FpURO FIRMLUNKG ® MMHEBMVMOQ&EDLU DEVRU
environnante)

/I fYHVSDFH GILPPHUVLRQ VLWXp HQWUH OYREMHFWLI G|
FRQVWLWXp GIXQH pSDLVVHXU GYKXLOH GH VLOLFRQH W
GTpSDLVVHX\W GPRIPOHp FKPOQRPWHL @RRIY TAKL OH SODQ GTLPDJHI
profondeur. Nous avons présentéle design du portéchantillon définissant ces
contrantes. Notons que ces différents milieux (hors échantillon remplacé par un miroir) sont
présents de maniere équivalente au niveau du bras de référence de maniére a assurer
OfpTXLOLEUDJH HQ FKHPLQ RSWLTXH HW HQ GLVSHUVLRQ G

/I TREMHFWLFAUBNFRSH QTHVW GRQF SDV XWLOLVp GDQ
LPPHUVLRQ GDQV OfHDX 1RXV DYRQV VLPXOp OD SHUWH
PRGLILFDWLRQ j OfDLGH GTXQ ORJIREN® FAML F GG FXIOF BR WRR
NRQ GLVSRQLEOH HVW GplLQL FRPPH XQH RSWLTXH SDUD
SULQFLSDOHV GH OYKXLOH GH VLOLFRQH HW GX WLVVX V
nouveaux milieuxNous considérons une épaisseur de tissu (typique pour |ksatipps de
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FRQWU{OH GH ELRSVLH TXH QRXV FLEORQV GH —P (QILQ
PP GH F{Wp HW XQH ORQJX Rdes6okls @akrit les r@shltatsD

principaux de cette simulation.

Figure32 VLPXODWLRQ =HPD[ GH OTLQIOXHQFH GX PLOLHX G
FRXYUH pFKDQWLOORQ VXU OD TXDOLWp RSWLTXH GYLPDJH

Comme QRXV SRXYLRQV OYDQWLFLSHU QRXV REVHUYRQ
VSKpULTXH FRHIILFLHQW GH =HUQLNH = DX FHQWUH
GH FKDPS /D GLVWRUVLRQ HVW QpJOLJHDEOH 'XueRLQW G

de FTM (Fonction de Transfert de Modulation) pour les fréquences spatiales intermédiaires,
PDLV GIDPSOLWXGH OLPLWpH FKXWH GHVEPQW.DDWW H5 GHIQ

400 cycles/mm)Cette perte de qualité optique est tadidit accepable au vu ds avantages
apporté& par la configuration choisie.

Remarque $X PRPHQW GH FHV WUDYDX[ HW GX FKRL[ GH FH P
FRPPHUFLDO GH OfKXLOH GH VLOLFRQH HQ RSWLTXH (Q
objectifsaforteRXYHUWXUH QXPpULTXH 1% RSWLPLVpV SRXU >

silicone (Olympus UPLSAPO 30x et 60x)9.
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1.3.5 Caractérisation et performances

8Q FHUWDLQ QRPEUH GTpOpPHQWY RQW GpMj pWp SUpVH
précédents détdant le dimensionnement et certains choix techniques. Nous reprenons ici
guelques points supplémentaires non précédemment détaillés.

Résolution: /D UpVROXWLRQ WUDQVYHUVH HVW GLFWpH SDU OH
OTREMHFWLI G Hdéa ddRaUERERZL. NS Bvons vu que la résolution axiale

(section optique) est liée a la largeur spectdada lumierePlus précisément la résolution
DI[ILDOH HVW OLpH D X-awBeH& thstibutibhl speEtiaé effeEtlyémeNny détectée

par la caméra. Des éléments supplémentaires de mise en forme de ce spectre tels que des filtres
ou la réponse spectrale du détecteur viennent donc dédispectre. Lirigure 33représente

les éléments de mise en forme du spectre pour le dispositif développé, ainsi que le spectre
effectif obtenu.

Figure 33: spectres des différents élémerasstituants lespectre effectif. En bleu

source halogéne, en violetéponse détecteur, en rouge et vdittres passehaut

(@610nm) et pasdeas (@1000nm) délimitant la bande spectraBldOOXPLQDWLRQ

La surface colorée en rose représentbdadeVSHFWUDOH HIIHFWLYH GX V\VWQqF
Plein Champ, permettant de définir la résolution axiale.

Nous avons mesuré le spectre effectif de notre systeme en utilisant les propriétés de
spectroscopiesSDU WUDQVIRUPpH GH )RXULHU GHaoghsf@QméeldelpURP q
JRXULHU GYXQH ILIXUH GYLQWHUIpUHQFHY HQ OXPLqUH EOI
REMHW GplLQLW XQ VSHFWUH HIITHFWLI GHuodReghadteéuKU GYIRQ
de 100nm. La longueur de cohérence associée est donc

tHO & tHO r&
e a e raé
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Soit une résolution axiale de

ov oL 8 sy
-1 &a

Remarque HQ 2&7 30HLQ &KDPS OD ORQJXHXU GhermRKpUHQF
numeérique des objectif€ld], avec une réduction de la longueur de cohérence a mesure que
OfRXYHUWXUH QXPpULTXH DXJPHQWH &HSHQGDQW FHW HII
numériques typiquement supérieurs a 0,5. Dans notre cas (ouMdrt@@ XPpULTXH GH OfR
0,3), Lc reste déterminée par la largeur spectrale de la source.

Sensibilité: Nous avonsnesure la sensibilité du dispositif par mesure du bruit pour un nombre
GIDFFXPXODWLRQV YDULDEOH OH GprafiehFNuus$ ¥iteddr€QuUR&V L R Q Q
sensibilité de71dB pour une image82dB pour 10 images €32dB pour 100 images, valeurs

proches des valeurs théoriques principalement définies par le détecteur.

SURIRQGHXU: 6N LRI GEHXU GIYLPDJHULH FRUUHVSRQG j O
laquelle il est possible de détecter un signal tomographique distinct du bruit. Cette grandeur est
donc intrinsequement liée a la nature du milieu traversé. En OCT de Fourier on confamd souv

ob JDPPH GYLPDJHULH D[LDOH SRVVLEOH GplLQLH SDU
SULQFLSDOH HW OD SURIRQGHXU GYLPDJHULH HIIHFWLYH
des valeurs annoncées (1 a 2 mm) souvent bien supérieures a lmpecmreffective de
FROOHFWLRQ GY1XQ VLJQDO

'DQV QRWUH FLEOH GYpWXGH j VDYRLU OHV WLVVXV ELRO
valeurs typiques, sur quelques types de tissus de nature variée. Nous avons effectué des essais
G TLP DJHU L Heud €pr 8¢9 Bldpi€s@ariédssu mammaire, tissu oculaire, peau, biopsie

de prostate, tissu ORL, etc., au gré de nos diverses collaborations cliniques. La gamme moyenne

de profondeurs accessibles est de 200 a 500um, en fonction de la structureiskisede

OHXUV SURSULpWpV GH GLIIXVLRQ HW GIYDEVRUSWLRQ 4X
transparence, sortent de cette gamme, comme par exemple la cornée pour laguelle il est possible
de collecter du signal sur toute son épaisseurded®O@m a 1mm.

$ WLWUH GFig[elR]S@pVHmWH XQH VpULH GYLPDdeHp¥ay p2&7 VX!
diverses profondeurs, pour une accumulation de 40 images.
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Figure 34 LPDJHV ))2&7 GIYXQ pFKDQWLOORQ GH SHDX FRXSp
diverses profondeursSG: glande sébacée BCC : carcinome basaellulaire.
/I fpSLGHUPH HVW OD FRXFKH VXSpULHXUH K\SHUUpIOHFWLY

La peau est cod WLW XpH GH O 9 pSL Greéflechud sitbde Xeh Kalt HasSikhabes
présentées, et du derme principalement constitué de fibres de collagéne, de vaisseaux et de
glandes. Cet exemple montre une invasion tumorale (carcinomeéladaire) sur la partie

droite des images, responsable du changement architectural observé dans le derme (réaction
VWURPDOH DSSDULWLRQ G{XQH GHQVLWp GH ILEUHV GH FI
tumoraux). A 75 microns de profondeur, nous détectons encore énanméensignal, la
profondeur maximale atteinte avant disparition totale du signal étant de 235 pum. Nous
présentons cet exemple de maniere a mettre en évidence la différence entre la profondeur
GYLPDJHULH RSWRIRXQH HXW DML P DIEd Y IOH XDOVB SOILVFDWORQ GHV
VDYRLU OD SURIRQGHXU PD[LPDOH SRXU ODTXHOOH LO HV\
diagnostic. En pratique, nous avons observé que cette profondeur applicable est sensiblement
LQIpULHXUH j OD SURBOQYGHXH GMISRD XHPHHQW GIXQ IDFWHX
contraste en profondeur (observée sur la figure précédente) ne permet rapidement plus de
YLVXDOLVHU OfHQVHPEOH GHV VWUXFWXUHY QpFHVVDLUHYV

Remarque / RUVTXH OD SURIRQGIRPXQWHLED QNWUALG MLOLHX SRXU C
GILQGLFH DYHF OH V\VWqgPH GYLPDJHULH QTHVW SDV SDUII
DI[LDOH GX SODQ GH FRKpUHQFH YDULDWLRQ GX FKHPLQ R
VHQV RS SR\g&dup@n @pfbealisaioDEHUUDWLRQ VSKpUlestXH j] OfL
possible par ajustement corrélé de la différence de marche du bras de référence et de la position
GX SODQ GH IRFDOLVDWLRQ GH VXSHUSRYVHUajivereX¥HD X FH'
SURIRQGHXU G YL P DR{HIgperddniFcEtHNEY esEp@rigeptible pour des ouvertures
QXPpULTXHYVY UHODWLYHPHQW pOHYpHV W\SLTXHPHQW !
PLOLHX GILPPHUVLRQ HW O HypgquéniehitX0J0®) INbps sModQdstd detieW L Y H

57



PpPWKRGH GH FRPSHQVDWLRQ TXL SRXU OH GLVSRVLWLI G|
GITLPDJHULH HQ GUYUIRGRQHEBDXYWMLRQ GILQGLFH HVW LFL WUQqV
limitée.

Le tableau cdessousésumeles caractéristiques du dispositif développé, a la fois du
SRLQW GH YXH GHV SHUI&pBim Q-udes & T PHOUHRIQRIPHW GIXVD.
GIXQ WUDQVIHUW HQ FRQWH[WH FOLQLTXH /D FRORQQH 6Sj
définies efl.1.3 OLpHV j OTDSSOLFDWLRQ YLVpH OD FRORQQH -X
compromis retenus par rapport a ces spécifications.

Spécificatiors Performance Justification/remarques
finale

Résolution transverse <=1pm 1,4um Meilleur compromis entre un
résolution proche de la spécificatio
initiale et ouverture numériqu
commercialement  disponible
suffisamment faible pour limite
OTLQIOXHQFH GHV D/
diffusion multiple

Résolution axiale <=4-5um 0,8um -

&KDPS GYLPDJH - 0,8x0,8 mm Défini par le couple échantillonnag
du détecteur (caméri
1Mpixels)/résolution transverse

&KDPS GTLPDJH 20x20mm - 7/mm -

Profondeur max. 1 mm 200-500pm Dépenddes propriétés du tissu. Pe
atteindre 1mm pour un tissu tré
transparent (ex cornée).

0 ] 4hduteur) - 100nm -

/IRQIJXHXU GYRQ - 710nm -

Sensibilité pour 1 imagt - 71dB (&dB) -

(pour 10 images)

Temps de mesure <30 minutes 15-20 minutes &RUUHVSRQG DX WH
WASLTXH GIXQH LPDJ

GH PLVH HQ SODFH Gl
FDOFXO HW GIDIILFKI

Innocuité totale totale La seule interaction ave
OfpFKDQWLOORQ FRU
place dans le portedchantillon (en
appui sur la fenétre de silice)

Encombrement 30x30x60cm 31x31x70cm (FDUW GIYHQFRPEUHF

OfHQFRPEUHPHQW Gl
plus critique

Type de tissu Frais, fixé, Frais, fixé, -

congelé congelé
Format dedonnées DICOM DICOM -
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1.3.6 Discussion+Conclusion

1RXV DYRQV GpYHORSSp XQ GLVSRVLWLI Gf2&7 30HLQ ¢
FRQWH[WH FOLQLTXH GDQV OH EXW GfpYDOXHU OD FDSDF
peropératoire du canceur biopsies de maniére nowasive.Un effort tout particulier, outre
Of{REWHQWLRQ GH SHUIRUPDQFHY GYLPDJHULH DX QLYHDX
SRUWp VXU OfHUIJRQRPLH GX GLVSRVLWLI GH PDQLQUH |
O 1D S SOLF DM syRt&neYpenetde réaliser des images grand champ, dans un laps de
temps compatible avec les procédures peropératoires actuelles, sans modification de
OfpFKDQWLOORQ HW HQ JDUDQWLVVDQW XQCeddpgiifLHQ GH
a par ailleurs été a la base de nombreux travaux de recherche, matérialisés en particulier par 3
thésesj O 1, Q VW L W(X#&ge /AD BudcHeYi s@tenue en 2012, thése O. Assayag soutenue en
2014, thése A. Nahas soutenue en 2@1i4ine tiese en cours (C. Apélian) que jeecadre

3RXU LOOXVWUHU FHVY SHUIRUPDQFHYVY HW VLWXHU 0Of2&
GYLPDJHULH RSWLTXH GHV WLVVXV HI[LVWDQWHV QRXV DYR
avec plusieurs techniguebouW GIDERUG QRXV DYRQV LPDJp XQ pFKDQ\
DYHF OH V\VWgPH GpYHORSSp HW DYHF XQ V\VWaRé GN2&7
OCT OC1300SS @ 1300nm). Ce dernier annonce 25um de résolution transverse, 12um de
résolution axiale etune ptflkr QGHXU GYLPDJHULH GH PP

Figure35:image OCT (Thorlabgtj JIDXFKH HW ))2&7 j GURLWH GTXQ pFK
de sein, en face {€can). Profondeur 40pum.

La|Figure35 PRQW UH LPDJHV GH OD PrPH JRQH GTXQ pFKDC
PrPH SURIRQGHXU SULVHV SDU OHYV V\V W g Btan) pdfliR EWHQW
V\VWgPH G298 RXMIZHBEWHTXLHUW OYDFTXLVLWLRQ GTXQ YRC
syseme Thorlabs, il est impossible de distinguer les détails architecturaux du tissu mammaire,
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alors que la bonne résolution du systeme FFOCT permet de distinguer des structures telles que
les lobules, adipocytes, fibres de collagéne, a priori nécessafeREWHQWLRQ G{XQ GLL

LalFigure 36lmontre une coupe transverseg&an) du méme échantillon acquise par les

VA\VWqgPHV OfLPDJH ))2&7 VHOQR®DEWMWDGW O fiFRTOMW U WIL
GILPDJHV HQ IDFH VXU —P

Figure36: image transverse B/FDQ GfXQ pFKDQWLOORQ GH VHLQ SDU
en haut) et FFOCT (en bas)

/fLPDJH 2&7 FRPSOqWH HQ K DsKqMe ménmeXsFIK profdrde@W UH D
G Y LPDJHU L HetDa@uQiseBsEqeHLmm, la perte de signal est totale a environ 500um,
conformément a notre remarque précédente. En faisant un zoom sur une petite zone, on
YLVXDOLVH Oj HQFRUH O 1 uQysxelkFroeT uHla@dpatitp & RO R Q C
GHV VWUXFWXUHV ILQHV OrPH VL OH VLJQDO GLVSDUDVW ¢
FFOCT, il semble difficile de baser un diagnostic sur une image aussi peu résolue que celle
donnée par le systeme Thais.

Nous avons ensuite imagé un échantillon de paawniveau du dermej OIDLGH GX
GLVSRVLWLI ))2&7 GpYHORSSp HW j OYDLGH GTXQ PLFURVF
excitation @810nm, SHG @4#15nm, autofluorescence @5680nm, autofluorescen@
595-645nm, résolution transverse 0,2um, résolution axiale 1um).
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Figure 37: images en microscopie multiphotonique (a gauche) et FFOCT (a droite)
GIXQ pFKDQWLOORQ GH SHDX GHUPH

La|Figure37]SUpVHQWH j OD IRLV XQH LPDJH HQ IDFH HW XQ|
]JRQH GX GHUPH j OfDLGH GHV PpWKRGHV OrPH VL OfLPDJH
distinguer les fibes de collagene trés fines, la capacité de la microscopie multiphotonique a étre
VHQVLEOH j GHV pPLVVLRQV GH IOXRUHVFHQFH VXU SOXVLI
LPDJHVY SURGXLWHY XQH VSpFLILFLWp GLIbeFEQ@H. $eilE WHQL U
OfD[H YHUWLFDO OYfLPDJH ))2 &de téfinition HONV oIS gepentbXticH HQ W
DSSDUDVWUH XQH SRVVLEOH OLPLWDWLRQ GH 0OfY2&7 HQ .
technique au diagnostic, a savoir une modalité de comttastue qui laisse entrevoir une
possible limitation de la spécificité du diagnostic. Nous allons développepies a la fois
au Chapitre 2, ou nous faisons une premiere évaluation des performances de diagnostic de
O0712&7 30HLQ &KDPS MdiKigueS @vav Chhpilcte\3 ¢uhwus allons apporter des
améliorations a la méthode, en particulier en termes de spécificité du diagnostic, par adjonction
de modalités de contraste complémentaires.
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2 9HUV XQ GLDBSRVBWR L[IHEGIDIUQ? &
FKDP$OXDWLRQNQITXHYV

2.1  Evaluation des performances de diagnostic sur biopsies de cerveau

Le diagnostic peropératoire du tissu de cerveau constitue sans doute le meilleur exemple
GH FDV FOLQLTXH SRXU OHTXHO XQH WHFKQé&tTohHas®efLPDJH
endogeéne fait actuellement cruellement défihesst en effet crucial dans le cas de la chirurgie
du cerveau de pouvoir optimiser la résection tissulaire, tout prélévement de tissu sain pouvant
conduire a une altération irréversible de cer@HV IRQFWLRQV QHXURQDOHYV
OfpFKHOOH GHV PLFURVWUXFWXUHY GX WLVVX QHUYHX[ G
pathologique dans ce cadre peropératoire présente un intérét clinique indiscutable. Il est de plus
hautementpréef@ EOH GH GLVSRVHU GYXQH PpWKRGH GYLPDJHULH
DXFXQ ULVTXH GH PRGLILFDWLRQ HW RX GpJUDGDWLRQ GX
une technique particulierement adaptée a ce besoin clinique.

OrPH VILO VHPE OtHplys YpetdieR Pde Qoouvoir effectuarne telle
LGHQWLILFDWLRQ LQ VLWX SDU H[HPSOH HQ GLVSRVDQW
SHURSpUDWRLUH UDSLGH GHV UpVHFWLRQV HW HQ SDUWL
étape pouvant néanmoiréduire le taux de fR SpUDWLRQ HW SHUPHWWUH GTHQ
conservatrice par résection/controle itératif.

I1RXV SUpVHQWRQV LFL OH UpVXOWDW GI{XQH pWXGH SL
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2.2  Evaluation des performances deliagnostic sur tissus mammaires

A la différence du cerveau, la chirurgie du cancer du sein ne présente pas le méme
QLYHDX GH FULWLFLWp TXDQW j OD QpFHVMIn&/po@dduxeQH FKL!
conservatrice est cependant hautemnsenhaitable pour des raisons évidentes de qualité de vie
GX SDWLHQW 'H SOXV OH FDQFHU GX VHLQ HVW KpODV OfX
RSpUDWLRQ WUqV pOHYp GH OfRUGUH GH &H WDX[ HVW
avec certitude la totalité des cellules tumoralesOH VHLQ HVW XQ RUJDQH GRWp
tissulaire tres complexe, propice au développement de formes tumorales infiltrantes dont les
limites exactes sont beaucoup plus difficiles a localiser pouridergten, qui base la plupart
du temps sa décision sur la vue et la palpation.

&HWWH VLWXDWLRQ FOLQLTXH HVW GRQF HQ DWWHQWH
PDUJHV GYfH[pUgqVH HQ SHURSpUDWRLUH SHUPHWMWDQW GT!
taux de réeRSpUDWLRQ DFWXHOOHPHQW FRQVWDWp 1RXV SUpVH
VXU XQ QRPEUH VLJIJQLILFDWLI GTpFKDQWLOORQYV &HW
développer en collaborations avec les anatomopathologistessamble de criteres de lecture
HW GH GLDJQRVWLF VSpFLILTXHV DX[ LPDJHYV ))2&7 WUQqV G
le réle crucial de la formation des médecins a ce diagnostic, cattenelu pour toute nouvelle
PRGDOLWDp GL P DdeHiiddnbistic.YRFDWLRQ
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2.3 (YDOXDWLRQ YROXPLTXH GTH[SODQWYV FRUQPH

1RXV SUpVHQWRQV LFL OHV UpVXOWDWY GTXQH pWXGHF
GLIIpUHQW GHYV FDV SUpFpGHQWYV G pVI DKWHKIHQF ¥Q FRQW
RSpUDWRLUH VXU JUHIIRQV FRUQpPHQ DILQ GTHQ DPpOLRL
DFWXHOOHV (Q HIITHW OHV JUHIIRQV FRUQpPHQV RXWUH GH
GRQQHXU pYLGHQWYV V xdattdlevhidrghdlodgioxid/irire | &8 idixlemep basé
sur un examen visuel de la transparence (sans quantification) et sur une observation de la densité
cellulaire de la couche endothéliale, pour laquelle une densité minimale est nécessaire a un taux
de suces de la greffe correct. Une grande majorité du volume tissulaire cornéen ne fait donc
OYREMHW GYIDXFXQ H[DPHQ j OfpFKHOOH FHOOXODLUH SXL
la résolution nécessaire. La encore cet examen doit étre absolument rsif devenaniere a
SUpVHUYHU OTLQWpJULWp WRWDOH GX JUHIIRQ FRQVHUYp

/12&7 30HLQ &KDPS HVW GRQF XQ FDQGLGDW SHUWLQHC
GIXQH JRQH UHSUpVHQWDWLYH GH OD FRUQpét cer@ifip FKHOO
désordres susceptibles dégrader sérieusement la qualité et/ou la réussite de la procédure de
greffe de cornée. Nous démontrons ici la capacité de la technique a reconnaitre les structures
GIXQH FRUQpH VDLQH HW O xt®ogig8d3 bahtualidrerk ierigantidaswtD W L R
non nécessairement détectées par les procédures actuelles.
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3 2&7 SOHLQ FKDPS SRXU OH GLDJQRYV
LPDJHULH PXOWLPRGDOH HW QRXYH:
LOVWUXPHQWDOHYV

3.1 ILPLWDWLRQV DFWXHOOHY GH O012&7 SOHLQ FK

histologique

Nous avons décrit au Chapitre 2 les premiers résultats (études pilotes) en contexte
FOLQLTXH XWLOLVDQW OH GLVSRVLWLI GY2&7 30HLQ &KDP
diaghostic et de contréle. Ces résultats sont trés encourageants, avec des sensibilités et
VSpFLILFLWpVY DSSURFKDQW GDQV FHUWDLQV FDV FHOOF
GIDSSUHQWLVVDJH GH OD OHFWXUH GdVyremeDritesMMdeGH OD S
diagnostic montre un grand potentiel pour de possibles applications peropératoires.

&HYVY SUHPLHUV UpVXOWDWY QRXV RQW GH SOXV SHUPLYV
DFWXHOOHYV GH O12&7 30HLQ &KDPS HW H® ledagidsi FXOLHU
complet du Cancer

f 8QH SUHPLqUH OLPLWDWLRQ FRQFHUQH OYHUJRQF
clinigue. Méme si le systeme est globalement adapté a une premiere évaluation
en contexte clinique, le retour des praticiens pointe quelquesergem
GTHUJRQRPLH GRQW OYDPpOLRUDWLRQ SREUUDLW |
temps de préparation deO p FKD Q W L O DPIRRY XJiRALBMO RE) la
biopsie dans le poréchantillon) est encore long et demande quelques
précautions, de tempV JOREDO GH O9DFTpyeh pdrtitulier @ou6 HV LPL
des échantillons de taille conséquente, reste trop important. Une des causes de
FH GpODL GTREWHQWLRQ GHV LPDJHV UpVLGH GDQ
FKDPSV SDU VWLWFKL@DGGHPBYHYOFRIPWNKWHRQ H'
approche instrumentale permettant éventuellement de répondre a ces besoins
GITHUJRQRPLH H\Y3® SUpVHQWpPH DX t

f Une seconde limitation concernla teneur des informationsutiles au
diagnostic fournies par les images OCT Plein ChamiMéme si les
performances de diagnostic (sensibilité/spécificité) approchent les 90% (cf.
Chapitre 2), 012&7 30OHLQ &KDPS @HouBid @w ElilcieBDV G
OfHQVHPEOH GHV LQIRUPDWLRQV PRUSKRORJLTXF
OfpFKHOOH PLFURVFRSLTXH 3DU H[HPS&nEer®O HV pWD
infiltrants et lesinflammationsVR QW WUQV GLIILFLOHPHQW GLD.
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GIXQH LPDJH 2&7 VHXOH FH TXL OLPLWH OHV SHUI
de cette modalité. Il est intéressant de noter que dans la grande majorité de ces

cas «difficles @ OH GLDJQRVWLF KLVWRORJLTXH QpFHVYV
de la celluleindividuelle ou du groupe de cellulesau sein du prélevement,

de maniére a en étudier ses caractéristiques, selon des critéres spécifiques tels
gue la densité de noyaux, le ratio noyau/cytoplasme, la forme des noyaux et des
cellules. La visualisation ds noyaux, et idéalement des contours cellulaires
FRUUHVSRQGDQWYV HVW GRQF XQH FLEOHeSDPpOL
§ et proposent de nouveaux développements méthodologiques et
instrumentaux permettant de répondre a ce besoin.

$1LQ G TLI®wopdsWprEdddent concernant la visualisation des namglutaires
considéronsTXHOTXHV H[HPSOHV GYLPDJHV FRPSDUpFyred &7 30H
PRQWUH XQH LPDJH 2&7 SOHLQ G p FKBQUWY saOIl&RWrfazel IRLH
GX WLVVX HW XQH ODPH GYKLVWRORJLH DSSURFKDQWH Or
VWUXFWXUH SULQFLSDOHPHQW FRPSRVpH GH FHOOXOHV G
GpOLPLWHU OHV FHOO XO Hthglep (84 ddtad0h@eOlel ioyQuLetGAIHQ GL
membranetels que visualss VXU OYJLPDJH KINSMRGRIIW XRIQ SHXW QRWH
OCT permet de visualiser le tissu fibreux de soutien (fibres de collagene) habituellement
difficile a distinguer sur unergparation histologique conventionnellla méthode peut ainsi
VIDYpUHU j WHUPH FRPSOpPHQWDLUH GH OfKLVWRORJLH

Figure38 ,PDJH 2&7 30HLQ &KDPS JDXFKH HW KLVWRORJLH
GH IRLH KXPDLQ /Y2&%e ndtLfas dK MFrRuap les détails
cellulaires, mais apporte un contraste important sur le tissu fibreux de soutien.

&HW H[HPSOH SHUPHW GH SOXV GJfLOOXVWUHU TXH OD .
cellulaires pas OCT Plein ChamQ THV W Qbbilématte de résolution malsen de
contraste VXU OfH] |& dellDI&s hépatiques ont une taille comprise entre
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20 et 30pmJeur noyau entre 5 et 10um, ce qui ne constitue pas une limitation par rapport a la
résolution du systeme OCT Plein Champ développé.

La[Figure3gdonQH XQ DXWUH H[HPSOH GYLPDJHV FRPSDUpPHV :
VXU GHV JRQHV UHSUpVHQWDWLY HVD&n§ ¥gXxap BrKrbnmajue@®O RQ G
SDUWLFXOLHU VXU OfpSLGHUPH D TXYfLO HVW SRVVLEOH
desJURVVHV FHO O XO H VStatdmCship&sury) ddoddd digifguer les contours, de
PrPH TXYHQ FHUWDLQHYV JRQHV GIXQH rSWweatGlnd)Xa®BR ULSDU
TXYLO QYfHVW SDV SRVVLEOH GH OH IDL UdhentXdahstitigtde LPDJH
fibores de collagene done contraste OCT tres hypeéflectif masque sans doute la
visualisation de structures telles que les noyaux dont le contraste intrinseque en OCT semble
plus faible La corrélation OCT Plein Champ/histologie espendant remarquablement bonne
au regard de la morphologie tissulaire, et permet de distinguer nettement les microstructures de
la peau (limite derme/épiderme, fibres de collagene, glandes, follicule).

Figure39: Images compapHV 2&7 30OHLQ &KDPS KLV pe@QRJILH GTXQH E
humaine,.a GpWDLO GTXQH JRIQHGCHHMVDYPSE CHUHPERQH GX GHUPF
GpWDLO GTXQH SO Btt@n carmeld $F Btratum SpinosumSE:

Derme Superficiel HF : Follicule pileux; SG: Glande Sudoriparelmages tirées

de [50]
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La encore la problématique corresporapgorter un enrichissement aux images OCT
Plein Champ en termes de contrad¢éerésolution étant suffisante pour distinguer les éléments
GILQWpUrwW QWRM®OX[TXH GBRQYWUDVWH DSSRUWp SDU 0Of2&7
UpWURGLIIXVLRQ GH OD OXPLgUH SHUPHWWDQW GH YLVX
UplUDFWLRQ /HV VWUDW pJL HYyueGifizeRtpdoncRétid fbchlRé@arGH OD
O 1 D I8 Rduw¥aux contrastes, dans le cadre du développement de méthodes multimodales,

dont 2 approches sont développées

3.2  OCT plein champ a résolution variable

3.21 Introduction

&RPPH QRXYV ODYRQV YX DX &KDSLWUH OfDQDO\VH G
basées sur un examen du tissu a différentes échebkesnen visuel macroscopique, examen
GIXQH ODPH GTKLVWRORJLH FRUUHVSRQGDQWH DX PLFUR
grandssements. Ce changementdengt VVHPHQW ORUV GH OYH[DPHQ GH OL
PDFURVFRSLTXH GH O ietUdek maliuBUAS Xsur Ha ¢bUWpe Ed8ularg Kfdible
grossissementl®* QLYHDX GILQWHUSUpWDWLRQ HW GH GLDJQRVW
OfLGHQWLILFDWLRQ GH JRQHV SOXV SUpFLVHV JURXSHV FI
examinées a6 un fort gandssement pour affiner le diagnostic.

3RXU SHUPHWWUH XQ GLDJQRVWLF FRUUHFW XQ GLVS
capacité de visualiser le tissu a ces différentes écheflespécification de maniere
simple. Nous avons vu a gue la solution retenue pour le systéme transféré en
enYLURQQHPHQW FOLQLTXH FRUUHVSRQG j XQH DFTXLVLWLR
SXLV j OD UHFRQVWUXFWLRQ GYXQH LPDJH JUDQGeteKDPS FF
solution, bien que permettant de remplir le besoin, présente le désavaragur de devoir
acquérir et conserver une grande quantité de données, dont finalement un faible pourcentage
HVW XWLOLVp (Q HIIHW OD YLVXDOLVDWLRQ GX FKDPS FRF
pixels acquis (souéchantillonnage pour la visusdtion), et seulement quelgues zones seront
examinées a pleine résolution. On estime typiguement que seulement 10% a 20% de
OYLQIRUPDWLRQ DFTXLVH SDU VWLWFKLQJ SL[HOV FRUUI
OTDQDO\VH

Que ce soit par le changeméh GTREMHFWLIV ORUV GH OfREVHUYDW
RX SDU OH FKDQJHPHQW GYpFKHOOH GTREVHUYDWLRQ HIIHF
GIXQH LPDJH ))2&7 LVVXH GTXQ VWLWFKLQJ OTREVHUYDWH
appardi alors naturel de proposer une méthode entierement optique pour effectuer un tel
FKDQJHPHQW FRUUHVSRQGDQW j XQH IRQFWLRQ GH ]RRP
TXDQWLW piodpiré€spenddntumiquementf LQIRUPDWLRQ XWLOH SRXU (
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3.2.2 Montage expérimentalrésultats

La problématique instrumentale consiste ici a implémenter une fonction de zoom
RSWLTXH DVVRFLp j XQ V\VWgPH GH PLFURVFRSLHeLQWHUIp
différenciant par rapport a une approche conver@dhO OH G2&7 3aditleQdalRK DP S
OfRSWLTXH RX OD FRPELQDLVRQ GYRSWLTXHV SHUPHWWDOQ
grandissement HW j VRQ LQWpJUDWLRQ LQVWUXPHQWDOH SUHQD
Plutot quede baser notre appfoKH VXU OTXWLOLVDWLRQ GTXQ MHX GRS
pourraient étre changées pour modifier le grandissen®i, GfHIIHFWXHU XQ GHVL
particulier, QRXV DYRQV FKRLVL GTLQWpJUHU XQH VROXWLRQ
continmen (et non de maniére discrete), de maniere a effectuer rapidement une preuve de
concept.

8Q FHUWDLQ QRPEUH GYREMHFWLIV JRRP VRQW PDLQW
principalement pour une utilisation dans le domaine de la visiamsinelle (Keyence VH
series, Qioptig Optem Zoom Lenses, et®eux caractéristiques de ces objectifs nous
SHUPHWWHQW GTHQYLVDJHU OfLQW pJURWianeedistafice@eV\VWql
travail (typiguement de 25 a 40mm), ainsi que la position fixe du plan demsant avec le
changement de gssisement. 8H FKDQJHPHQW GH JURVVLVVHPHQW V{HI
bague dédiée (identique a un appareil photo) qui peut dans certains cas étre motorisée.

Figure 40: schéma du montage expéental. HL: source halogéne ; FB
guide de lumiére a fibres ; ZQobjectif zoom C : Caméra; PT:
transducteur piézoélectriqueRM : miroir de référence S: Echantillon
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La[Figure 40 GpFULW OH PRQWDJH H[SpULPHQWDO UpDOLVp
macroscopique industriel a grande distance de travail et grandissement variable (modéle
Keyence VHZ100R), dont les caractéristiques constructeont données a|Rigure 41} Cet
REMHFWLI LQWqJUH XQ SRUW GYfpFODLUDJH SHuRHNWDQW
éclairé par une source halogene en amont. La caméra est une Dalsa 1M60, de fréquence
G 1 D FtioX BO/Hz et de FWC 120ke/D JUDQGH GLVWDQFH GH WUDYDLO
SHUPHW G\ LQWpJUHU XQ uReElard pp&llitulaie HThotleb& BR1ASR)
permet de définir un bras de référence dont la difféerence de marche est modulée par un
transducteur piézoélectrigue (Thorlabs AEO0505D18F) sur lequel est placé un miroir
partiellement réfléchissade coefficient de réflexioR=4%.Du fait des faibles déplacements
nécessaires a la modulation du piézo, edllest contrblée simplement par usertie
DQDORJLTXH GIXQH FDUWH , 2 1DWLRQDO ,QVWUXPHQWYV

Figure 41 FDUDFWpPULVWLTXHV FRQVWUXFWHXU GH OYREMHEF)
utilisé (Keyence VHZ100R)

Le principal probleme rencontgbur FRQFHU QH O Hat®hsXdispdhlbiged Bud P
OHV FDUDFWpPpULVWLTXHY RSWLTXHYV SUpFLVHVY GH OYREMHF
PRQWDJH OHYV DOWHUQDWLYHYV j FHWWH JDPPH GTfREMHFW
PDUFKp ,0 VIHVW DY pUrplalnbidre/ MioEna@tidn @§hRigud/ k@ Lque
résolution, position du capteur, taille des pixels pour un échantillonnage corredipesc.
souhaitons ici uniqguement faire une preuve de concept, nous avons donc procédé par
OfH[SPULHQFH SRXDU®GPFPWWU PLVQGKH GHMMHIR DM XKW HI

f Nous avons mesuré la résolution transverse en plagant une mire de résolution
86%$) GDQV OH SODQ GH IRFDOLVDWLRQ GH OfFE
grossissements choisis
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f Nous avons déterminé la position du plarfamalisation, ainsi que la position
axiale du capteur de maniére itérative, pour arriver aux positions pour lesquelles
XQH YDULDWLRQ GX JURVVLVVHPHQW QTHQWUDVQH
f La taille du pixel de la caméra utilisée (12 um) ne permet jplebzent pas de
faire un échantillonnage correct par rapport a la résolution sur toute la plage de
grossissements, nous nous sommes accommodés de cette limitation puisque
OYREMHFWLI GH OfH[SPULHQFH pWDLW XQLTXHPHQV
un VA\VWgPH GY12&7 3O0HLQ FKDPS FRPSDFW j UpVROXW

Figure 42 : détails du montage expérimental réalis€O : objectif zoom; C :
caméra; PB: lame pelliculaire; PZT : actionneurpiézoélectrique

La|Figure 43|présente quelques images réalisées sur un échantillon biologique (biopsie
de sein fixée) pour 2 grossissements, a env2Opm sous la surface. La source utilisée
(halogene) est la méme que pour le montage décrit au chapitre 1, et la réponse spectrale de la
caméra sensiblement équivalente a celle utilisée pour ce méme molatagsolution axiale
est donc sensiblement id8WL T XHax GHFHMWVWQYLURQ —P 2Q UHPDUTXH TX
KRPRJgQH VXU OH FKDPS JRQHV QRLUHV GX IDLW GH OD W
non placé sous une lame. Pour les 2 grossissements considérés, nous avons mesuréra résolutio
WUDQVYHUVH FRUUHVSRQGDQWH j OfDLGH GYXQH PLUH GH |

10¢



Les images présentées correspondent a une accumulation de 200 intages
FRQILIXUDWLRQ QfpWDQW SDV j LPPHUVLRQ ¢éa d®f\ D SI
OfpFKDQWLOORQ GYTR+s XQ VLJQDO SDUDVLWH SURYHQDQW
GIXQH FKXWH GH OD VHQVLELOLWp HVWLPpH SDU FRPSDULI
1 aenviron 3dB. Nous avons donc du accumuler un nomly@4i ILFDWLI GJLPDJHV SR>

REWHQLU XQH G\QDPLTXH GYLPDJH 2&7 FRPSDUDEOH | FH¢
conventionnel.

Figure43 LPDJHV 2&7 30HLQ &KDPS GXQ pFKDQWLOORQ GH
OYDLGH G X groRrs@@srbetdrigble précédemment décrit.: Aadipocytes
CF: Fibres de collagéneTlaille du champ gauche: 600 um, droite 350 um

Les structures typiques du tissu mammaire sont reconnaissables sur les images de la
adipocytes et membranes correspondantes, tissu de soutien principalenténécons
GH FROODJgQH 2Q QRWH ORompatativeinedttdu Tmomaged déveldpdelal D J H
Chapitre 1 due a la résolution transverse inférieure, ne permettant pas de distinguer de maniere
aussi précise les détails structurels (fibres de collagene indépendantes par exemple).

3.2.3 Discussion

NousDYRQV GpYHORSSp HW PLV HQ SODFHgXs3is&emé¢rt RV LWL
YDULDEOH FRQWLQ€PHQW SHUPHWWDQW GTLPDJHU XQ pFKI
la quantité de données requisearactéristique requise pour un dispositif clinigDependant

FHWWH DSSURFKH QYD SDVfﬁiWIﬂcMﬁnE@@ﬁM: SRXU OH GLVSRYV

f Le FKRL[ GX W\SH GILQWHUIpURPQWUH LPsSS@pPHQWpP
UpDOLVp GH PDQLqUH SULRULWDLUH j FHOXL GH (
échelles, car les avantages de cette configuration interférométrique ne sont pas

UpDOLVDEOHV GTXQH PDQL{ILBH Wi \WHdtor@bigue, YH VLP
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contrble de la difféerence de marche du bras de référence, etc.), et sont
indispensables pour un systéme utilisé cliniquement (ajustement automatique du
réglage par exemple).

La configuration de Linnik est difficilement compatible avec une approche a
résolution optique variable 8QH WHOOH LQWpJUDWLRQ QpFHVV
objectifs a grandissement variable identiques dans chaque bras de
OfLQWHUIpURPgW U Hent G&R Qrindissdtinerit KsBrgitd s{Rchrone
PRWRULVp SDU H[HPSOH HW DEVROXPHQW LGHC(
FRPSOH[LWp LQVWUXPHQWDOH HW GTXQ FREW U
FRQVLVWHUDLW HQ OfLQWPpPJUDWLRQ GTXQH WRXU
GfREMHFWLIV GH GLYHUV JURVVLVVHPHQW SHUPF
UpVROXWLRQ DSSURFKH VLPLODLUH j XQ PLFURV
W R X U H O O H ChigRrdcdbjedaf mdmé sur une telle tourelle est alors un
interférométre de LinbN FRPSOHW FRQVWLWXp GH REMH
UplpUHQFH PRGXODEOH j OfDLGH GTXQ WUDQVGXFYV
de faisceau HW GTXQH OHQWLO G WA B/H RO WRFDEH. T X H
tourelle doit étre tres importante (conssion de laposition axiale du plan de

coupeD X FKD QJH P H Q#&Vle@JiREMEEFVWLYIgUH WUQqV LPSRUW
OYfREWHQWLRQ GYXQ FKDPS ODUJH VDQV VWLWEFKLC
ouvertes, a grande distance de travail en généradanté peu probable une
configuration & immersion. Ces approches alternatives sont schématisées a la

Figure 44

Figure 44 : schémas représgatifs de solutions instrumentales alternatives pour la
UpDOLVDWLRQ GTXQ V\VWgPH 2&7 30HLQ &KDPS j JUDQGLV)
interférométre de Linnik. Gauche XWLOLVDWLRQ GYR:ENMsafoN LIV [RRP 'UR
de plusieurs interféromeétres denhik déplacables dont les objectifs ont des
grandissemestdifférents.

f Laméthode proposée ne permet pasplementle travailler en immersigrdu

IDLW GH OD JUDQGH GLVWDQFH GH WUDYDLO GH Of
objectif de Michelson (ou de Mirau) a immersion est-#tdit réalisable, mais
VXSSRVH OD FRQFHSWLRQ HW OD UpDOLVDWLRQ GT
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Ofp8SEHXY HW OTLQGLFH GX PLOLHX GYLPPHUVLRQ
GLIlTpUHQWH GH QRWUH DSSURFKH EDVpH VXU OfXW
IDLW OYDEVHQFH GYDGDSWDWLRQ GYLQGLFH HQ
XWLOLVDWLRQ GGHWVIPRQLHPXSGRERLp HVW UHVSRC
significative de sensibilité, rédhibitoire pour nos applications sur tissus
biologiques visant a distinguer des structures dont les caractéristiques de
rétrodiffusion peuvent étre trés variables.

La solution réenue (cf.[8.3 UHSRVH VXU OfDFTXLVLWLRQ GIXQH
GpSODFHPHQW UHODWLI GH OfpFKDQWLOORQ SDU UDSSRU!
dfXQH LPDJH JUDQG FKDPS VWLWFKLQJ OrPH VL FH FKRLJ[ F
TXDQWLWp G fib@leR,uheud svanerQoudeopte pour cette solution car sa mise en
°XYUH SHUPHW XQ JUDQG QRPEUH G T RrBiW8\skefihcdiydie®RsQV | XW X

f Letemps de calcul DXMRXUG TKXL L[BSFR pewt Bi@ Wimint&deU 1
PDQLgQUH WUqV LPSRUWDQWH SDU SRUWDJH GH O
*UDSKLFV 3URFHVVLQJ 8QLW &H WUDYDLO D p\
collaboration (projetADOC que nous avons rédigé et obtetprogramme
)('(5 DYHF Of,15,$% /HV SUHPLHUV UpVXOWDWYV
drastiguement le temps de stitchingi5s sur GPU pour une mosaique de 20 x
20 images (environ 17000 x 17000 pixels) au lieu de 5 minutesoar@rsque
OH FDOFXO HVW HIIHFWXp VXU OTRUGLQDWHXU GX

f Le WHPSV GIDFRXLWHVVEYIREDIH HW GpSODFHPHQW SD
SHXW rWUH GLPLQXp SDU XWLOLVDWLRQ GYXQ FD:
RSWLPLVpHV SRXU @08 &cap@ur (vaf3Kake développé
GDQV OH FDGUH GYXQ SURMHW FROODERUDWLI (XL
nous avons monté, déposé et obtefuvw.careioca.ely et permet un gain en
YLWHVVH GYDFTXLVLWLRQ GYXQ IDFWHXU HW XQ J

f La quantité de données stock&HXW rWUH UpGXLWH SDU FRPSI
adaptée aux contraintes du doneaimédical (formats jpeg2000 WAAVES
par exemple).

OrPH VL Of{DSSURFKH SURSRVpH HVW pOpJDQWH HW RS
DFTXLVHV SDU UDSSRUW j OD UpVROXWLRQ QpFHVVDLUH H
contraintes liées aux agpLFDWLRQV FOLQLTXHYV FLEOpHV /YfDSSURFKE
si colteuse en temps et en quantité de données, reste la plus souple et est susceptible
GI{DPpOLRUDWLRQV VLIJQLILFDWLYHV (OOH HVW SDU DLOOF
tuqgV FRQQH[H FRPPH OD 3DWKRORJLH '"LJLWDOH FH TXL SFh
&KDPS SRXU XQ XVDJH FOLQLTXH &HSHQGDQW SRXU GFY
OTXWLOLVDWLRQ GTXQH FRQILIXUDWLRQ GH /LQQLN QTF
IRQFWLRQQHPHQW VDQV FRQWDFW HVW QpFHVVDLUH VDC
grandissement variable peut étre particulierement pertinente, par exemple pour le contréle non
destructif (matériaux, polymeres, etc.).
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Remarque Ce développemend IDLW OJREMHW GH OD UpGDFWLRQ HW
Brevetinternationale Ce brevet est délivré en France (brevet n° FR2962531), et sur le point
GIrWUH GpOLYUp HQ (XURSH

3.3 Imagerie multimodale OCT plein champ/microscopie de

fluorescence dllumination structurée

3.3.1 Introduction xmicroscopie confocalaillumination structurée

Nous avons identifié au paragra@ OD QpFHVVLWp G YHLWURKIPWD @ D RTX
pertinentes apportées par une image OCT Plein Champ a visée de diagnostic précis du cancer,
plus particulierement en termes de contraste, puisque la résolution typique de la technique est
a priori intrinsequement suffisante pour résoudre WU XFW XUHV GILQWpUrw ¢
diagnostic. En particulier, la capacité de visualiser les noyaux ainsi que les contours cellulaires
associés est un besoin régulierement identifié par les cliniciens ayant participé aux études pré
cliniques présentées &hapitre 2, de maniere a permettre une caractérisation complete de la
WXPHXU HQ VH EDVDQW DX PD[LPXP VXU OHiefufasMtgUHYV G I
SRWHQWLHOOHPHQW OH WHPSVY GIDGRSWLRQ GH OD PpWKR

A ce titre, les efforts produitsisant & combler ce besoin doivent se focaliser sur
O 1D P p O Ldr Uddtvedtdr d@s noyaux cellulaires. Il apparait alors naturel de chercher a
GpYHORSSHU XQ LQVWUXPHQW PXOWLPRGDO FRPELQDQW
GIXQH JUDQGHnN yp&8trHliet lcépabepde idonner un trés bon contraste sur ces
VWUXFWXUHYV /YLPDJHULH GH IOXRUHVFHQFH GX IDLW GH
incluant des marqueurs nucléaires, est un candidat naturel a cette combinaison.

Un grand nombre de plications présentent plusieurs approches instrumentales
permettant une combinaison OCT/imagerie de fluorescdid;&E54]. La grande majorité de
FHY WUDYDX[ UHSRVHQW VXU OfXWLOLVDWLRQ GH OfY2&7 V
transverseles images produites (typiquement 10um), et ne permettant donc pas de résoudre le
noyau au sein de la cellulerés peu proposent une résolution compatible avec la discrimination
des noyaux cellulaire€l§] : le montageproposé le permettaest basé sualcombinaison de
072&7 3OHLRY&HKD@SLPDIHULH GH IO K&adddtie FidtQoBdiprieserieK R W R (
SOXVLHXUV OLPLWDWLRQV QH SHUPHWWDQW SDV GTHQYLYV
diagnostic du cancer

f I TLPDJHULH GH IO KdRoddiné FodrQitFads ple c@traste spécifique
des noyaux cellulaires, mais produit, lorsque appliquée aux tissus biologiques,
XQ VLIJQDO pPLV SDU OYDXWRIOXRUHVFHQFH GH TX
limitant le contraste aux structures correspondantajoritairement fibreuses.



Sa nature endogéne est cependant un vrai atout, de méme que sa capacité a
produire des coupes optiques.

f /ID PLVH HQ °XYUH LQVWUXPHQWDOH GH OfLPDJHUL
baséesuXQH UHFRQVWUXFWERQ B\D JH L'PEHHOB SUKIN Q W L
SDU SRLQW &HWWH PLVH HQ °XYUH HVW SDU QDW
&KDPS HW UHQG OD FRPELQDLVRQ GHV PpWKRGHYV
de sources telles que les lasers femtosecondes augmente le colt et
OfYHQFRPEUHPHQW j WHUPH GH FHWWH DSSURFKH

Remarque: il convient ici de citer les nombreux travaux réalisés en microscopie
confocale, qui présente la particularité de pouvoir produire un contraste de réflectance
UHODWLYHPHQW VLPLOé&stducde (pvecagénts délsvntasted)@X(Rilidant le
méme dispositif, ainsi que de permettre une coupe optifii€l]. Nous ne développons pas
ici ces travaux, puisque ahapitreest focalisé sutO 1 D P p O L R O D2RIZR Gha&rig De
maniére générale,12&7 3OHLQ &KDPS SUpVHQWH sHa/mRrédeépe&/ DIHV V
confocale, présentés au paragraph8.6

3RXU UpSRQGUH DX EHVRLQ FOLQLTXH OD FRPELQDL
OYLPDJHULH GHcoovrRdnmeNeF HRFHYBUH EDVpH VXU OTXWLOLVD
contraste exogenes spécifiques des noyaux, semble plus appr@priéeles diversemises
HQ °XYUH LQVWUXPHQWDOHYV HQ LPDJHULH GH IOXRUHVFH
illumination structurée (Structured lllumination Microscopy ou SIM16-17,55) est
SDUWLFXOLqQUHPHQW DGDSWpH j XQH FRPELQDLVRQ DYHF O

f Cette tebnique permet de produire des coupes optiques (optical sectioning), ce
TXL OD UHQG SHUWLQHQWH SRXU OYLPDJHULH GH\)\
réjection du signal (de réflectance ou de fluorescence) issus du volume situé hors
de cette section optigu

f La technique est une technique de microscopie confocale plein champ, et donc
SHUPHW GYREWHQLU GHV LPDJHV GH UplOHFWDQFH
GH O012&7 HOOH QH QpFHVVLWH SDV GH FRQVHUYHI
lumiere émisgar les photons issus de la section optique considérée

f (Q WDQW TXH PpWKRGH GYLPDJHULH SOHLQ FKDPS
EDOD\DJH GX SODQ GYLPDJHULH SRLQW SDU SRLQW
GHV SRLQWYV HQ SDUDO® mqaritigl, @efdnméd elmarfieXequé p W H F'
0Y2&7 30HLQ &KDPS &HWWH PLVH HQ °XYUH LQV
pouvoir mettre en commun une partie des voies optiques, et donc un montage
simplifié

f'H PrPH SXLVTXH OD WHFKQLTXH QH ©slpaVVLWH
QpFHVVDLUH GYXWLOLVHU GHV VRXUFHV j IRUWH F|
H[HPSOH HW LO HVW GRQF SRVVLEOH G{XWLOLV
VSDWLDOHV FRPPH GHV ODPSHV RX GHV /('6 GH PD
Champ, ce quia encore laisse entrevoir une combinaison simplifiée
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/ID PLVH HQ °XYUH OD SOXV VLPSOH GH OD WHFKQLTXH
PDVTXH ' GH WUDQVPLVVLRQ WHO TXH SDU H[HPSOH XQ
succession de motifs linéaires birsi, ou encore une mire sinusoiddlé-17, 63. Cette mire
HVW FRQMXJXpH DYHF OH SODQ GfLPDJHULH SODQ IRFDO
WUDQVYHUVDOHPHQW j OfD[H RSWLTXH GDQV OD GLUHFWLF
de maniée a décrire au moins une période de la mire pour une séquence de modulation
pOpPHQWDLUH &H SODQ GYLPDJHULH HVW FRQMXJXp DYHF
CMOS), de maniére a acquérir P LHXUV LPDJHV GX SODQ GILQWpUr\
superpot WLRQ GH OD JULOOH DYHF OTREMHW SRXU SOXVLHXU
La réjection du signal hors de la section optique repose fqerta de contraste rapide par
défocalisatiorpour IHV TUpTXHQFHV VS DWdire OHHW GO pOYV GH] I OMWP D J
illustré & IgFigure 45| Ainsi la mire imagée est nette uniqguement dans la profondeur de champ
GH OfREMHFWLI 8QH FRmMabgel DL, 2RI) cGrespandam b Qnléphasage
de de la grille de 0, @ et 4@ = F Y H-diW des images de la grille sans recouvrement
SHUPHW GIYREWHQLU XQH FRXSH RSWLTXH SDU UpMHFWLR
émission de fluorescéhH SURYHQDQW GH OYREMHW GILQWpPpUrwW FHW
dans la profondeur de champ reste valable.

Figure 45 : Sectioning optique par illumination structurés, b, c: simulatiorde

OfHIIHW GX G fidduéngeg syatidlaiOskiant le flou plus rapide sur les

GpWDLOV OHV SOXHW UHBUGMXQWDOWDREA VFKpPDWLTXH GTXC
projeté sur un échantillon volumique illustrant le principe de la coupe optique

réalisée; e, f: image de fluorescee conventionnellde) et par lllumination



Structurégf) de cellules dont la membrane a été marq@@santom Dotsjilustrant
OD FDSDFLWp GH FRXSH RSWLTXH GH Of,0O0XPLQDWLRQ 6W!I

/IH FDOFXO GH GLIIpUHQFHY GH SDLUHMWuGIifjha dsHV SHU
focus constant et des images de la mire, selon la formule élémentaire siiZhnte

Remarque: nous cherchons ici uniguement a réaliser une coupe optique compatible avec
OfLPDJHULH GH IOXRUHVFHJIFHX)YORNDVYGHSGEINM@H PRWVTXH
O0f2&7 30HLQ &KDPS 1RXV QTXWLOLVRQV DLQVL SDV OH
surpasser la limite de diffraction, de la méthode SB@@ TXL VXSSRVHUDLW XQH P
instrumentale plus complexe poun intérét limité, puisque nous avons vu aux chapitres
SUpFPpGHQWY TXH OYREWHQWLRQ GH OD UpVROXWLRQ OD
priorité pour les applications de diagnostic visées.

3.3.2 Montage expérimentaHW SURWRFROH GYLPDJHULH

3.3.2.1 Montage expémental

Le montage proposé est décrit a|Raure 46| [64]. Il utilise avantageusement
OYDFTXLVLWLRQ HQ SDUDOOQOH GH SRLQWYV GH OfLPDJH S|
ce fait, le montage minimise les chemins optiques disjoirtre é&s 2 méthodes, et facilite
OfLQWpPJUDWLRI@Ss seusHQYWHPHEQW YV OFRUUHVSRQGDQW j OfpFO
VRQW WUqV VLPSOHPHQW PRGLILpHY SDU OYHPSORL GH |
GLVWLQFWHYV GIpFODLUDJH HW GH GpWHFWLRQ

/IMTXWLOLVDWLRQ GH ILOWUHY GLFKURWTXHY SHUPHW Gt}
SRXU FKDTXH PRGDOLWp HW GRQF GfHIITHFWXHU XQH DFTX
OHV PpWKRGHV pWDQW EDVpHYV VXU OYD®WXKQHMRXDDINXI
élément respectif du montage (miroir de référence dans le cas FFOCT, mire de Ronchi dans le
FDV GX 6,0 LO HVW SRVVLEOH GYLGHQWLILHU GH IRUWH
ORJLFLHOOH HW GRQ M IBditidie HesQ tedhhidle® TLQWpJUDWLR
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Figure 46 : 6 FKpPD GH OYLQV W W4ombiigonfEPETH/CBREIS p

fluorescenceS: Source halogeng; C1: caméra voie de fluorescende2: caméra

FFOCT; M1, M2: objectifs de microscopeéP1, P2: modulateurs piézoélectriques

F1, F2: filtres ; G : mire de Ronchj B : Cube séparateulLes sousensembles en

pointillé correspondent aux modifications apportées au montage FFOCT pour
OfLQWpPpJUDWLRQ GH OD PpWhitgbses Gindilitude® @es\2WUDQW OHV
approches.

Une source $hcohérente spatialement et temporellemeantifce halogéenfbrée) est

dirigée vers les 2 SOUHQVHPEOHY GYpFOGHXKQDIIH YVFHIDL GH ILEUHV |
GLDPqgWUH GYfHQWUpPpWYRPWLIGLDPRWUWHIEAFHODLUDJH GH OD S
montage de Kohte Pour la partie SIM, une grille (mire de Ronchi 40 paires de lignes/mm) est
placée dans un plan conjugué du diaphragme de champ du montage de Koéhler précédent, et
PRGXOpH | OfPUGR @ILXQRPHFKDQLN *PE+ 3 /[HV YRLH'
FRPELQPHV j OfDLGHRBEH. QDOWBBAVGXQ ILOW UH-7®@MMNV H KD XV
SRXU OYLPDJHULH ))2&7 HW GIXQ ILOWUH GLBKYBwWTXH FHQ
le renvoideOD OXPLqQUH GYH[FLWDWLRQ GH OD IOXRUHVFHQFH C
choisis £voir|3.3.3.

Le sousengemble de détection est consitu G § X Q Fh FHOETP C2 (Dalsa Pantera

1M60, 1Mpixels, 60 Hz, FWC 150ke HW G{XQH FDPpUD EDV EUXLW & S
fluorescence par SIM (Andor iXon3 EMCCD 512x512 pixels). La séparation spectrale entre
les 2 détecteurs est assurée par des filtres F2, combifraQ GTXQ ILOWUH GLFKURWT X

PLURLU FKDXG ,5 HW GTXQ ILOWUH $P0I)ViéskR Daxndrag ont QP 6 F
des tailles de pixels sensiblement équivalentes (respectivement 12um et 13um), un seul doublet
achromatique est donc utilip FRPPH OHQWLOOH GH WXEH GH PDQLQqUH
IRFDOH pWDQW FKRLVLH GH PDQLqUH j UHVSHFWHU OH FUL\

ITLQWHUIpURPQWUH GH /LQ QL NolagssvigB Hidi ukelavig SDUDW

pelliculaire, 2 objetifs de microscope identiques M1 et M2 (Olympugldan APO x 30 NA
LPPHUVLRQ j KXLOH GH VLOLFRQH GRWpV GIXQH JUDC

111



FROOHFWHU OfpPLV¥IWUR®QIrdd de rédéxeRde ktéflectivipera) modulé par un
actionneur piezoélectrique (Piezomechanik GmhbRhtons que pour ce dispositif particulier
LQFOXDQW GHV REMHFWLIV j IRUWH RXYHUWXUH QXPpULTX
épaisses (1mm) telles que celles employées sur le dispostsihgard> décrit au Chapitre 1

qui integre des objectifs a ouverture numérique bien plus faible (0,3). Nous utiisdes

lamelles couvrebjet n°1 (épaisseur 130 a 170um) pour lesquelles les objectifs sent pré
compenseés, a la fois dans le bras de référence@MlaOH EUDV REMHW GH OYfLQWH

3.3.2.2 Sélection et préparation des échantillons

Afin de faire une premiere preuve de concept sur échantillons biologiques, nous avons
VPOHFWLRQQpP OD SHDX FRPPH XQH FLEOH SHUWhdarteQWH S X
+tHW HQ SDUWLFXOLHU OfpSLGHU Rddt ¢chiactéifteNpd Qnie WidtiR€ GHU
cellulaire dense (épiderme) constituée de noyaux larges et facilement reconnaissables en
LPDJHULH ))2&7 VDQV OD SUpVHQ F H perfélegtifppuvaniDnasqier FRO O L
OHV DXWUHV VWUXFWXUHV GITLQWpUrW /HV pFKDQWLOORQ
opératoires, suite a une chirurgie de Carcinome Badlulaire (BCC), issus de notre
partenaire clinique, et fixés dans le form@és échantillons sont habituellement non utilisés a
GHV ILQV GH GLDJQRVWLF HW VXSSULPpV /H WUDQVIHUW H
HQ &RPLWp G{pWKLTXH /D WDLOOH PR\HQQH GHV pFKDQWL!

La stratégie de marquagsteentrée sur la visualisation des noyaux cellulaires. Nous
DYRQV VPOHFWLRQQp XQ PDUTXHXU IOXRUHVFHQW VSpFLIL
des profondeurs compatibles avec les images FFOCT (quelques dizaines de um), a savoir
OT$FULGL Qi eRtlpbri@ehHt et présente une bonne efficacité quantique (typiquement
0,46). Le protocole de marquage est similaire a celui décrit dans la littérature pour un usage en
microscope confocale sur tissb] pour le ehaussement de contraste des noyauay&si sur
des échantillons de peau. Chaque échantillon est immergé dans une solution de 0,6mM
GY$FULGLQH 2UDQJH ,QYLWURJHQ SHQGDQW V GXUpH Gj
possibles artefacts dus a une fixation non spécifique du fluoropiioicgjément observés pour
des concentrations plus importantes. Chaque échantillon est ensuite rincé dans une solution
saline isotonique, et encapsulé dans le pécteantillon utilisé en OCT Plein Champ. Une
ODPHOOH FRXYUH REMHW @ORHYWEOBEBEXH VXU OTpFKDQWI
REWHQLU XQH VXUIDFH OD SOXV SODQH SRVVLEOH /HV VSH
Orange sont décrits & fagure 47,
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Figure47 VSHFWUHV GYDEVRUSWLRQ HW GYpPLVVLRQ GH

Le choix du marqueur fluorescent, et en particulier de ses caractéristiques spectrales
GIDBWRWRQ HW GTpPLVVLRQ HVW XQ pOpPHQW GLRHQVLRQC
SLFV GI{DEVRUSWLRQ HW GYpPLVVLRQ GpILQLVVHQW XQH SL
GH ILOWUHY GH OD EDQGH VSHFWUDOH XrgVun® éwmitllS RXU O
acquisition simultanée des 2 images.

3323 SBURWRFROH GYfLPDJHULH

Les images FFOCT et SIM sont acquises et reconstruites suivants les procédures
standard décrites dans la littérat#®,p2@ /fLPDJH ))2&7 HVW UHFRQVWUXLW
de4iPDJHV VXLYDQW XQ GpSKDVDJH GX FKHPLQ RSWLTXH GX
GfHQWUH HOOHV /YLPDJH 6,0 HVW UHFRQVWUXLWH SDU FR
GpFDODJH ODWpUDO GH OD PLUH GH 5RQFiKda @eklélédents /D P L Q
GH PLUH UpVLGXHOV GDQV OfLPDJH 6,0 D pWp UpDOLVpH S
O pWDW: Maimali34tibridd’s images, calcul de la translation effective de la mire par
corrélation de phase.

Avec la source halogene, WHPSV GLQWpPpJUDWLRQ SRXU OfDFT
élémentaire FFOCT (pour une phase) est de 10ms, et entre 50 et 100ms pour une image SIM.
'H PDQLgUH j DPpOLRUHU OH UDSSRUW VLJQDO j EUXLW Q
acquises sequentiellement pdu FKDTXH P R G D O:LtyiqueG§rit RO irtddgés pour
O0f2&7 HW LPDJHVY SRXU OH 6,0 /fDFTXLVLWLRQ VpTXHQWL
effectuée en environ 1 seconde, et environ la moitié pour une acquisition simultanée. Ce temps
corresporG | XQ FKDPS GILPDJHULH pOpPHQWDLUH VDQV VWLWF
092&7 30HLQ &KDPS HW HQYLURQ OD PRLWLpPp SRXU OH 6,0 ,
GH VWLWFKLQJ YRLU &KDSLWUH G TR EvgésQau détineit FKD P S
bien sOr du temps de la procédure, ce qui peut représenter un probleme pour la voie de
fluorescence (photoblanchiment). Nous nous sommes limités pour cette preuve de concept a un
VHXO FKDPS GYLPDJHULH SRXU QdblahBhinkén6é ,0 DILQ GH PLQLP
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8QH FDOLEUDWLRQ GH OD SRVLWLRQ WUDQVYHUVH UHC
DX SUpDODEOH j OD UpDOLVDWLRQ GYLPDJHV | OYDLGH GYfX
translation et de rotation mesurées, liées a laipositlative des 2 détecteurs imagés dans
OfpFKDQWLOORQ RQW pWp Pprodesding toks de Ve fusisrsded ZTikggdsy HQ
obtenues par FFOCT et SIM, de maniere a obtenir une image multimodale. Une@sdedo
(vert) est appliqgué aux imag SIM lors de la fusion des 2 modalités, de maniere a visualiser
VLPSOHPHQW OD FRQWULEXWLRQ GH FKDFXQH GTHQWUH HC

Les images présentéescorrespondet toutes a une profondeur de 30um, ce
qui correspond de maniere générale a la profondeur a laquelle est prélevée la premiére lame
GYfKLVWRORJLH ORUV GY1XQ H[DPHQ DQDWRPRSDWKRORJLTX
de la topographie de surface apeisait de la matiere située-dessus par découpe successive).
'H SOXV GX IDLW GH OfRXYHUWXUH QXPpULTXH LPSRUWDQ
HVW QpFHVVDLUH GH OLPLWHU OD SURIRQGHXU GT&PDJHUL
rapidement le signal utile (diffusion multiple et aberrations en OCT, absorption et perte de
contraste de la mire imagée en SIM).

3.3.3 Résultats

3.3.3.1 Caractérisation du montage

Le tableau cidessougésume les princgles caractéristigues du systeme développé.
/I MYyDOXDWLRQ GH FHUWDLQVY SDUDPqQWUHV WHPSV GYDFTXL
est décrite aux paragraphes précédents.

FFOCT SIM
Résolution transversghéorique) 0,45um 0,3um
Résolution axiale 0,72um 6um
THPSV GIDFTXLVLW 200ms 500ms
&KDPS GILPDJHULH 245x245pm 120x120pum
Bande spectrale de travail 700-850nm <480nm (excitation),

525-650nm (émission)

Tableaul : Caractéristiqguesprincipalesdu montage combiné FFOCT/SIM

La résolutiortransverse des 2 méthodes est définie par la diffraction, a savoir la formule
GX GLVTXH GYf$LU\

$YHF U OH UD\RQ GX GDVORBJIZHXWUIGIRQGH FHQWUDOF
QXPpULTXH GH OYREMHFWLI GrahskdrdeddrredpohBante éf) de @,43Rm X W L F
SRXU HQ ))2&7 HW —P HQ 6,0 OD GLIIpUHQFH pWDQW GXF
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2 modalités permettant une séparation spectrale efficace. Les images FFOCT et SIM sont
fusionnées par un+&chantillonnage agoespondant a cette différence.

1RXV DYRQV PHVXUp OD UpVROXWLRQ D[LDOH GHV PR
Plein Champ, une mesure de la longueur de cohérence de la source est effectuée par la mesure
de la largeur a mKD XWHXU GH O fin€f#rep@aRiBeSdbte@UR X0 une translation
ILQH GTXQ PLURLU SRV [RAyuddg @ R FWWH ROEMEWHUDpURJIJUDPP

résolution axiale de la voie OGSt alors donnée par

IF pWDQW OD ORQJXHXU GH FRKpUHQFH HW Q OfLQGLEF
(huile de silicone, n=1,4). La résolution axiale mesurée est donc de 0,72pum.

Figure48: LQWHUIpURJUDPPH HQ XQ SRLQW SRXU XQ GpSODFH
objet, permettant la mesure de la longueur de cohérence effective de la source.

3RXU OD YRLH GYLPDJHULH GH IOXRUHVFHQFH SDU 6,0
axiale (épaisseur de leoupe optique) par mesure de la réponse impulsionnelle a un plan
IOXRUHVFHQW 30ODQH 6SUHDG )XQFWLRQ &HWWH PHVXUH
homogene (par exemple une couche fluorescente sur une lame de microscope), imagé par scans
succasifs selon Z. La courbe du signal de fluorescence (coupe optique) moyenné en fonction
de Z est donnée a [gigure 49: la largeur & mhauteur correspond a la réstn axiale du
V\VWgPH GILOOXPLQDWLRQ VWUXFWXUpH PHVXUpH j VDYRL
GH OD UpVROXWLRQ WKpRULTXH j VDYRLU —P SRXU XQH
attribuons cette erreur aux imprécisions de lin@ade translation micrométrique utilisée pour
le déplacement axial du plan fluorescent
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Figure49: mesure de la réponse axiale a un plan fluorescent pour la voie SIM

Le contrastale la mire de Ronchi est de 90% environ syolde fluorescent (présence
GH OXPLqUH SDUDVLWH SXLVTXH OH FXEH VpSDUDWHXU Q
montage de fluorescence classique). Ce contraste chute évidemment de maniére trés
significative lorsque la grille est projetée et imagéeasers un tissu pour la profondeur
GITLPDJHULH LFL FRQVLGpUpH —P QRXV DYRQV UHOHYp X

3.3.3.2 Résultats sur échantillons de peau humaine

Nous décrivons ici les images les plus représentatives obtenues sur écisaeilb@au,
TXL LOOXVWUHQW OHV SHUIRUPDQFHYV GX VI\VWqgqPH SRXU Of
et des noyaux, a visée de diagnostic anatomopathologique.

La [Figure 50| montre une image FFOCT grand champ, ainsi que quelques zones
DJUDQGLHV GIXQH UpVHFWLRQ WUDQVY H&&déc@fidd . ELR S\
surface (épiderme) a la profondéderme), et disposé dans un pestdnantillon, de maniere a
YLVXDOLVHU OfYHQVHPEOH GHV PLFURVWUXFWXUHV WLVVX
recours & plusieurs images acquises a plusieurs profondeyFigura 50 montre une vue
))2&7 PDFURVFRSLTXH GH OfpFKDQWLOORQ WDLOOH LPDJ
GYLPDJHYV
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Figure50: ImagesFFOCT G XQ pFKDQWLOORURBH SHIHQVABREQMW
(a), et deszoomsa plusieurs niveaux de la jonction derme/épidefthget (c)) D:

Derme C: fibres de collageneCC: cellules cancéreusgK: kératocytes;fleches

dansc: noyaux de cellules du stratum spinosum

La structure macroscopique de la peau est aisément reconnaiss@®pSLGHUPH W L
hyperréflectif situé en haut a gauche, et le demceupDQW OD PDMRULWpP GH
majoritairement constitué de fibres de collagéne formant demkes». Les zooms b at
donnent une vue plus précise de la jonction derme/épidgroue cet échantillon il est possible
HQ F GH YLVXDOLVHU OYfpSLGHUPH HQ KDXW OH GpEXW GX
/I fpSLGHUPH HVW XQH FRXFKH WAL WU faiy dsUayEsCéllujesadiL PD JH L
stratum corneum et du stratum spinosum aisément reconnaissables. Par exemple les noyaux
cellulaires dans le stratum spinosum sont clairement identifiables en sombre (flechds en c)
méme que les kératocytes larges atplnotés K en c). De telles caractéristiques expliquent
QRWUH FKRL[ GH OD SHDX FRPPH WLVVX FLEOH SXLVTXY{LO
QR\DX[ GpPWHFWpV HQ IOXRUHVFHQFH VXU OYLPDJH 2&7 /D ]
a un amasaelcellules cancéreuses (carcinome badtlaire insitu).

La[Figure5]PRQWUH XQ SUHPLHU H[HPSOH GILPDJH FRPELQ¢
SLOHX[ QRWp +) HQ D ORFDOLVp GDQV OH GHUPH &RPPH (
favorable puisque sa racifen particulier la partie corticalest composée de nombreuses et
larges cellules aisément identifiables individuellement en OCT (fleches@escyellules sont
GRWpHV GIXQ WUqV ODUJH QR\DX FRQVWLWXDQMMor@® PDMH X
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une tres grande activité de division, vue du renouvellement du poil. Les zones ¢ (FFOCT), d
(SIM) et e (images fusionnées) montrent une vue agrandie de la racing€ démontrons ici a

la fois la capacité du systéme a acquérir un signal OCT énategcence, mais aussi la tres
ERQQH FRUUpODWLRQaGHVW H DRGPDQAMEHUIDWIRQWQ SRVLWLR
La [Figure 52 montre plusieurs coupeK LVWRORJLTXHV GfXQ IROOLFXOH S
visualiser la bonne corrélation morphologique entre les images multimodales obtenues et
OfKLVWRORJLH

Figure51: imagerie multimodal&FOCT/SIMG 1 XQ IR O O HFEX @:lnggye O H X [
FFOCT; b:image FFOCT/SIM combinge: zoomV XU OYLPDJH ))2&k7 UDFLQH
signal de fluorescence SIM sur la méme zenienages fusionnéekes celluéssont

marqués par des fleches en d et e, illustrant la bonne corrélation entre les 2

méthods.
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Figure52: différentes vue KLVWRORJLTXHY G{IXQ IROOLFXOH SLO

En comparant les images FFOCT et SIM, on remarque que certains noyaux
VXSSOpPHQWDLUHY VRQW GpWHFWpPV HQ IOXRUK&MMFdQFH 1R
coupe optique supérieure en SIM (6um) par rapport a celle mesurée pour la voie FFOCT (2

pm).

La[Figure5 GRQQH XQ DXWUH H[HPSOH G DOHSIMLcetteWisRQ P X O

GH OD MRQFWLRQ GHUPH pSLGHUPH PDUTXpH (" HQ D /HV

))2&7 G 6,0 HW H LPDJHV IXVLRQQpHV ]JRQH FRUUHVSR
fluorescence. Les noyaux y sont indiqués par éehés. La encore nous observons une bonne
FRUUpODWLRQ HQWUH OHV YRLHV GYLPDJHULH /H JDLQ G
LQWpPpUHVVDQW SXLVTXH OHV QR\DX[ FHOOXODLUHV VRQW
OCT seule (c) que pourfIH{HPSOH SUpFpGHQW /D FRPELQDLVRQ GH)
délimiter de maniére plus claire la limite derme/épiderme, et de déterminer de maniére plus
précise la densité cellulaire. montre une coupe histologique de la jonction
derme/épiderme, permettant de vérifier la pertinence des structures imagées par FFOCT/SIM.



Figure 53 : Imagerie multinndale FFOCT/SIM de la jonction derme/épiderme
(E/D). a: image FFOCT, b : image FFOCT/SIM fusionnéec : image FFOCT
GT1XQH Sd: Sigral@éifluorescence SIM correspondant. image fusionnée
résultant de c et d. Quelques noyaux cellulaires saliqués en c, d et e de maniére
a visualiser la bonne corrélation entre les 2 voies.

Figure 54: histologie de la jonction derme/épiderme

&HWWH FDSDFLWp j GpPWHUPLQHU GH PDQLqQUH SOXV SU|
aun intérét tout particulier pour le diagnostic, puisque de nombreux cancers sont caracterisés

par une prolifération cellulaire intense et localidéfFigure 55montre une image multimodale

))2&7 6,0 GIXQH LQYDVLRQ WXPRUDOH VLWXpH j OB MRQFW
&HOOXODLUH /D JUDQGH GHQVLWpP GH FHOOXOHV WXPRUD
en zoomant sur la zone correspondante (vd@scleches désignant les noyaux) est clairement
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LGHQWLILpH VXU OYJLPDJH IXVLRQQpH HQ E HW G /j HQFF
GLVWLQJXHU SOXV GH QR\DX[ TXH GDQV OfLPDJH ))2&7 VH:

Figure51

Figure 55: Image multimodal&FOCT/SIM G X Q FDU F L@R#&it¢ (EOV R

situé a la jonction derme/épiderme. :Aimage FFOCT; b : image combinée

FFOCTI/SIM ; ¢ ]JRRP VXU OfLPDJH ))2&7 SRXU XQH ]JRQH GH
tumorale; d: image fusionnée FFOCT/Sim de la méme zQuelques noyaux sont

pointés par des fleches en c¢ et d, de maniére a illustrer la bonne corrélation entre

les 2 voies.

3.34 Discussimm +Conclusion

Nous avons développé un systeme multimodal combinant 2 techniques de sectioning
RSWLTXHV SOHLQ FKDPS FRPSOpPHQWDLUHV /RUVTX{IDSSO
FHWWH DSSURFKH SHUPHW GYREWHQLU jP@ibCharmpyeXu@H LPDJ
FRQWUDVWH VSpFLILTXH GH VWUXFWXUHV GTLQWpUrwW SDU
(SIM). Concernant une possible application au diagnostic du cancer, le marquage spécifique
des noyaux a le potentiel de combler une limitatibhA W XHOOH GH Of2&7 30OHLQ &K
les anatomopathologistes lors des premiéres études pilotes sur divers organes, et ainsi de
SHUPHWWUH XQ GLDJQRVWLF SURFKH GH FHOXL HIIHFWXp
cryostat. Une telle étuderddt] PHQHU GH PDQLQUH j TXDQWLILHU OfDPp
de diagnostic. Cette approche multimodale représente par ailleurs un outil potentiellement tres
LQWpUHVVDQW SRXU GLYHUV XVDJHV HQ ELRORJLH SXL
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morphologl TXH GfXQ VLJQDO GH IOXRUHVFHQFH VSpFLILTXH
FRPSUPKHQVLRQ GTXQ SKpQRPgQH ELRORJLTXH GDQV VRQ }

Cependant cette approche présente un certain nombre de limitations et/ou de
problématiques pouvant limiter son usage ertecda clinique

f I THPSORL GYDJHQWYV GH FRQWUDVWH IOXRUHVFHQ
clinique de laméthode LO H[LVWH DXMRXUGY{KXL WUQV SHX C
approuvés pour un usage clinique (ICG, bleu de méthylene, etc.), et ces
marqueuV QH VRQW DXMRXUGYTIKXL SDV VSpFLILTXHV H
GH FLEOHU OH QR\DX FHOOXODLUH PDUTXDJH
SUpFpGHPPHQW 7RXW XVDJH FOLQLTXH GRLW DX S
tel marquage spécifique par rapport daagdostic histologique et a la prise en
FKDUJH WKpUDSHXWLTXH OLpH FH TXL UHSUpVHQW
la méthode. Cependant On observe dernierement un effort grandissant visant au
développement de nouveaux agents de contrastes speifiqureparticulier
spécifiqgues des cellules tumorales, ayant vocation a obtenir une autorisation
GIXVDJH FOLQLTE6H7. &ds avaticées combinées a un dispositif
GYLPDJHULH WHO TXH FHOXL SUpVHQWp LFL SHXYH
de laméthode pour un usage peropératoire.

f /TTHPSORL GH PDUTXHXUV IOXRUHVFHQWY DYHF XQF
que le SIM, en particulier pour une détection du signal en profondeur, nécessite
HQ JpQpUDO OYXVDJH GTREMHFWL IWe @uhhémjud-URV FR
permettant une collection du faible signal de fluorescence. Cette contrainte
OLPLWH IRUWHPHQW OD SURIRQGHXU GYLPDJHULH |
du fait de la perte de signal en OCT (diffusion multiple, aberrations) ou de la
perteGIHIILFDFLWp GH VHFWLRQLQJ HQ 6,0 GX IDLW G
SURMHWpH HW LPDJpH j WUDYHUV OfpSDLVVHXU GX
GIfHQYLVDJHU XQH DFTXLVLWLRQ GYLPDJH FRUUHEF
micrometres. Cependf pour un usage de diagnostic du cancer, cet ordre de
grandeur de profondeur correspond a la profondeur a laquelle les coupes
WLVVXODLUHV VRQW HIITHFWXpHYVY HQ YXH GIYXQH SI
topographie de surface par coupes succesgines,préléevement de quelques
coupes pour préparation).

Au regard de ces possibles limitations, une approche plus simple pourrait consister en
OfXVDJH GITXQH YRLH G YL Rnpld*) & savGitsah® se&ibhntbptigleQdette ©
approche pourraitggmettre de visualiser une zone fluorescefité XH FH VRLW GX IDLW
grande densité cellulaire dans le cas du marquage des noyaux ou de la présence de cellules
tumorales dans le cas de marqueurs spécifigusens forcément permettre de résoudre les
déails cellulaires. Sans forcément chercher a obtenir les performances de diagnostic de
OfKLVWRORJLH FHWWH DSSURFKWHD QYH) GHHGCE DI QRO WHFX®R
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SHXW SHUPHWWUH GH UHOKFKHU FHUW D uv@rtuké ruR&Iige DL QW I
des objectifs utilisés.

Remarque &H GpYHORSSHPHQW D IDLW OTREMHW GH OD UpGDHI
Brevet internationale

3.4  OCT plein champa contraste dynamique

3.4.1 Introduction=tDYDQWDJHV GT1XQ FRQWULDNMWyud HQGRJ(Q

Le paragrapf8.3QRXV D SHUPLV GH PHWWUH HQ °XYUH XQ GLV
Champ / Microscopie de fluorescence, ayant pour objectif de compkteontraste
PRUSKRORJLTXH DSSRUWp SDU 0O12&7 30HLQ &KDPS SDU XC
certaines structures HQ OYRFFXUUHQFH OHV QR\DX[ FHOQAI@DLUHYV C
de permettre une lecture anatomopathologique plus précdonc un meilleur diagnostic.

/IH GpvDYDQWDJH PDMHXU GH FHWWH DSSURFKH HVW C
exogenes/HV SUpVHQWY WUDYDX[ GH WKgVH D\DQW SRXU SULQF
développées pour le diagnosticencdMéH FOLQLTXH OD QpFHVVLWp GTDYRI
exogene représente une sérieuse limitation a un possible usage médical. En effet le nombre
GIfDIJHQWY GH FRQWUDVWH DSSURXYpV SRXU XQ XVDJH F¢
GTHIITHFW X Hge 3pécifitjelel gue souhaité pour un meilleur diagnostic (typiqguement
le marquage des noyaux cellulaires comme explicité au 83.3), de plus le recours a une étape de
PDUTXDJH UDOORQJH SRWHQWLHOOHPHQW OH WHPSV GIX
LOQWURGXLW XQH PDQLSXODWLRQ VXSSOpPHQWIMiteUH GH
WHFKQLTXH VXVFHSWLEOH GILOQOWURGXLUH GHVY DUWHIDFW\
HW GH O0f12&7 30HLQ &KDPS HQ SDUWLFXQdmbhinvdsivileGH G D C
nécessitant pas de marquage spécifiquet avantage est particulierement appréciable dans le
contexte visé (diagnostic peropératoire), puisque permet de ne pas détruire ni altérer
OfpFKDQWLOORQ DQDO\WVp TXLWWHWWW\SHYV SERRDL.EGDOI\\SHR XL
GLDJQRVWLF ILQDO SUpSDUDWLRQ HW DQDO\WH GH ODPH
caractéristiques tumorales)

/IYDPpOLRUDWLRQ GH OD WHFKQLTXH Gf2&7 3ad4e Q &KDP
sur une approchenultimodale doit donc idéalementeposersur une ou des techniques
endogenes, de maniére a conserver les avantages intrinseques de la 3éthéde OTDSSOLFD)
et le contexte visdJn grandnombre de travaux proposent de telles approches multimodales
pouU Of2&7 FRQBHIG LAY Eirestent limitées en résolution, contraintes par
FHWWH OLPLWDWLRQ GH O0Y2&7 HW QH SHXYHQW GRQF SDV
AXHOTXHVY pWXGHY DMRXWHQW j OY2&canttakte €EndgemeP S G D X W
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f Le contraste dpolarisation #1], par modification instrumentale mineure (ajout
GH SRODULVHXUV HW GH ODPHV TXDUW GYRQGH '
FRQWUDVWH VSpFLILTXH VXU OHV VWUXUeWXUHYV G
fibores de collagene ou les fibres musculaires. Ceci est particulierement
LQWpUHVVDQW GDQV OH FRQWH[WH GX FDQFHU S
souvent caractérisée par une réaction stromale importante, modifiant les
SURSULpPWDpV reldu tissfi Belsbuiidn\wajdritainrément constitué de fibres
GH FROODJqQH YRLU &KDSLWUH 3RXU XQH WHO!
HW OYRUJDQLYVSowrhdlifees &l/®c lafipatt \du temps un réseau
épais de fibres venant entoures leones de prolifération. De plus il existe
certaines méthodes de caractérisation du type de collagéne (type I, Il ou Ill) en
DOQDWRPRSDWKRORJLH SDU SUpSDUDWLRQ VSpFL
SHUPHWWDQW GYREWHQLU GHV pQpPHQWYREW HQ\
GIXQ FRQWUDVWH SRODULPpWULTXH SHXW SHUP
spécifique (par exemple de la conformation du collagene) a une image FFOCT
GH PDQLqUH j IDFLOLWHU OH GLDJQRVWLF &HWWI
limitation majewe OYpWDW GH SRODULVDWLRQ GDQV OH S
tissusituéeHQ DPRQW VXVFHSWLEOH GH PRGLILHU OfpW
FUpHU GHV DUWHIDFWYVY &HWWH PpWKRGH HVW GRQ
trés faibles et/ou desssus homogenes dans la profondeur. Il est possible de
SUHQGUH HQ FRPSWH FHWWH WUDYHUVpH GH WLVV?
OfHQVHPEOH GX WLVVX VLWXp HQ DPRQW DX SUL][
important incompatible avec les apptioas peropératoires ici ciblées.

f Le contraste spectroscopiquetZ] ne nécessitant pas de modification
instrumentale mais un protocole de mesure différent. La mesure du spectre de la
OXPLqQUH UpWURGLIIXVpH HQ XQ SRLQW GH OD VHFW
transformée de Fourier locale de la courbe de réponsgetamsité au point
FRQVLGpUp VHORQ XQ GpSODFHPHQW D[LDO GH Ofp
bien que susceptible de fournir de précieuses informations (absorption spectrale
des tissus éventuellement corrélée a un état pathologique), souffrerdmtest
limitant un possible usage a visée de diagnostic. De méme que pour la mesure
de polarisation, la mesure en un point de profondeur donnée est affectée par les
SURSULpPpWDPV GYDEYVR Ude¥gusRoQuvark ck&dr teg Artafdcis) Be D X
SOXFTXILWLWLRQ GH OfHQVHPEOH GHV GRQQPpPHV C
extrémement longue et demande une grande précision instrumentale en
SDUWLFXOLHU FRQFHUQDQW OD WUDQVODWLRQ D
echantillonnage précis de la courbe de répaaxiale, afin deapas introduire
GfHUUHXU GDQV OH FDOFXO GH OD ))7

f /H FRQWUDVWH GY pemaftavitd is® &ikélitkenee de la dureté
ORFDOH GX WLVVX /TLQYDVLRQ WXPRUDOH VIDFFR
GHV SURSULpWpas tisstip @D Yaitv désL shgngements liés a la
prolifération tumorale (augmentation de la densité cellulaire, néovascularisation,
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réaction stromale, etc.), phénomeéne utilisé en chirurgie afin de localiser la
tumeur par palpation. Ces travaux sur le contr&stgtp ODVWRJUDSKLH FKF
effectuer une détection optique de ce changement de propriétés, en général par
PHVXUH ORFDOH GH OD UpSRQVH j XQH VWLPXODW
ou dynamique. Ce type de contraste est déja réalisé et utiliséamontigraphie

[6971@ /HV WUDYDX[ FRUUHVSRQGDQWY HQ 2&7 30F
travaux de doctorat, présentés en 284 WWH PRGDOLWp GH FRQWUI
SOHLQHPHQW GDQV OfREMHFWLI GHV SUpVHQWV V
quantaOYDPpOLRUDWLRQ GHV SHUIRUPDQFHY GH GLD:.

Nous proposons ici une nouvelle approcbk§ LPDJHULH SDU 2&7 30HLQ &KD
GIREWHQLU XQ QRXYHDX FRQWUDVWH HQGRJqQH YLVDQW
images par les clinicres.

3.4.2 OCT Plein Champ a contraste dynamigyeincipe et imagerie de tissu

frais

3.4.2.1 Principe de mesuret motivation

Parmi les différentes approcheS {LPDJHULH 3SOUQWVESHX VILQWpPUHYV
composante temporelle, a savoir aux fluctuaialu signal au cours du temps. Cette
FRPSRVDQWH HVW PDMRULWDLUHPHQW XWLOLVpH MXVTXTYL
mouvements macroscopiques, principalement de fluides (écoulement sanguin par exemple), par
GHV PpWKRGHV GYLPDIlihttéeLe pertdgiteriR @ax Wd. Resoudre la cellule
élémentaire. En OCT, un grand nombre de publications décrivent des méthodes de
microangiographie, cherchant a démontrer la corrélation entre la densité vasculaire mesurée et
OD SUpVHQFH G 1 Xgérésa)iZ PQuidliespablidations exploitent cependant les
IOXFWXDWLRQV GX VLIJQDO 2&7 SRXU HA3HF wasHeunaxquéel GpW H !
intrinséque de résolutiolGH Of2&7 FR QNéHE&MEL Pa® QeHpoduire des images
représentatves H OIDFWLYLWp FHOOXODLUH

I1RWUH DSSURFKH FKHUFKH j WLUHU SDUWL GH OD ERQQC
j OD IRLY PHWWUH HQ pYLGHQFH OYDFWLYLWp FHOOXODLU|
pour apporter de nouvelles informations utéesne lecture diagnostiquee principe consiste
j PHWWUH HQ pYLGHQFH SRXU FKDTXH SL[HO GH OfYLPDJH
VSHFNOH DX FRXUV GX WHPSV Siyg¢. H{IHPSOH SDU FDOFXO

6RLW 1 OH QRPEUH G 1D F TuehtiellewdnRap \¢od dd fevdpep HY Vp T
échantillonnage du détecteur (camgea)(x,y,zt OD YDOHXU GILQWHQVLWYp DFT:
FDPpUD SRXU XQ YR[HO GH OfpFKDQWLO®RdHaANRVLWLR
Nous calculons un sigh#gomographique «ynamique» lq par calcul deO { p-fypeldé/la
séquence temporela chaque poinG X GpWHFWHXU FRUUHVSRQGDQW j XQ
sein de la section optique de profondeur z

12t



Fe C CCce < (4
£ TAA, L "= -+ TAUAVAR; F STV, ~
s

olw

Y%&tant la moyenne du signal en un point de la séquence temporelle acquise.

/I fpFDUW W\SH FRUUHVSRQG DX PR\HQ OH SOXV VLPS
IOXFWXDWLRQV GX WKREHYV GCMDPXWONDWPRQ VWDWLVWLTXH
intervalle interquartiles par exemple) peuvent étre appliqies nommons par la suite cette
méthode OCT Plein Champ a contraste dynamique.

Remarques

f 1IRXV XWLOLVRQV LFL OD GLVSHUVLRQ GX VLJQDO
de cohérence, O HMW GRQF SDV QpFHVVDLUH SRXU FHWWI
PRGXODWLRQ GH OD GLIIpUHQFH GH PDUFKH GX EULI
SXLVTXH FHWWH PRGXODWLRQ VHUW j TXDQWLILHU
GRQQp QH SDUWLFIosde &b Wcjuaddhp)Y OcQexXdbs¥rice de
PRGXODWLRQ SHUPHW j OD IRLV GH IDFLOLWHU OD
DXVVL GYDFFpOpUHU OH WHP S VUG fdlé-dcxéléevation LR Q G !
est dans un premier temps souhaitable, au préalable @ammaissance des
caractéristiques temporelles des mouvements intracellulaires que nous
cherchons a exploitetUne acquisition la plus rapide possible permet de
PLQLPLVHU OD SHUWH GILQIRUPDWLRQ GH IOXF\
échantillonnage temporel

f Nous ne cherchons pas ici principalement & imager les mouvements
intracellulaires, mais a utiliser ces mouvements pour créer un signal
supplémentairesSHUPHWWDQW GI{DSSRUWHU GX FRQWUDVYV
FHOOXODLUHY SRXU GQHKOPSHOTOHSS RU2EH BDHILWY X HO
ou pas de contraste. En particulier nous avons vu précédemment a quel point
OYLPDJHULH GH OD FHOOXOH HW HQ SDUWLFXOLHL
SRLQWY FOpV GDQV OTREMHFWLI GTRII S UREKWHRIQX\QL
GIXQ FRQWUDVWH LQWUDFHOOXODLUH QRXV ODLVV
telles structures.

f Un autre point justifiant cette approche vient du faiX X Q WLVVX IUDVFK
excisé continue pendant un certain temps a étre le @§XQH DFWLYL\
métabolique[73]. /I TREWHQWLRQ FRQWUDVWH EDVp VXU
compatible avec une application de la méthode en peropérddeirmaniére
JpQpUDOH OYDSRSWRVH GTXQH FHOOXOH DX VHLQ
laps detemps compris entre 24 et 48kes premiéres images de démonstration
sont donc effectues sur tisssanimaux fraichement prélevés (images effectuées
dans les 30 minutes a 2h suivant le prélévement), par simplicité
organisationnelle.
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3.4.2.2 Premiers résultats subiopsies fraiches

Nous présentons ici les premiéres images obtenues par la méthode précédemment
GpFULWH SULQFLSDOHPHQW VXU PRGqOH DQLPDO UDW 1]
a une profondeur donnée, acquis a la fois une image OCT Plein Cbamgntionnelle et une

image OCT Plein Champ a contraste dynamique, pour comparaison et évaluation de leur
possible complémentarité.

La[Figure 56jmontre le résultaG 1XQH WHOOH DFTXLVLWLRQ SRXU XQ
IUDVFKHPHQW SUpOHYp /H IRLH HVYW HQWLHU HW LPDJp j SI
est de 20pm

Figure 56 : images OCT Plein Champ (gauche), OCT PIEimmp a contraste
G\QDPLTXH FHQWUH HW IXVLRQ GHV GHX[ LPDJHV SUpFpGF
de foie de rat fraichement excisé. En basoms sur les mémes images pour une

]JRQH GILQWpUrW SUpVHQFH G JDR W/P@HX U(EHH P DH
20um.

I1RXV UHPDUTXRQV WRXW GIDERUG OD JUDQGH GLIIpUH«
GY{LPDJHV S&PHFPBHPPHQW FDUDFWpULVp OfYLPDJH 2&7 30H
tres bon contraste sur les structures fibreuses, principalement constituées de collagene et de
structures lipidiques (voir Chapi@. Ces structures présentent en effet un indice de réfraction
sensiblement différent des structures environnantes, sont tres rétrodiffusantes, et produisent
donc un fort signal OCT (structures hyperréflectives). €@marque de plus comme not
TXH OfLPDJH 2&7 SOHLQ FKDPS QH SHUPHW SDV GH GLVWLQ
leurs structures internes, npas du fait du manque de résolution (les cellules hépatiques étant
GIXQ GLDPgQWUH W\A\SLTXH GH —P PDLV GX IDLW GX PDQTX
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/M LPDJH HQ FRQWUDVWH G\QDPLTXH HVBHSOWRAI/FXOLQg
présence de mouvement intracellulairenpet de créer un signglermettant de distinguer
chaque cellul@résente dans le plan de cohérehefFigure 57présente un zoom sur une partie
GH OYLPDJH ZXDBOHL\@DPLTXH SUpFpGHQWH DX UHJDUG (
typique de foie de rat. Il est possible sur les 2 images de distinguer la mosaique dense de cellule
KpSDWLTXHYV J/IDEVHQFH GH PRXYHPHQW GDQV OHV HVSDF
contour de cellules (zones sans signal) et de les séparer visuelldreentble que la majorité
GX PRXYHPHQW FUpDQW OH VLIJQDO SRXU OYLPDJH 2&7 SUR
présence du noyau cellulaire par un contraste plus faible (flsahigfFigure 57). On note par
HIHPSOH TXH OTRQ UHWURXYH SRXU FH takydietisfiglies deH O O X O
certaines cellules du foiedans les 2 images.

PDU DLOOHXUV LO HVW UHPDUTXDEOH GH FRQVWDWHU T
OCT Plein Champ Dynamique certaines structures intracellulaires autres que le noyau
(mitochondries?), la encore par un contraste dynamique plus faible que pour daiténaju
F\WRSODVPH HQYLURQQDQW &HWWH GHUQLqUH REVHUYDW
SDV GH GLVWLQJXHU GH WHOV GpwDLOV SDU H[HPSOH SD
spécifique de telles structures et observation par exesnpi@croscopie de fluorescence.

Figure57: images comparées OCT Plein Champ Dynamique (gauche) et histologie
WASLTXH GURLWH GH IRLH GH UDW /HV d@ayFKHV VXU OfL

cellulaire.

Revenant a |&igure 56| la complémentarité des 2 images (FFOCT et FFOCT a contraste
dynamique) permet de construire une image fusionnée faisant apparaitre les 2 types de
contrasteSDU DIIHFWDWLRQ G 1RGB HRddKGHe@D) Bluga thalg i XnOddlXel)

HQ YXH GTXQH OHFWXUH SDU OH FOLQLFLHQ YLVDQW j DPpC

OrPH VL OfREVHUYDWLRQ GHVY FHOOXOHY KpSDWLTXHV
remargue urcontraste non homogéne au sein du champ imagé. Plusieurs raisons peuvent
expliquer cette nohomogeneéité
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f LanonKRPRJpQpLWp GTXQH FHOOXOH j OfDXWUH GHYV
intracellulaire

f Une influence des structures environnantes (tissu aitagiessus ou a coté des
cellules) venant faire chuter le contraste dynamique observeé.

Enfin, une derniere observation majeure correspond a un des principaux intéréts de la
méthode: les zones hype pIOHFWLYHYVY GH OfLPDJH 2&7 30ad)LQ &KDF
FRUUHVSRQGHQW | GHYV J{igha Hivha@ifuE Udi€) shiden@tibn @emble
évidente FHV VWUXFWXUHY SURWPLQLTXHY QH SUpVHQWHQW C
La mise en évidence du signal par quantification des fluctuatdmastfype) permet de faire
disparaitre les structuredites « statiques» (terme pris dans le contexte des mouvements
intracellulaires)Plusieurs remarques sont consécutives a cette observation

f Ces images confirmm O fK\SR WK ¥ kh @T%uctures hype
réflectives telles que les fibres de collagéne masquant le signal trés faible
provenant des cellules en OCT Plein Champ.

f Ce signal trés faible ne suffitas seul a créer une image claire des cellules
environnantes une fois les zones hyp#lectives supprimées. Nous réalisons
par mesure dedOXFWXDWLRQV GH FH VLIJQDO XQH VRUMW
propre non seulement a améliorer le niveau de sigoairfe une accumulation
dfLPDJHV 2&7 PDLV DXVVL j OTKRPRJpQpLVHU DX VFI
par des mouvements comme le cytoplasme.

On peut remarquer que les hépatocytes sont des cellules particubdllesmportante,
tissu hépatique formanin réseau dense et quasi exclusif de cellules. Nous avons effectué des
HVVDLY GYLPDJHULH SDU 2&7 30HLQ &KDPS j FRQWUDVWH G
GH FRQILUPHU OfREWHQWLRQ GTXQ FRQWUDVWIdsSY®BpFLILTX
sensiblement différentes des hépatocytes.

La[Figure5 SUpVHQWH GRQF GH OD PrPH PDQLgUH TXH SRXI
de cerveau de rat (cortex) en OCT Plein Champ et en OCT Plein Champ a contraste dynamique.

Tout comme pour les imageale foie, les images FFOCT de cortex présentent des signaux
hyperréflectifs correspondant aux structures lipidiques, ici les axones et en patrticulier les fibres

GH P\pOLQH 2Q UHPDUTXH RXWUH FHV ILEUHV OD SUpVH
strucures rondes hypdJ pIOHFWLYHV TXH OfRQ SHXW LQWHUSUpWHU
Chapitrdécrit en détail a la fois le caractére remarquable de tell@geis obtenues par

2&7 UpVROXWLRQ UHFRQQDLVVDQFH GHV VWUXFWXUHV YL
DLQVL TXH OHXUV OLPLWDWLRQV HW WHUPH GH GLDJQRVWL
pour la visualisation des différents cfp FHOOXODLUHY FHOOXOHY JOLDOH\
IRUWH SUREDELOLWp GH QH SDV GLVWLQJXHU OYfYHQVHPEC(
PpFDQLVPH GH FRQWUDVWH FRPSOpPHQWDLUH SRXUUDLW r'
0712&7 3OHLs&I&KDPS



/I fLPDJH FRUUHVSRQGDQWH HQ 2&7 30HLQ &KDPS j FRQ
apparaitre un signal distinct du signal FFOCT, en particulier sur un certain nombre de structures
rondes interprétées comme étant des cellules, au regard du mécarfismeten de ce signal
OLp ] XQ PRXYHPHQW WHPSRUHO GH GLIIXVHXUV j OTpFKHOC(

Figure 58 : images OCT Plein Champ (gauche), OCT Plein Champ a contraste
dynamique (centre) et fusion des deux images précédentes (d@ifchantillon

de cerveaue rat fraichement excisé. En ba®oms sur les mémes images pour une
JRQH GILQWpUr'W—RFRHRIRHQGHXU GYLPDJHULH —P

/fLPDJH FRPELQpH PRQWUH XQH JUDQGH FRPSOpPHQWD
de mette en évidence les cellules détectées par contraste dynamiffiguless9montre une
FRPSDUDLVRQ HQWUH XQH JRQH DJUDQGLH GH OifuePDJH 2&
SUpFpPGHQWH HW TXHOTXHV LPDJHV G{KLU¥ONRAR &Lde GX FR
différencier certaines cellules HQ SDUWLFXOLHU SDU OfYH-EDR$pectGH OD
triangulaire et taille plus importante pour les neurones, aspdRtQG HW SUpYadQFH GT.
central bien défini pour les pinealocytes.
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Figure 59: Images comparées OCT Plein Champ a contraste dynamique (en bas a
droite) et histologie du cerveau (biopsie de cortex. Les fleches en dratigaent
des neurones, les fleches en bleu des cellules glandulaires (pinealocytes).

Ces premiéres images de cerveau aménent les remarques suivantes

f Ladensité de cellules révélées par OCT semble bien moins importante que pour
OHV H[HPSOHV s®ohgi® DIdus \Acdarfihs une grande part de cette
GLIIpUHQFH j OD GLIIpUHQénte 4D &hodeddvireh GH FR X
5um pour la coupe mécanique (histologie) et 1um pour la coupe optique, don
OfLQWHUVHFWLRQ DYHF OH éVideatdatHmams devee© DL UH
petites structures.

f 4XH FH VRLW SRXU OYLPDJH 2&7 RX OfLPDJH 2&7
structures rondes noires potentiellement attribuables a des cellules sont
REVHUYpHV &HUWDLQ HWIée$pD & tbhirds Qy@aiigue RQW ©

DSSDULWLRQ GYfXQ VLJQDO FRUUpOp VHPEODQW Y
FHOOXOH PDLV SDV WRXWHV 1RXV QI{DYRQV SRXU
cette disparité de contraste. Une possibilité pourrait étre la présence de cellules
mortes, transformant la méthode en un contraste de viabilité cellulaire (voir la
section discussion plus loinpes tests utilisant des marqueurs spécifiques (de
viabilité par exemple comme le bleu de Tripan) pourront étre conduits pour
valider cette hypdtese.

/I TLGHQWLILFDWLRQ FODLUH GH FHOOXOHY HW OHXU GL\
possibles par cette méthode temporelle comble une partie des limitations identifiées lors de
OfpWXGH SLORWH PHQpH VXU BRPMUIRSVLHV GH FHUYHDX DX &K

JRUWYV GH FHV SUHPLHUV HVVDLV FRQFOXDQWV TXDQ
mouvementsntracellulaires, nous avons effectué de premiéres images surhigsagns en
conditions cliniques peropératoires. Grace a notre partenaire clinique (Institut Gustave Roussy
+IGR, Villejuif), nous avons pu avoir acces a des déchets opératoires frais de mastectomie, en
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salle de pathologie, et en particulier a des préRH QWY LGHQWLILpY DX PRPHQ
anatomopathologique macroscopique comme étant des marges cancéreuses positives.

Nous avons vu que le tissu mammaire\ W XQ WLVVX j OfDUFKLWHFW
TXH OYLQYDVLRQ WXPRUDOH GDQV OHcettelL divepsitéPde$ PDLUH
PDQLIHVWDWLRQV LQYDVLYHV pWDQW j OfRULJLQH GHV Ol
comme élément de diagnostic, en part@upour les formes tumorales invasives (spécificité
en retrait). Nous examinons ici ces prélevements au regard de ces premieres conclusions, en
YXH GH OJYREWHQWLRQ GYJLQIRUPDWLRQV VXSSOpPHQWD!
GIDPpOLRUHU @opérathie d€3 maryes tamdrdles du cancer du sein.

La[Figure 6 GpFULW OH UpVXOWDW GH FHV SUHPLHUV HVVI
PRGLILFDWLRQ GH QUPHBXLGWHHRDMXBBUDKM WXPRUDOH GXH
WXPRUDOH SDUWLH GH JDXFKH HW j OD UpDFWLRQ VWURF
dense de collagéneiQ SpULSKpULH GH OfLQYDVLRQ PRGLILFDWL
G p F U L W Eét\dedio@ Brédehtée(ard

Figure 60 : images OCT Plein Champ (gauche), OCT Plein Champ a contraste
dynamique (centre) et fusion d&H X[ LPDJHV SUpFp@EQantiioh GURLWH G
de sein (humairfyaichement excis€orrespondant a une marge tumordkehelle:

—P 3URIRQGHXU GYLPDJHULH —P

lj HQFRUH OfLPDJH ))2&7 j FRQWUDVWH G\QDPLTXH pC
structures wstatiques» (collagéne) et fait apparaitre un signal au niveau de la marge tumorale,
prenant la forme de grosses cellules (taille estimée environ 10 a 15 um) localisées de maniére
remarguable tout au long de la marge tumorale, en intricatien la densification fibreuse.
Une premiere lecture par les anatomopathologistes identifie ces structures a des macrophages,
en se basant sur leur forme, leur taille, et leur localisation le long de la marge tulresale.
macrophages sont des cellules pRIg\WDLUHY GRQW OD IRQFWLRQ HVW
mortes et de déchets cellulairedeur concentration locale est trés souvent liée a une
LQIODPPDWLRQ HW V\VWpPDWLTXH GDQV OH FDV GTXQH L
déchets nécrotias).
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Ce premier résultat sur tissu humain est particulierement intéress&éht PH VJLO QH
permet pastcomme cela était le cas avec le tissu hépatitpere distinguer les cellules et leur
QR\DX GH PDQLqUH LQGLYLGXHOOH appfexunel @forvhBtdhLRQ G H
supplémentaire SUpVHQFH ORFDOH GH PDFURSKDJHV TXL FRPEL
))2&7 VHXOH DSSRUWH XQH LQGLFDWLRQ SHUWLQHQWH VX
tumorale, et peut ainsiméliorer la justesse du diagnos{en cas de doute par exemple avec
OYLPDJH ))2&7 VHXOH

3.4.3 Simulations et caractérisation des signaux

Nous avons développé un modele 2D (X,Z) permettant de visualiser les signaux
FRQVLGpUpV HW GYREWHQLU GHV RUGUHYV GCHdifusBUBsGHXU G
selon leurs caractéristiques (amplitude, direction).

&RQVLGPURQV XQ YR[HO ORFDOLVp GDQV OH YROXPH G
WLVVX ELRORJLTXH /fpFKDQWLOORQ pWDQW pFODLUp SDU .
ce voxel et capté par un pixel du détecterorrespond a la somme cohérente des ondes
UpWURGLIIXVpHY SDU FKDFXQ GHV GLIIXVHXUV pPowPHQWD.I
simplifier le modele considérons que les amplitudes de chaque onde rétrediffaségales
(de valeur unitaire), et considérons une simulation 2D selon X,Z (le volume de cohérence
devient une aire de cohérence). Soit N diffuseurs localisés au sein du vexal) (es
coordonnées diediffuseur au sein du voxel, j variant de 1 aNvws considérons un profil
gaussien de % largeur r, correspondant a la coupe optique liée aux propriétés de cohérence de
la source. La partie modulée du signal interférométrique S est alors

né(j éo—

5L 1B:ASy AP AF)

ou N : nombre de diffuseurs au sein du voxel,%2 épaisseur coupe optique : longueur
GIfRQGH.FHQWUDOH

Au sein du voxel considéré, chaque diffuseur est susceptible de subir un déplacement
GDQV OfLQWHU Yaiatx @ &tq@ditions HcP &eplavenent étant aléatoire. Considérons
un seul diffuseur au sein du voxel, et 2 acquisitions successives séparées par un intervalle de
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WHPSV FRUUHVSRQGDQW j OD IUpTXHQFH GYDFTXLVLWLRQ
déplacement du diffuseur peut étre modélide la facon suivante

f Pour un déplacement transverse (selon X), on observe une fluctuation du signal
détecté pour un déplacement du diffuseur tel que-delui HVW j OTH[WpULL
voxel lors de la P*®acquigtion. On détecte dans ce cas une disparition du signal.

La réciproquex FTHNMOML UH OH FDV Re XQ GLIIXVHXU LQLWLI
voxel pénétrelans celiFL GDQV OfLQWHUY DO Ctbriespoid) H OHV
a une apparition de signal lors B 2% acquisition. Ce modéle de formation du

signal est similaire a la technigue de FCS (Fluorescence Correlation
Spectroscopy ou Spectroscopie de Corrélation de fluorescence).

f Pour un déplacement axial (selon Z), le déplacement du diffuseur génére une
GLIlIpUHQFH GH SKDVH HQWUH OHYV DFTXLVLWLRQV
la composante modulée du signal interférométrique. Le signal correspond a une
fluctuation plus ou moins aléatoire (en fonction des caractéristiques dynamiques
des diffuseurd HODWLYHPHQW j OD IUpTXHQFH GYIDFTXLVL
(composante modulée)

&RQVLGpPpURQV OHV SDUDPqQWUHYV H[SPULPHQWDX[ VXLYDQW'
Champ utilisé pour réaliser les images présentées au §3.4.2

f Diamétre duoxel : 0,76um (échantillonnage de la tache de diffraction par 2
pixels selon le critere de Nyguist
f IRQIJIXHXU GTRQ&EHORH QWUDOH
fn LQGLFH GX PLOLHX GYLPDJHULH LQGLFH PR

'DQV OH FDV GTXQ Gjrs@ D a&cHusH@pINsubcpsdvBsdifférence de
marcheHQWUH OHYV EUDVe&tH OfLQWHUIpURPgWUH

. te
Uo L »30tu
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Pour un diffuseur élémentaire au centre du voxel lors de la premiere acquisition, le
déplacement transverse correspondant a wpadiion du signal est

Ts04 L rauzl

Une fluctuation similaire pour un mouvement axial du diffuseur correspond a une
LQYHUVLRQ GX VLJQDO GYLQWHUIpUHQFH VRLW

téJt\g L &
FAEEE 24

Soit un déplacement du diffuseur:de

\o 4 L\%Lr:‘suj
Pour le disRVLWLI GY2&7 30HLQ &KDPS XWLOLVp HQ SDUV
QXPpULTXH UHODWLYHPHQW IDLEOH XWLOLVpPpH 1 oD V
donc sensiblement plus importante selon les déplacements ax@{xX Q IDFWHXME HQYLL
ORQJXHXU G YR QfeHersbhii&/dgGvalemelsel@s 2 axes serait obtempour une
ouverture numeérique de

~

eV
1 Oe g 4 20 (4 GRANLE O 3 Pla SAL T
»T524

Lravy

,O VHUDLW GRQF SRVVLEOH GYDeéhpiqueRb HugmenantVHQ VL
OfRXYHUWXUH QXPpULTXH GHV REMHFWLIV GH PLFURVFRSH
SURIRQGHXU GfLPDJHULH DWWHLJQDEOH 2Q UHPDUTXH GH
SOXV IDLEOH EpQplILFLH jdedsdrRihilité sedfi BPpadieREhB AklaR@t
j OTDXJPHQWDWLRQ GX VLIJQDO pOpPHQWDLUH GLIIXVLRQ S

Les courbes suivantes, résultant de simulations numériques, illustrent graphiguement
guelques cas correspondant a la modélisation préedeodr les 3 premiéres courbes nous
considérons les paramétres suivdntsrespondant au systeme FFOCT utilisé):

f IRQIJXHXU GTRQG&HORHQWUDOH

f Taille du voxel: 0,75um x 1um

f Nombre de diffuseurs par voxe200

f Amplitude maximale du mouvement éleQNDLUH GTXQ GLIIXVHXL

acquisitions successive$,1um
f IRPEUH GIDFTXLVLWLRQV SREI0 OH FDOFXO GH Ofp
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Figure61: simulation des fluctuations temporelles du signal interférométrique pour
1 voxel, pour uriéplacement aléatoire des diffuseurs selon X et Z

Figure 62: simulation des fluctuations temporelles du signal interférométrique pour
1 voxel, pour un déplacement aléatoire des diffuselonsX
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Figure 63 : simulation des fluctuations temporelles du signal interférométrique
pour 1 voxel, pour un déplacement aléatoire des diffuseurs selon X

Ces figures illustrent par simulation numérique la prédominance du mouvement axial
sur la génération de fluctuans du signal interférométrique détecté, pour une succession de
500 acquisitions. Nous retrouvons sur ces quelques courbes (pour 3 tirages de 500 acquisitions
différents) un facteur du méme ordre de grandeur que le facteur 3 calculé précédemment.

Nous avas ensuite cheréhj GpWHUPLQHU OTLQIOXHQsdr el QRPE U I
VXU OTpYROXWLRQ GX VLIJQDO OLp DX PRXYHPHQW (Q HIII
connaissance précise ni de preuves expérimentales de la nature et des caractéristiques des
GLIIXVHXUV pOpPHQWDLUHY PRELOHV SDU H[HPSOH DX VI
observés. Quelques recherches bibliographiques succinctes laissent a penser que des structures
telles que les lysosomes pourraient correspondre. Nos simulationses# danc sur ces
hypothéses

La[Figure 64 UHSUHQG OHV SDUDPqWUHV SUpFpGHQWYV HW F
temporelles du signal en fonction du nombre iffegeurs par voxels. Cette simulation permet
j OD IRLVY GYDYRLU XQ RUGUH GH JUDQGHXU GH OfpYROXW
concernant la nature des diffuseurs élémentaires, mais aussi par la méme occasion de simuler
OfHIIHW GTXQH OUPRXDPMUWRUE QXPpULTXH @omb\¥eWqPH G
GLIIXVHXUV DX VHLQ G XQnthaawibd-doltbé&sdd tehdadrde Brirddihdrec@rrée.



Figure 64 : évolution du signal «dynamique» (écart type sur une sériee 500
acquisitions) en fonction du nombre de diffuseurs par voxel.

(QILQ GDQV OH EXW GYREWHQLU XQ SUHPLHU RUGUH
effectué une premiére exploitation des signaux pour une image représentative de ce nouveau

contraste HQ UHSUHQDQW O fH[HP S QHibufa b5 Moud/considemBsiawseii XH G H
de cette image 2 pixels particuliers

f Un pixel donnant un fort signal dynamique», donc pour lequel la séquence
temporelle acquise correspondante montre de fortes fluctuations de signal
SUpVHQFH GH GLIIXVHXUVY PRELOHY SHQGDQW OD (
f Un pixel donnant une absence de signdyramique», localisé au voisiage du

précédent, pour lequel la séquence temporelle acquise montre de faibles
fluctuations de signal.

Ces 2 pixels sont indiqués et correspondent nesctivement a une zone
LQWUDFHOOXODLUH F\WRSODVPH GTXQ KpSDWRF\WH HW j
avoisinante. Notons que nous avons choisi ces 2 points pour une cellule mise en évidence par
cette nouvelle modalitgrésentant un condiste particulieremerglevéde maniere a obtenir un
ordre de grandeur des signaux optimaux obtenus.

La[Figure 65 SUpVHQWH GRQF OHV FRXUE H SigradpdéR&GRWLRQ
SLIHOV DLQVL TXH -tyge ceride€pbr¥iant. NBusQi§fmis&bbk\Wie rapport signal a
bruit comme le rapport de ces 2 édgpe mesurés dans un cas favorable (forte activité
intracellulaire), nous obtenons un rapport signabrit de 1,5
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Figure65 (YROXWLRQ WHPSRUHOOH GX VLIJQDO GTLQWHUIpUHC
VLIJQLILFDWLYHY SUpVHQFH GH PRXYHPHQW j OfLQWpPULH:
mouvement dans un espace irteHlulaire.

344 Discussion

Nous avons développé une nouvelle modalité de contraste endogéne en OCT Plein
Champ, et obtenu de premiers résultats sur tissus frais. Ces premiéres images confirment
OYDSSRUW HQ LQIRUPDWLRQ GH OD PpWKRGHhamy' WD FRPS
premier cas clinique nous a permis de démontrer la pertinence diagnostique de ce nouveau
FRQWUDVWH FRPELQp DYHF Of12&7

Cette modalité permet en outr& {XWLOLVHU XQH SOXV JUDQGH
interférométrique «isponible2 GD QV O 1 p SGhENdNCepXithue tite parti des signaux
faibles la plupart du temps masqués par les structures-tgfpastives (collagene) en en
guantifiant la fluctuations temporelles dans le cas de mouvements intracellulaires. Dans certains
cas (hépatocytes, pinealdes) nous avons démontré la capacité de la méthode a rendre visible
la cellule et son noyau, requéte majeure formulée par les anatomopathologistes lors des
SUHPLqQUHV pWXGHYVY FRQGXLWHY DYHF Of2&7 30HLQ &KDPS

Ce travail correspond a empremiére exploration, et de nombreux parametres restent a
DSSURIRQGLU (Q SDUWLFXOLHU QRXV DYRQV GYRUHV H)
FRQVWLWXDQW GHV OLPLWDWLRQVY DFWXHOOHY DX[ SHUIRU

f Le rapport signal arnit de cette modalité de contraste est trés faible, en

SDUWLFXOLHU HQ FRPSDUDLVRQ GH OfLPDJHULH ))
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SURIRQGHXU GYLPDJHULH PD[LPDOH WUQgV OLPLWPD
obtenir des images de bonne qualité sur towd tigtissus.

f ITDFTXLVLWLRQ GTXQH VpTXHQFH WHPSRUHOOH G
fluctuations de signal rend la méthode tres sensible aux vibrations, pouvant
introduire des signaux parasites issus des structures donnant un fort signal OCT
(par introdiction de fluctuations de signaux artificielles liées aux vibrations).
8QH JUDQGH PDVWULVH GH OD VWDELOLWpP GH OfLC
nécessaire.

f'H PrPH OYDFTXLVLWLRQ GIXQH VpTXHQFH WHPSH
WASLTXHPHQWe GO 0MPBUiRAges) représente un allongement
VLIQLILFDWLI GX WHPSV GYIDFTXLVLWLRQ HW GX Y
DOORQJHPHQW YD j OfHQFRQWUH GHV H[LIHQFHV
conviendra donc de le minimiser, par exemple par augti@mtie la fréquence
GIDFTXLVLWLRQ

f (QILQ OH FRQWUDVWH XWLOLVp HVW GpSHQGDQW C
ne maitrisons pas encore complétement tous les parametres-tixiste
influence du mode de conservation de la biofstkt mode de découpelLes
mouvements intracellulaires sehtOV WUQV GLIIpUHQWYV GAXQ W\S
etc.

Malgré¢ FHV OLPLWDWLRQV OD PpWKRGH SUpVHQWH XQ pQC
FRPPH QRXV OYDYRQV YX GH SDOOLHU j TXHQJEXkanner©LPLWH
completement endogéne.

7RXW GIDERUG XQ FHUWDLQ QRPEUH GH FHV OLPLWDYV
DPpOLRUDWLRQV L GetdjdonAsa@MBOHY GTRUHV

f Un design mécanique amélioré peut permettre de minimiser la sensibilité aux
vibrations.

f ID GLVSRQLELOLWp GYXQH FDPpUD RSWLPLVpPpH S|
permettre de gagner au moins un ordre de grandeur en termes de sensibilité et
de vitesse. Une telle caméra a été développée et est maintenant disponible (voir
Paragraphd.3)

f ITMXWLOLVDWLRQ GH ORQJXHXU GTRQGH PRLQV pOH
signal de rétrodiffusion.

Enfin la nature de cette nouvelle modalité de contraste, Hhase XU OJDFWLY
intracellulaire, offre quelques belles promessesstant & démontretquant au diagnostic nen
invasif du cancer

f Cette méthode pewtle servir de contraste de viabilité cellulaire (détection des
cellules mortes par absence de signady exemple pour une application dans
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OfpYDOXRWRpBDWSRIpPUH GHVY FHOOXOHV GH OfHQGRMW
(voir Paragraphe.3) ?

f /H PpWDER O céllidtaBGckieadeiétant décuplé, pouvomss imaginer
TXIXQH SDUWLH GH FH PpWDEROLVPH VH WUDGXLV!
du mouvement intracellulaire, et nous permettre par OCT Plein Champ a

FRQWUDVWH G\QDPLTXH G 1H kcHgtiqueXspedifiqu@ ¢ lePDJH U
cellule cancéreuse sans marqueur

Remarques

f CH GpYHORSSHPHQW D IDLW OYREMHW GH OD UpGDFWLI
nationale einternationale.

f Une thése a démarré sur cette thématique, de maniere a apprdéoodiactérisation,
OD ILDELOLVDWLRQ HW OfH[SORUDWLRQ FOLQLTXH GH
soutenance prévue en 20Xgue je ceencadrd. Les premieres images présentées ici
ont été obtenues dans le cadre de cette nouvelle these.

3.5 Conclusion - vers un diagnostic histologiquesur tissu frais par
imagerie optique?

Nous avons introduit dans ce chapitre de nouveaux développements instrumentaux
YLVDQW j DPpOLRUHU j WHUPH OHV SHUIRUPDQFHV GH O
peropératoire du PQFHU (Q SDUWLFXOLHU LO VHPEOH QpFHVVDL
LPDIJHVY SURGXLWHY FH TXH QRXV DYRQV SURSRVp GH IDLUI
FRPSOpPHQWDLUHY WHOOHV TXH OYLPDJHULH GH IOXRUH
G\QDPLTXH /D SUHXYH GH FRQFHSW GY{XQH LQWpJUDWLRQ
convient maintenant de poursuivre ces travaux par une évaluation du gain de cesigajauts
performance de diagnostiet de leur applicabilité en contexte ctjnpe sur une statistique
VLIQLILFDWLYH3®1p KIQHOMPLLIADARQVYWLRQ GH OD VSpFLILFLW
Plein Champ se rapproche petipetit des performances des méthodes traditionnelles telles
TXH OH FRXSHV DX FU\RVWDW RX OfKLVWRORJLH

/ITXQH GHVdWdhdix¥ BeQcéds modalités de contraste repose sur leur bonne
FRPSDWLELOLWpPp LQVWUXPHQWDOH DYHF O12&7 30OHLQ &KDPF
GX GLVSRVLWLI j PRLQGUH FREW HW FRQVHU¥¥Db&Wh XQH HL
FOLQLTXH ,0 H[LVWH FHSHQGDQW GYIDXWUHV PRGDOLWpPV

GRQW OHV FDUDFWpPULVWLTXHYV GH VSpFLILFLWp SRXUUDLH«
Champ:
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f Le FRQWUDVWH G@§pOBR ®RMHLIFQ WV RIEN GHam® §\2&
OfpODVWRJUDSKLH D IDLW OYREMHW GH WUDYDX]|
2014), utlisant en partie le systeme FFOCT développé ici avec des
modifications mineures du porézhantillon pour permettre une sollicitation
mécanique defpFKD Q@0 ORFRQWUDVWH GYpODVWLFLW
locale du tissu) cherche a reproduire le geste de palpation du chirurgien, mais a
OfpFKHOOH PLFURVFRSLTXH &HWWH DSSRERFKH HV
échographie (société SupeRQLF ,PDJLQH LVVXH GH O, QVWLW)>
résolutions relatives aux ondes acoustiques.

f "IDXWUHV PpWKRGHV GH P niEldsRopie RnBltighotdhlq@O HV T >
ou la microscopie CARSUpVHQWHQW XQ WUqV JUDQG SRWH
spécifique de structures tissulaires et cellulaires. Quelques travaux de
FRPELQDLVRQV DYHF O 75K Cepfeigayit pod/métiquesGai pVv >
LQVWUXPHQWDOHPHQW PRLQV CHmE(DadceEsOrtiv DY HF
balayage point par poWw GH O { p)Fet ReQentLréadver@ent colteuses
(utilisation de lasers colteux et souvent encombrants), rendant plus difficile leur
possible adoption clinique a court terfiié].

I1RXV DYRQV MXyWTOXMWAEFL HKWWHL@MLWKDPS GDQV OH FRQ\
peropératoire de biopsies. Un certain nombre de cas cliniques, pour ne pas dire la majorité,
VRXKDLWHUDLHQW GLVSRVHU GYfXQ RXWLO GH GLDJQRVWLI
VLW X-adrg lveyW WRXWH H[FLVLRQ FRPPH pOpPHQW GH GpF
ELRSVLH RX XQH UpVHFWLRQ WXPRUDOH /D GpFOLQDLVRQ
G L P D JNiuwlLaddds@ppique a donc une tres grande pertinence clinique. Nous décrivons
au Chaitre suivant les travaux effectués en ce sens.
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4 OHWPDIHWUHHLTYXNR@DU 2&7 SOHLQ
HQGRVFRSLTXH

4.1 Introduction

Nous avons présenté aux chapitres précédents différentes techniques de microscopie
optique susceptibles de produire des imagdisses en profondeur a visée de diagnostic, ainsi
TXIXQ HQVHPEOH GH WUDYDX[ GH GpYHORSSHPHQW LQVWU
O0f2&7 30HLQ &KDPS SRXUVXLYDQW FH PrPH EXW J/YREMHF
consiste a utiliserlated@ L T X H G 1 2 & van3spodrliediagnostic peropératoire du cancer
par imagerie rapide et nanvasive de biopsies. Les cas cliniques les plus pertinents relatifs a
FHW REMHFWLI VRQW OH FRQWU{OH GHV PDUJHVeGdp[pUqVt
guantité de tissu excise, en particulier dans le cadre de la chirurgie conservatrice cherchant a
OLPLWHU OHV HIITHWV VHFRQGDLUHYV GIXQH H[FLVLRQ FHUY
des biopsies dans le cas ou une qualification fdpiG H OfpFKDQWLOORQ DSSRUW
de la procédure de biopsieérification quasi temps réel de la présence de tumeur permettant
GIpYLWHU XQ UDSSHO GX SDWLHQW GLPLOXWL&BESGX QRP
systématiques (prostate).

LYRSWLPLVDWLRQ QDWXUHOOH GH FHWWH DSSURFKH FC
par imagerie inV L W X-a-dirg ldlWwAWIa biopsie, de maniére a guider la procédure de résection
et/ou biopsie et a effectuer un prélevement uniquement lorsque\hEcked) Ha-dFe] pOMrwW
une zone diagnostiquée tumordbette approche vise a améliorer en particulier les méthodes
GILQVSHFWLRQ HQGRVFRSLTXH RX GYLPDJHULH GX FKDPS
limitées aune imagerie de surface a des résiolus macroscopiques

Figure66 HQGRVFRSH IOH[LEOH FRORVFRSH j JDXFKH HW Gp\
etcanaux opératoirede la partie distale endoscope rigide (laryngoscope) a droite.

La|Figure66) SUpVHQWH GHX[ H[HPSOHV GTHQGRVFRSH FRPP
catégories instrumentales existantesOfHQGRVFRSLH IOH[LEOH EDVpH HQ J
caméras miniatures surlapaVLH GLVWDOH RX VXU OfHPSORL GH EXQC
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WUDQVSRUW GH OYfLPDJH HW OYHQGRVFRSLH ULJLGH XWL!
OHQWLOOHVY OHQWLOOHV j JUDGLHQW GTLQGLFH oni5,1 SR’
I THQGRVFRSLH IOH[LEOH SRXU ODTXHOOH OYfH[WUpPLWp GL
HVW OH SOXV VRXYHQW XWLOLVpH SRXU OYfYH[DPHQ GHV YR
ULJLGH HVW W\SLTXHPHQW XWL @ lavdohin&eR gapar@3dphi¢) BeHQ GH
OfXWpUXV K\WWpURVFRSLH GH OD YHVVLH RX GH OD ¢
(arthroscopie). Certains endoscopes sont dotés de canaux opératoires supplémentaires
SHUPHWWDQW OfLQVHUW L&edieGfervEnfioni@Ne) GLet imBEdgetobtdiesd! H Q (
correspondent a une imagerie de surface, Us gbuvent en lumiére blanchegarfois par
adjonctions de contrastes supplémentaires, que ce soit par imagerie a bande spectrale étroite
(Narrow-Band Imaging ou NB[77]) ou par applications de colorants sur la surface suspecte
(chromoendoscopig8-79], par exemple par application de Bleu de Méthyléne pour la mise en
PYLGHQFH GH OfpSLWKpOLXP GH PDQLqUH j DPpOLRUHU Of
les images produites correspondent a des champs larges, typiqguement des champs de visée >

f j GHV GLVWDQFHV GIREY¥HUWCSWLEBRLBBIJHVY SRBPHW GH
modifications tissulaires macroscopiques, avec une résolution typiquemaieste a
100um, pour guidage du geste chirurgical. Les 2 inconvénients principaux de cette imagerie
endoscopique conventionnelle sont ainsi la résolution qui ne permet pas un diagnostic précis
SRVVLEOHPHQW XWLOH j OD GpFLYERGRXP QRMUGH HHBLSURGQ
SHUPHWWDQW SDV GfpYDOXHU SDU H[HPSOH OYDPSOLWX
SURIRQGHXU GTXQH UpVHFWLRQ DVVRFLpH /D PLFURVFRSL
SDUWLFXOLHU ORUVTXYHO®PR RIWDSKV A XHQ HD HJ B OFRRM) MQ W Q}
informations de maniéere tres complémentaire.

I1RXV SUpVHQWRQV GRQF GDQV FH FKDSLWUH OfpWDW L
microscopie optique Hsitu existantes, ainsi que les développements effectuésuasi de ces
WUDYDX[ GH WKgVH YLVDQW j PHWWUH j] GLVSR¥ituWatRQ GHV
FFOCT.

4.2  Microscopie optique insitu pWDW GH OYDUW HW OLPLWD)\

Nous nous attachons ici principalement a décrire le contexte adael
O THQ G R P L F U RMIFdRd® laHmicFo§edManbptique couplée a un endoscope, qui est la
cible des développements que nous allons présenter.

Un certain nombre des techniques de microscopie optique décrites au chapitre 1 ont fait
UpFHPPHQWVWYBEMXWGGEBGDSWDWLRQ j OfLPDJHULH HQGRYV
situ. Les contraintes techniques des principales méthodes de microscopie du vivant different
VHQVLEOHPHQW GH FHOOHV GH OfYLPDJHULH FRQYHQWLRC(
généralement une reconception en profondeur de certaingsseisbles. En particulier
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f Lameilleure résolution impose des contraintes supplémentairessiailz du
systéme optiqueGH UHODLV GYLPDJH XWLOLVDWLRQ G{YF
importantesusceptibles de générer des aberrations).

f 3RXU OD SOXSbDUW GH FHVY PpWKRGHV OYREWHQWL!
soit sur unbalayage point par poinG X SODQ GTLQWpUrW PLFURVF
PLFURVFRSLH ELSKRWRQLTXH 2 &lusielwsRilndgesv XU OF
acquises sequentiellemef@CT Plein Champ)Ces approches imposent des
contraintes de vitesse, de maniére a limiter la sensibilité auwwentents

PRXYHPHQWY GH OYfRSpUDWHXU HW RX GX FRUSV
GYDLOOHXUYV GIDXWDQW SOXV LPSRUWDQWH TXH O
GH Of{REMHW IDLVDQW WUqV UDSLGHPHQW SHUGUH

f Enfin la haute @solution impose une limitation quant atdlle maximale du
champ imagé wWuUqV VLIQLILFDWLYHPHQW LQIpULHXU
conventionnel. Cet aspect rend plus difficile la lecture des images et le diagnostic
DVVRFLp SDU PDQTXH Gekile@dsRlai.DWLRQV GH FRQ

Endomicroscopie confocale la microscopie confocale est la premiére des méthodes de
VHFWLRQQHPHQW RSWLTXH j DYRLU IDLW OYREMHW GH
HQGRVFRSLTXH 'X IDLW GH OD JpRPpWUsgmbl& fi® EESXLYV LW I
GpYHORSSHPHQWY HVW EDVp VXU XQH XWLOLVDWLRQ OL
GYLPDJHULH GLVWDOH HW VXU OfXVDJH GH ILEUHV j OD IR
Ainsi plusieurs méthodes de miniaturisation ontp¥Ft#poseées, utilisant le balayage proximal

GIXQ EXQGOH GH ILEUHV SRXU j OD IRLV pFODLUHU OfYpFKD¢
[B0@ XWLOLVDQW XQ PLFURVFRSH FRQIRFDO PLQLDWXUH | E
fibre [81], ou bieQ XWLOLVDQW XQH YDULDQWH FRQIRFDOH SDU H(
fibre [82). Ces gstemes sont donc des endoscofhesibles, et proposent de trés bonnes
résolutionstsensiblement équivalentes a celles de la microscopie confatygdejuemende
OfRUGUH GH —P HQ WUDQVYHUVH HW GH TXHOTXHV PLFUR
sont cependant généralement limstdeune centaine de micromeétres, pour les mémes raisons

gue la microscopie confocale conventionnelmmme pour la microsgie confocale, ces
VI\VWgqPHV VRQW JpQpUDOHPHQW EDVpV VXU OXVDJH GH PD
FOLQLTXHV WHOV TXH OYDFULIODYLQH Rk corirast®, xnait)/ HVFHL
limitant la palette de structures visiblestib LW GH OYDEVHQFH GH VSpFLILFLW
FKDPS GYLPDJHULH W\SLTXH YDULH GTXQ GLDPgWUH GH
UHFDODJH GLPDJHYV GpFDOpHV VX&WH DX[ PRXYHPHQWYV Gt

&HWWH WHFKQRORJLH HV WpliskMsRyste@es Kotimedaus @«IVizeD W X U H
Mauna Kea Technologies, OptiScan Fivee RSWLVFDQ VRQW DXMRXUGYTKXL X
recherche sur le petit animal [ref] et en clinique sur des applications telles que les voies
respiratoires§4], les voes digestivesds], ou le conduit biliaire 36].
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Figure67 L P DJHYVm&whstqple Ronfocale du colon. A gauchmlon sain

(cryptes), a droite DGpPQRFDUFLQRPH &KD®uS, @Iplukdd IJHULH
WUDQVYHUVH [dfPSURD/'SUQqV

Endomicroscopie a 2 photond XHOTXHYV GpYHORSSHPHQWY RQ&MePRQWUp
GIfHQGRPLFURVFRSLH EDVp VXCe®DstetmesRdgpoidntic@rirmie pourS KR W
la microscopie de fluorescence a 2 photons, une profolr@ut PDJHULH SOXV LPSRUW
confocal SRXYDQW DWWHLQGUH —P SRXU GHV GLDPgQWUHYV C
RQ WURXYH SOXVLHXUY DSSURFKHV GfLQWpJUDWLRQ SDU
rigides B8-89], ou par utilisationde systeme de balayage distal miniaturisé en bout de fibre
GIpFODLUDJH GDQV OH PV GH VRQGHV IOH[LEOHYV >

Figure 68 : images de microendoscopie a 2 photons a sonde rigide de cerveau de
VRXULV HQ GLIIpUH cawpe.\A BRIENHit€3;H-D € lr S 8RF :

GHQGULWH ODUJH 104D tesbktionG §rs¥eksk) Ginkprofondeur
GYLPDJHULH —P 7HPSV GIDFTXLVLWLRTD&UVHNVTXH SRXU

Endomicroscopie par OCTNous avons vu queD JUDQGH PDMRULWpP GHV GLVS
balayage utilisent des composants fibrés permettant de miniaturiser le systéme et de déporter la
WrwWH GH PHVXUH /IDGDSWDWLRQ HQGRVFRSLTXH GH OD
premiers développements oivép HITHFW XpV SHX DSUqV d@].GpPRQVWUDV
/D JUDQGH PDMRULWpP GHV GLVSRVLWLIV GTHQGRPLFURVFR
ubGLDO SDU YLVpH ODWpUDOH HW URWDWLRQ GYXQ PLURLI
déplaceta sonde a vitesse constante, en général par retRiitllgack») de maniére a obtenir
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unvolume3D4@ &HWWH DSSURFKH HVW SDUWLFXOLgQUHPHQW S
naturels tels que les artéré&Rf@ R X O 1 °VRB K DIPHVE O e gdul/fibRe Qe &tXI€)
UpDOLVHU GHVY VRQGHYVY WUqV ILQHV GH OTRUGUH GH PP G
typiqguement delOum en transverse et de 20um en ax@ette technologie est maintenant

mature, et plusieurs dispositifs commerciaux tsalisponibles pour des applications
intravasculaires (LightLab Imaging) ou des voies digestives (Nine Point Medical).

Figure 69 : images OCT endoscopique en artériologie. En havisualisation

radiale mettant en évidence @UpVHQFH GIXQH SODTXkHoupgf DWKpURPH (
ORQIJLWXGLQDOH FDOFXOpH j SDUWLU GYXQ YROXPH DFTXI
VRQGH '$8H4SUqV >

&HV DSSURFKHV GYHQGRPLFURVFRSLH SUpVHQWHQW X
O0712&7 30HLQ &kKEmIER BiHbtewes approches basesur un balayage (OCT,
Microscopie a 2 photons) utilisent la plupart du temps un élément mobile miniature a
OfH[WUpPLWp GH OD VRQGH UHQGDQW OfLQWpJUDWLRQ
électrique en bouGH ILEUH /fHQGRPLFURVFRSLH FRQIRFDOH FRQW
OH EDOD\DJH DX QLYHDX SUR[LPDO HW HQ HIIHFWXDQW X
IDLVFHDX GH ILEUH &HWWH PpWKRGH HVW FHSHQGDQW
G 1 plé#yer des marqueurs fluorescents, dont le nombre est tres limité pour un usage clinique
in-vivo, qui ont une spécificité faible et qui présentent un risque pour le patient. Nous nous
SURSRVRQV GRQF GIDGDSWHU OD WHFKQL dstopiqpf ;&7 3OHL
PpPWKRGH SHUPHW GYREWHQLU GH PHLOOHXUHY UpVROXWL
pPYLWH OfXWLOLVDWLRQ GH PR\HQV GH EDOD\DJH LO HVW |
sonde totalement passj\anfin la méthode permefldREWHQLU XQ FKDPS GYLPDJHU
SOXV pWHQGX TXH OHV DXWUHYVY PpWKRGHY GTHQGRPLFURVI



4.3  Définition et réalisation GTXQ FDGW.IPRREBENWLPLVPp SRXU 012

plein champin-vivo

Dans le but de franchir certainel@LPLWHYVY WHFKQRORJWVX#EMa)] O TXW I
méthode OCT Plein Champ, nous avons monté un Consortium collaboratif et obtenu un
financement Européen (projet FP7 CARelOfww.careioca.eppermettant de se dbtU G X Q
GpWHFWHXU &026 HW GTXQH FDPpUD FRUUHVSRQGDQWH
significativement les performances de la technique en termes de sensibilité et de vitesse.

4.3.1 Spécifications

&RPPH QRXV OfDYRQV YX DX FKDebéstwid ElémenDidajéuip W HF W
GplLQLVVDQW OHV SHUIRUPDQFHV GH VHQVLELOEWpP YLWH
particulier il est apparu nécessaire en utilisant le microscope FFOCT développé au Chapitre 1
GIDFFXPXOHU XQ FHUWDLQ QRunEappbriGifihap ® Brditvpednfedtadt R E W H
GIREWHQLU GHV LPDJHV GH TXDOLWp QpFHVVDLUHV | XQ
QpFHVVDLUH GYDPpPpOLRUHU OHV SHUIRUPDQFHV GH VHQVL
fonctionnement irvivo, et pour celaiiDSSDUDVW LQGLVSHQVDEOH GTRSWLPI
détecteurNous avons décrit §h.3.1.3 OHV SDUDPqWUHV SULQFLSDX[ GT1XQ
technique nous @ ILQLVVRQV LFL OHV VSpFLILFDWLRQV GT1XQ FDS\
YXH GTXQH UpDOLVDWLRQ VXU PHVXUH

'DQV OTREMHFWLI GX GpYHORSSHPHQW GT1XQ FDSWHXU
parametres orientent rapidement le choix de la technologieske du pixel vers le CMOS
(Complementary MetaDxyde Semiconductor). Les 2 principales technologiisponibles
SRXU OD FRQFHSWLRQ GH FDSWHXUV GfLPDJHV " EDVpV VX
que le colt de la technologie InGaAs était rédhilataimalgré des caractéristiques tres
intéressantes) sont le CMOS et le CCD (Charged Couple Device). Les principaux avantages de
la technologie CCD, lorsque comparée au CMOS, sont le taux de remplissage pixel (Fill Factor
+tWDLOOH GH OYDLUWHD SERWWR\ KJWVILBEHHWSDWDOH GX SL[HO C
POHFWURQLTXH HW OYKRPRJpQpLWp VSDWLDOH GH OD UpS
Uniformity). Ces parametres ne sont absolument pas critiques en OCT Plein Chanyp
travaillons en limite de saturation donc dans un régime ou le bruit shot prend le pas sur le bruit
électronique génant pour des signaux faibles, nous pouvons disposer de sources incohérentes
(halogene, LEDs, Xenon) suffisamment puissantes pour compenser la pestafatme
photosensible du CMOS, et enfindereau G L Q KR P Rpati@lep bbdepvé en CMOS est
ODUJHPHQW VXSSULPp GX IDLW GX FDOFXO GH OfYLPDJH ))2
successives. Par ailleurs, la technologie CMOS offre des caractésstmarticulierement
pertinentes pour un capteur optimal SRVVLELOLWp GYDWWHLQGUH GHV Y|
VXSpULHXUHYVY GX IDLW GH OfDUFKLWHFWXUH GH OHFWXUH
la chaine de conversion et de lecture mixel, possibilité de bénéficier des derniéres
innovations, la technologie représentant la grande majorité des développements actuels de
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FDSWHXUV
technologie CMOS.

/ID EULTXH GH EDVH GTXQ FDSWHXU RSWLPLVr

Nous décrivons ®& MXVWLILRQV GDQV OH WDEOHDX VXLYDQW ¢
tel capteur idéal, basée sur les performances finales souhaitées mais aussi prenant en compte
les limitations technologiques actuelles (suite aux discussions avec notre partenaire)

Spécification

Parameétre

Justification

Technologie CMOS

Profondeur de 2Me-
puits (Full Well

Capacity ou

FWC)

Fréquence 1kHz

GIDFTXLVL

Format /
resolution

2 Mpixels +
format carré

Pixel size <16pm, typ.

12pm
bruit Capteur limité
par le bruit shot

Réponse linéaire

Voir précédemment

Correspond au meilleur compromis atteignable en conservant une taille
de pixel raisonnable (voir plus loin). Cette valeur SHUPHW GYREW
WKpRULTXH HQ VHQVLELOLWpP GTXQ IDFWHX
précédent de FWC 200ke-. Une meilleure sensibilité permet de limiter le
QRPEUH GYDFFXPXODWLRQV QpFHVVDLUHYV j
et donc a la fois de limiter la sensibilité du systétme au mouvement et
GIDXJPHQWHU OD IUpTXHQFH GTREWHQWLRC

Cette spécification correspond :
fau besoin de limiter la sensibilité aux mouvements. Plus précisément,
RQ FLEOH OYDEVHQFH GH GpFDODJH HQWU
pour calculer une image tomographique. Voir Remarques apres ce
tableau
fDX EHVRLQ GYDFFpOpUHU OD IUpTXHQFH !
«tempsréel 2 GH OTLPDJH HQGRVFRSLTXH ))2&7

Le nombre de pixels couplé a la résolution du systéme optique définit le
FKDPS GH YLVLRQ GH OTHQGRVFRSH 8Q FKI
un plus grand contexte architectural, et donc une meilleure interprétation
GH OTLPDJH
Cette spécification correspond au meilleur compromis entre ce besoin de
champ large et les contraintes liées a un trop grand nombre de pixels :
fOD FRQVHUYDWLRQ GT1XQH ERQQH TXDOLW
limites liées au design optique. Nous considérons ici un ratio typique
pour les optiques choisies
f8Q JUDQG QRPEUH GH SL[HOV j KDXWH FDI
flux de données a haute fréquence. Le couple 2Mpixels/1kHz
correspond aux limites de bandes passantes des interfaces de
WUDQVIHUW GYLPDJHV VXU 3& &RD[3UHVV
f(Q YXH GTIXQH GpFOLQDLVRQ LQGXVWULHO
OH FRE€EW GTXQ WHO FDSWHXU GLUHFWHPH(
de pixels.

Meilleur compromis entre OD IDLVDELOLWpP GYXQH ):&
besoin de miniaturisation a terme pour une intégration endoscopique

Les caractéristiques de sensibilité de la méthode nécessitent un capteur
OLPLWp SDU OH EUXLW ORUVTXTLO WUDYDL(
optimiser le rapport signal a bruit (voir Chapitre 1)

Le signal OCT Plein Champ détecté par le capteur correspond a un faible
VLIQDO GTLQWHUIpUHRQrE signal\vix Sadd) SReVrppanse
ORJDULWKPLTXH QH SHUPHW SDV GYpFKDC
FFOCT.

14c¢



Efficacité >45%

guantique X

taux de

remplissage

pixel

Pixel mode >= 11 bits

ADC Offset Seuil ajustable

Trigger Interne et
Externe

Read-out mode Global shutter

Processing embarqué

Géomeétrie Caméra a téte
déportée

Remarguesg commentaires

f UnepWXGH GpWDLOOpPH GH OfLQIOXHQFH GHV PRXYHPHQ\
Champ a été développée[dl, 95@ 8QH PRGpPpOLVDWLRQ GH OfpYROX'
DYHF OYDPSOLWXGH G d¥et@penix) BnFHdohEtibinQlee \araOt&rigtigue D
GH OD FDPpUD \ HVW SUpVHQWpH QRXV SHUPHWWDQW
souhaitée pour le détectelBO XV SUpFLVpPHQW SRXU FRQVHUYHU X

il convie@TpYLWHU XQ GpFDODJH G&F

interférométriques successives de plus de®da&@ixel en transverse (comme illustré

HQ D|[L B>@e mbivenvenld/ tpigdds pouvant étre

REVHUYpHV pWDQW ®@5@0 PRQY @W/BIP S HGTL-O@WpIUDWLRQ GF

en présence de mouvement,

a lalFigure 70 HW

$ OD ORQJIJXHXU GTRQGH FHQWUDOH W\SLTX
,O HVW QpFHVVDLUH GH GLVSRVHU GTXQH
SXLVTXH OfRQ SHXW DQWLFLSHU TXYXQH SX
nécessaire pour atteindre la saturation du capteur. Une bonne
conversion permet de minimiser les contraintes liées a la luminance de
la source.

/D ):& pWDQW WUqV ODUJH LO HVW Qp
échantillonnage du signal au niveau du pixel tres fin, de maniére a
atteindre la sensibilité théorique apportée par le capteur

1RXV VSpFLILRQV OD SRVVLELOLWp GY{DMXV
analogique/numérique (ADC), de maniére a centrer la dynamique
GIpFKDQWLOORQQDJH VXU OD SDUWLH XMW
ajustement doit permettre de se débarrasser de bruits électroniques
résiduels, le cas échéant.

8QH V\QFKURQLVDWLRQ GX IRQFWLRQQHPH
(actionneur piézoélectrique) et du capteur est nécessaire. La possibilité
GIHIITHFWXHU FHWW éh ivteMé &I duQdrad/dn @h sk liasant
sur un signal externe apporte une certaine flexibilité sur le design
électronique du systeme final.

3RXU JDUDQWLU OYDEVHQFH GY{DUWHIDFWYV
présencede PRXYHPHQWY GH OYfREMHW

1RXV VSpFLILRQV OD SRVVLELOLWpPp GYHPEL
caméra (sur composants FPGA par exemple), de maniere limiter la
bande passante du transfert de données. Dans le cas ou par exemple le
calculde OfLPDJH WRPRJUDSKLTXH j SDUWLU G
HVW SRVVLEOH GH UpGXLUH GTfXQ IDFWHXU

Pour permettre une miniaturisation a terme du systéme endoscopique,
en particulier de la partie portable.

de respecter ces contraintes.
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Figure 70 : influence du décalage de 2 images sur le contraste FFOGN DS UqV
[93])

f La|Figure 71

présente les caractéristiques simulées des différentes sources de bruit du

FDSWHXU HQ IRQFWLRQ GH OD F KdxbhkbpoBdansidgmdion $ SDU

50% de la charge maximale du pixel, le bruit shot prenghk sur les autres bruits
électroniques.

Figure 71: évolution des bruits du capteur CMOS en fonction de la chaégaltats
de simulation)

f Le FDSWHXU HW OD FDPpUD FRUUHVSRQGDQWH VSpF
DPpOLRUDWLRQ VLIJQLILFDWLYH GHV SHUIRUPDQFHV GT
soit pour des applications -0 (microscope) ou Hvivo. Le capteur idéal spécifié
plus haut aporte les performances suivantes

o 8QH DXJPHQWDWLRQ GH ODRMHQGVLELOYLWp GYIXQ ID
3,16, soit une diminutiopar 10G X QRPEUH GYLPDJHYV DFFXPXOpH'
UDSSRUW VLJQDO j EUXLW GTLPDJH

o Une augmentation &umpde la taille duFKDPS G{XQ IDFWHXU HQ V>
le cas du microscope)

Une augmentation fquence GH OD TUpTXHQFH GIDFTXLVLWLRQ

151



Ces trois derniers parametiefluent directement sur la capacité du dispositif a produire
des images rapidement. A taitle champ équivalent, on peut donc envisager un gain
PD[LPXP HQ YLWHVVH GH SURGXFWLRQ GYfXQH LPDJH WI

JeUcodadzpv® woaa®uanegacVi

4.3.2 Intégration et aractérisationGfXQH FDPpUD RSWLPLVpH SR>
Champ

Dans le cadre du projet CARelOCA, nos partenaires ont réalisé les premiers prototypes

de capteur et de caméra spécifiés précédemmenEiguge 72| illustre le résultat de ce
développement, a la fois du capteur 2D CMOS et de la caméra rapide associée.

Figure 72 : capteur CMOS (a gauche) et caméra rapide (a droite) optimisés pour
O092&7 30HL éveboBR S G

Le tableau suivant présente les caractéristiques finales de cette premiére version de
capteur et de caménaesurées par nos partenaires

Valeur
technologie CMOS
FwWC § OH
JUpPTXHQFH GIDFTXLVLWLRQ PD 750Hz
Taille pixel 12um
Nb pixels 1440x1440 (2Mpixels)
Taille de la zone photosensible 17,28x17,28mm
Efficacité quantique @700 nrtaux de remplissage 35%

Pixel mode 10 bits
Readout mode Global shutter
Taille caméra 80x80x30mm
Interface CoaxPress
Réponse linéaire
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Discussion 1RXV UHPDUTXRQV GYHPEOpPH TXYXQ FHUWDLQ QRPE
significatif avec les spécifications initiales. Nous discutons ici ces points, et en particu$er leur
FRQVpPpTXHQFHYV VXU OHV SHUIRUPDQFHYV ILQDOHYV GT1XQ GL
cameéras.

f /ID IUpTXHQFH GYIDFTXLVLWLRQ PD[LPDOH HVW GH +]
GIKRUORJH LQWHUQH j KDXWH 1UpTXHQ FkronSatiéhS D JD W L
FRQGXLVDQW j XQH FRUUXSWLRQ LUUpYHUVLEOH GH
OfH[SPULHQFH OD VHQVLELOLWpPp GX GHV V\VWQqPH V
caméra aux mouvements par la suite.

f /D FDPpUD QH SHXW rWUH MRWWY ROD@L TKHPHWG GAXB H WrWwW
HVW G€ DX[ WURS IRUWHY FRQWUDLQWHY GYLVRODWLR
VLIQDX[ WUqV KDXWHV IUpTXHQFHV HQWUH OH FDSWI
SRXUUDLHQW SDV SH igriaw. e plusC§tte @aiNepnkelpbividet pasHex
OfpWDW DFWXHO GTHQYLVDJHU XQH LQWpPJUDWLRQ G
clinique. Nous utilisons donc cette premiére version de caméra pour valider srgain
performances du capteur et concevoir premier dispositif portable utilisable en
UHFKHUFKH SRXU YDOLGHU .DSSURFKH GYLPDJHULH O

f A ce sujet la taille du capteur est conséquente, ce qui défasit lichites de
miniaturisation a terme, etimpose des grandissements optiques significatifs entre le plan
GYLPDJHULH HW OH SODQ GX FDSWHXU QpFHVVLWDQW
en encombrement.

f /ITHIILFDFLWp GH FRQYHUYV loRsQeftichcité §UamitM&R QtduxtHi® pOHF
remplissage pixel), est inférieure a la spécification initiale (35% au lieu de 45%). Ceci
est principalement di a une limite technologique relative a la fleche maximale réalisable
pour les microlentilles déposées sur ghéH SL[HO DILQ GIDPpOLRUHU (
SKRWRQV &H SDUDPgWUH UpGXLW D SRXU FRQVpPTXHQF
UHTXLVH GIfXQH VRXUFH FDSDEOH GH VDWXUHU OHV SL

De maniere a effectuer une premiéere caractérisation de ces caméras, nougeEyens
ce premier prototype sur un microscope FFOCT, tel que développé au chalibes avons
caractérisé les paramétres principaux de performance de maniére a évaluer le gain apporté par
ce composant clé.

Sensibilité: La[Figure7d PRQWUH LPDJHV ))2&7 GI1XQ pFKDQWLOORQ
PLFURVFRSHV ))2&7 OfXQ pWDQW EDVpH VXU OD QRXYHOC
caméra commerciale initialemenntégrée au dispositif (PhotonFocus), les 2 images
correspondant au méme plan de coupe (profond&arum). On observe un gain évident en

signal sur bruit, que nous avons mesuré égal a 3, soit trés proche de la valeur théorique basée
VXU 0O9DXJP kGUH\DaNCapazitys H
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Figure 73: images FFOCT eXYLYR GI1XQ pFKDQWLOORQ GH SHDX LPDJy
caméra optimisée pour FFOCT (a gauche), et de la caméra commerciale utilisée

dans le microscope FFOCT développé au ChagitflehotonFocus)pour un méme

QRPEUH GTDFFXPXODWLRQV

9LWHVVH GYDFETXLVLWLRQ GHYDIFPDIHRWIWRER QUGBS KOLO XHH\Q V |
FHWWH YLWHVVH SXLVTX{LO HVW SRVVLEOH GYREWHQLU
GILPDJHV [nFEReOP (faCtgur 3 mesuré précédemment). On bénéficie de méme de
OYDXJPHQWDWLRQ GH OD WDLOOH GX FKDPS pOpPHQWDLUH
F{Wp GX IDLW GH OYDXJPHQWDWLRQ GX QRPEUH GH SL[HO\
incuV GDQV OH FKDPS SRXU OHTXHO OYREMHFWLI FRQVHUY
GLDPqQWUH PP SRXU OYREMHFWLI 20\PSXV 803/)/1 ;e
EpQplILFLHU GX JDLQ HQ YLWHVVH GIDFTXLVLWLRReGX FDSV
suffisamment élevée. La source halogene guidée ne permet en effet pas de saturer les pixels au
WHPSV GILQWpJUDWLRQ FRUUHVSRQGDQWS10m=BmIHXHQFH (
3RXU FHWWH FRPSDUDLVRQ G1LPDJé&ldé maRietd/a BeYpBRsSONGdiRR Q VH U
la résolution axiale.

Cependant, de maniere a évaluer le gain maximal en vie§sREWHQWLRQ GHV LPDJHYV
cherché une source incohérente de luminance supérieure a cette source halogéne guidée.
ITRSWLPXP WgpBnd ayx $oRrtesl HEDs haute puissanoeus avons intégré une

source (Thorlabs M660L3p QP @ QP JRQH GYpPLVVLRQ PPO6 3XL
max.7 P: # $ OrPH DYHF FH W\SH GH VRXUFHV LO V{DYqUH LI
de saturatin a la fréequence maximale de la camera. La fréquence maximale pour laquelle une
VDWXUDWLRQ UHVWH SRVVLEOH HVW GYfHQYLURQ +]

1RXV DYRQV GRQF SX PHVXUHU | WDLOOH GH FKDPS GRQQ}
des images de:

JeUcodedzp® woaa®uaiepadgUTt TUNSZ
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&HWWH OLPLWDWLRQ OLpH j OD VRXUFH VHPEOH GTRUHV H
endoscopique, puisque la configuration de Linnik est particulierement performante du point de
vue photomeétriqueet que le microscope FFOCT développé integre une référence de forte
réflectivité (R=17,5%) facilitant la saturation du détecteur. Ces 2 points nécessitant tres
SUREDEOHPHQW XQ FRPSURPLV GpIDYRUDEOH SRXU OH GF
OYDEISWLRQ GITXQH OLPLWH WHFKQRORJLTXH OLpH DX[ VRXU

9LWHVVH GH PLVH | GLVSRVLWLRQ G {LPaus VenspaDe@ietird= KDP S
pu bénéficier en fin de ces travaux des avancées réalisées par nosrpar(praget ADOC=+

JHGHU FLWp DX &KDSLWUH FRQFHUQDQW OH GpYHORSSHI
OHXU SRUWDJH VXU *38 &HWWH LQWpJUDWLRQ ORJLFLHOOI
LPDJH JUDQG FKDPS UHFRQWAW B XLWH GT1XQ IDFWHXU D PLQ

(Q FRQVLGpPUDQW O THQV K R &eOnhhidedark pogsiRSdd iélikey Ieimay©
grand champ de 10x10mm, et de la mettre a disposition du clinicien en moins de 1 minute.

4.4  Sonde rigide OCT plein champportable pour le diagnostic insitu

4.4.1 Introduction- contexte

$X FRQWUDLUH GH OD PDMRULWpPp GHV DSSURFKHV GT2&7
O0f2&7 30HLQ &KDPS HVW XQH WHFKQLTXH GfLQWHUIpURPP'
GYDFTXLVLWLRQ HQ IDFH ERIHOGOBWDWIROLWQV\EBYNLB QW
plusieurs problématiques techniques

f ,O HVW QpFHVVDLUH GTHIIHFWXHU XQ WUDQVSRUW
DEVHQFH GH PpWKRGHV GH EDOD\DJH SRLQW SDL
permettre de transportétf KDTXH SRLQW GH OYLPDJH GDQV XQH

f ,O HVW QpFHVVDLUH GTXWLOLVHU XQH DSSURFKH L
rWUH VHQVLEOH DX[ SHUWXUEDWLRQV OLpHV j OfXV
a de nombreuses contraintes environnement@eHlicitations mécaniques,
changement de la sonde, nettoyage).

/I NTDSSURFKH OD SOXV pOpPHQWDLUH EDVpH VXU OfXWL
systemes de microscopie FFOCT, consiste a insérer une sonde permettant un transport de
OfLPDJtha@BPEUDOYV GH OTLQWHUIpURPgQWUH SDU H[G¢RSOH G 1 X
approche présente plusieurs inconvénients rédhibitd@® ORUVTXH OTRQ FRQVLC
XQLTXHPHQW OD IDLVDELOLWpP GI1XQ GLVSRVLMgemenNt2&7 HQ (
GTXQ GLVSRVLWLI WUDQVIpUDEOH HQ FOLQLTXH TXL HVW C
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f Les VRQGHV IRQW DORUYV SDléeWdohc zebseafre dakg el | p UR
cas de conserver des propriétés de chemin optique et de dispersion totalement
eéquvDOHQWHY SRXU OHV VRQGHV DX FRXUV GH OfX
dans le cas de sondes flexibles (faisceau de fibres) ou de sondes rigides. Cette
contrainte est tres difficilement réalisable en pratique

0 Les faisceaux de fibres ne prése@td SDV GTKRPRJIJpQpLWp
reproductible et sont le lieu de phénomenes parasitesc(@xlage de
PRGHY YDULDWLRQ GH FKHPLQ RSWLTXH GLII
lorsque des sollicitations mécaniques sont appliquées (flexion, torsion).

0 Méme dansd cas de sondes rigides, les variations environnementales
(température, torsion, nettoyage) induisent des changsnmt
SURSULpWpPV RSWLTXHV GIXQH VRQGH QRQ Qg
VRQGH pTXLYDOHQWH GH OYDXWUHagEdhBsv GH O
ce cas étre capable de garantir la reproductibilité exacte des propriétés
optiques des sondes lors de leur fabrication, de maniere a pouvoir les
UHPSODFHU DSUqV XQ FHUWDLQ QRPEUH GTXVD

f LaPLQLDWXULVDWLRQ VIHQ ,Wud 8HX Y R LI\ LDAY H F H@IVX V8 b

GH IDLVFHDX[ GH ILEUHV GH ORQJXHXU W\SLTXH G
ULJLGH GH ORQJXHXU W\SLTXH GH FP SXLVTXY{LO
cet élément.

Il est donc nécessaire de considéree approche pour laquelle une seule sonde est
nécessaire, et pour laquelle cette sonde ne participe pas a la formation du signal
LQWHUIpURP pAAGLUX H) THYWW WDV SUpVHQWH GDQV OfXQ RX
interférométre) mais sert uniqueniea transporter une imagBlusieurs montages ont été
SURSRVpV SRXU FHOD WRXV EDVpV VXWnieKadmetieV DW LR G
contréleuren amont de la sonde permettant de définir la profondeur du plan de cohérence dans
OfpFKDQWIIODRAQ HW XQH PRGXODW L merfexéindirk hRde@QerR SWLT X
ERXW GH VRQGH TXL UHFXHLOOH OD OXPLqQUH UpWURGLIIXV

Figure74 SULQFLSH GT1XQ V\VWqgPH G12&7 | LOQWHUIpURPgWU
1D S peglv
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/IMLGpH GIXWLOLVHU L Q WHaWihfeidéRomgtile Teinderit® é€D VF D G H
introduite pour la premiére fois pour la conception de capteurs a fibre optique en interférométrie
a faible longueur de cohérenc®’. (Q ERXW GH I|LE ntdrfééride @rovieptDd® 1aG |
VXSHUSRVLWLRQ GX VLJQDO UplOpFKL VXU OD VXUIDFH GLV
sur une distancec.Lc pWDQW OD ORQJXHXU GH FRKpUHQFH! GH OD
LQWHUIpURPgQWUH OH VLJQDO HVW PD[LPDO SRXU-®D SRUW
dire pour une différence de marche nulle. L&igterféromeétre+dans ce cas de type Fabry
Perot pour lequel on introduit une difféerence de marche dérélenentre les 2 bras, permet
de décaler la position du plan de cohérence"tuatérférometre. Le détésur recoit en effet la
VXSHUSRVLWLRQ GH FHV VLIQDX[ GILQWHUIpUHQFHYV TX
chemin optique des 2 interféromedrest égalCette configuration permet de rendre la fibre
totalement passive vi& YLV GHV VLIQDX[ GILOQWHUIpUHQFH HW VHUW
lumiére entre les 2 interférometreke remplacement de la fibre par une sonde permettant un
U H O brlaye @fsceau de fibres, me@ SWLTXHV OHQWLOOHV *5,1 SHUPH
DSSURFKH VXU SOXVLHXUV SRLQWYV GTXQUuRKiDdsS 08D SDUD(
endoscopique.

Nous rappelons ici, pour la compréhension des développements al@esontexte
théorique de la formation du signal tomographique pour cette configur@éa® [ /T TLQWHQVLYV
SURYHQDQW GIXQ LQWHUIpURPqQWUH FRQVWLWXetRsH VXUI
GpVpTXLOLEUp SDU OD SUpVHKXAH /GHXWHHGVHYUHRUFBVG H WL
source de spectre 11 1 pWDQW OH QRPEUH GfRQGH SHXW VIHIS

4:6; 4, e
@ @Fs E— ? KiDe U G

e L ——
&L v 44

/IH VSHFWUH GX VLJQDO GTLQWHUIpUHQFH HVW GRQF XC
GIH@PeHOL GH SpULRGH GH RRGXPMWRPRQH HVW j OD EDVH
GH OfLQWHUIpURPgQWUH GH OLFKHOVRQ SRXU OD VSHFWURYV

(Q FKDTXH SRLQW GX GpWHFWHXU OH VLIJQDCedVW OD
GH FH W\SH OfXQ SURYHQDQW GH OYLQWHUIpURPqQWUH FR
(par interférence entre la lumiére réfléchie par un plan de référence généralement également
SODQ GYDSSXL GH OYfpFKDQWLOORGODN G LAPOPILHWILFH UHQV B E
GDQV OYdr brd iHtAnsité résultante de la forme

4, ) 4 )

+6:14:8; @FSEf?K:@éLbaé@;Q;G@FsEZ?KKDéLba@LﬁoG
a a

Re 5 HYW OD UpIOHFWLYLWp G H-a@ifeRaEgkbuhtiddr DircBdel QW FR(

/JH GPWHFWHXU LQWgJUH HQVXLWH FH VLJQ®ROmkXEs WRXV C

cannelures des 2 spectres modulés sont de méme fréquence, les spectres sont donc parfaitement
VXSHUSRVpPV HW OH V Le§dd/RageRed [Sp&Ded ne3Rnf Pas parfaitement



superposés, le signal intégré est donc faibl¢Figare 75illustre ce comportement du signal
détecté.

Figure 75 UHSUpVHQWDWLRQ VFKpPDWLTXH GX IRQFWLRQQH]I
tandem en spectre large' DS B9gV >

ITMLQWHUIpURPgQWUH FRQWU{OHXU GpILQLW GRQF OD SU
utilisé, en modulant sa difféerende marche, pour extraire le signal tomographique au niveau
GH OfREMHW /IXWLOLVDWLRQ GT1XQ FDSWHXU ' FDPpUD
&KDPS VDQV EDOD\DJH (Q EDOD\DQW OD GLIIpPUHQFH GH P
est ainsipoY LEOH GTH[SORUHU OYpFKDQWLOORQ j GLYHUVHV SU
un miroir plan, on mesure la résolution axiale de la méthode, par mesure de la largeur a mi
hauteur de la courbe de signal en fonction de la différence de marche introduite

3OXVLHXUV DSSURFKHV LQVWUXPHQWDOHY RQW GRQF
&KDPSj LOQWHUIpURPQWUHYV YLVDQW j GpPRQWUHU OD IDL)\
[98-100@ /HV SUHPLgQUHV DSSURFKHV XWLOLVH@M&QeX,Q IDLVF
mais soit integrent un interférometre de Linnik a son extrémité distale, rendant impossible une
exploration insitu, soit rapportent une sensibilité trés limitée du fait des signaux parasites liés
] OYXWLOLVDWLRQ GX IDLRPEHEDX GHRLBWYHIH 'FRE QXYW @H] P D J
maximale disponible de ces faisceaux de fibres (typiquement 30000) limitent la taille du champ
imagé. La troisiéme étude propose un systeme basé sur une sonde rigide miniature, de maniére
a minimiser cesféets liés a la fibre, et de ce fait rapporte une bien meilleure sensibilité, ainsi
TXTIXQH ERQQH UpVROXWLRQ —P [ —P VXIILVDQWYV SRX
OHV PLOLHX[ ELRORJLTXHV &HSHQGDQW OH WHreglV GYRE\
LPSRVVLEOH WRXW XVDJH HQ FRQGLWLRQV UpHOOHV HMW
interféerométre de Linnik encombrant comme interféromeétre contréleur) ne permet pas un usage
portable.
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1RXV SURSRVRQV LFL OM\& w6 RPBEHEPGERNAER §hap
portable basé sur une sonde rigide, permettant de franchir certaines limitations précédemment
PYRTXpHV G D Qtkan€EH el iNgu Glifiiqu®.

4.4.2 Endoscope portablear OCT plein chamg interférométrie tandem

4.4.2.1 Conceptioninstrumentale

La[Figure 76l GPFULW VFKpPDWLTXHPHQW OH GLVSRVLWLI Gt
développéNous détaillons ici les sotensembles majeurs constituaatdispositif en justifiant
les choix et les compromis effectués.

Figure76 VFKpPD GH OJHQGRVFRSH ))2&7 j VRQGH ULJLGH

Intégration : Au contraire des précédents développements reposants généralement sur un
interféronetre contréleur encombrant et un détecteur déportés de la sonde censée représenter
OfXQLTXH SDUWLH SRUWDEOH QRXV DYRQV IDLW OH FKRL
incluant les 2 interférométres et la caméra, de maniére a limiter la perte @¢ dle possibles
perturbations liées au transport de la lumiere, par exemple dans une fibre ou un faisceau de
ILEUHV SRXU OD OXPLgUH SURYHQDQW GH OD VRXUFH (Q &+
élevée (cf rend nécessaire une optimisation du bilan photométrique pour permettre de
WUDYDLOOHU SURFKH GH OD VDWXUDWLRQ GX HDDSWHXWW] |
avéré mpmrVVLEOH GH GpSRUWHU OD OXPLqUH VSHFWUDOHPHQ'
LVVXH GH OTLQWHUIpURPgWUH FRQWU{OHXU SDU H[HPSO
VPYqQUHPHQW UpGXLUH OfHIILFDFLWp GH OD PR@G2ODOWLRQ V
GITLOQWpJUDWLRQ DXJPHQWH OD GLIILFXOWp GH PLQLDWXU
VLIQDX[ GDQV OH EXWeGMayEspgdsshles. OHVY PHLOOHXU

Source trésolution axiale $YHF OD GLVSRQLELOLWp GIXQH FBPPpUD j \
OD VRXUFH HW HQ SDUWLFXOLHU GH VD OXPLQDQFH VDY
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JDLQ DSSRUWp SDU OH GpWHFWHXU 8Q HQGRVFRSH FRQYF
G{pFODLUDJH VpSDUpH GH OD YRLH & kptle® Qidpésées BQ SDL
FRXURQQH OH ORQJ GH OD VRQGH DXWRXU GHV RSWLTXHV
VpSDUDWHXU GH IDLVFHDX WUqV FREWHX[ HQ IOX[ SRXU Of
approche utilise nécessairementlaménmY RLH RSWLTXH SRXU OfpFODLUDJH
oD OXPLgQUH &HWWH FDUDFWpPULVWLTXH LPSRVH GRQF O
OfLOQMHFWLRQ W\SLTXHPHQW XQH ODPH VpSDUDWULFH GH
une perte de ?6 de lumiere entre la source et le détect®urOfLQYHUVH GX PLFURVFR
GpYHORSSp DX FKDSLWUH QRXV DOORQV YRLU DYHF OH G
Qufiliser une forte rikectivité de la surface de référence (17,5% dans leduasicroscope)

SRXU VDWXUHU OH GpWHFWHXU GYfRe XQH SHUWH VXSSOpPFt
GH OD SHUWH GH IOX[ OXPLQHX[ GYpF OCLWQIMNHFSWULRVYLBE WV B
dans la sonde les sources incohérentes ont @@tement des étendues géométriques
GYfpPLVVLRQ WUqV pOHYpHV VXUIDFH GfpPLVVLRQ ODUJH
lumiére dans un relais a ouverture numérique et diamétre limité (diametre 2mm, ON=0,11
comme nous allons le voir plus loin) Eine la perte de plus de 75% du flux.

&HV SHUWHY GH OXPLgUH FRQVpPTXHQWHY LPSRVHQW OfLQW
VRXUFH j OYLQVWUXPHQW GH PDQLqQUH j pYLWHU GHV
supplémentaires liées a un guide de lumiére en cas source

déportée(ex : pertes typiques de 60% dans un faisceau de

ILEUHYV 1RXV FKRLVLVVRQV GRQF GTLQWpPJIJUHU XQH /('
puissance, qui non seulement correspond a un encombrement

limt¢ PrPH DYHF OD SUpVHQFH GfXQ GLVVLSDWHXU WKHUF
passif), mais correspond aussi &dairce incohérente ayant la

OXPLQDQFH OD SOXV pOHYpH TXH QRXV D\RQV SX WURXYH
VRXKDLWpHYVY 1RXV LQWpPJURQV OD PrPH /(" TXH ORUV GH O
un microscope (v, avec les caractéristiques suivantéhorlabs M660L3, (=660 nm,

a QP JRQH GYpPLVVLRQ PPO0 3XLPVID GBFH Q HOWHRG WLPH. \P\DL
90° (voir photo cicontre). Lataille de cette source reste raisonnable, et puisque la zone
GfpPLVVLRQ HVW UHODWLYHPHQW SHWLWH QRXV XWLOLVR
OfDLGH GH DVSKpULTXHV j FRXUWH IRFDOH FH TXL SHUPF
dans un espace de collimation ({&igure 76).

2Q YRLW GRQF LFL TXYLO HVW QpFHVVDLUH GTHIIHFWXHU X
du systéme, puisque learactéristiques de cette LED conduisent a une longueur éenoh

GH —P &HSHQGDQW FHWWH YDOHXU UHVWH WUqQqV SUREFKI
—P HW HVW EpQpILTXH DX VLJQDO j EUXLW OH MLIJQDO U
importante.

Interférometre contrdleur : Du fait de la trés forte contrainte de miniaturisation a laquelle

nous devons faire face, nous avons sélectionné un interférometre de typ® &aiv(iFPl)

FRPPH LQWHUIpURPgQWUH FRQWH{GHDBM X3 WM X§JQ 8 PHH\QW QDL
marche de cet interférometre, et de la moduler, cet interférometre de FgddyRW QTHVW S
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FRQVWLWXp GTXQ pWDORQ P RagiBlienent&fliednissantds tnbniéags slur OD P+
un systeme de réglage angulai@f XQH GTHOOHY pWDQW VROLGDLUH GTX
miniature (voirschéma ccontre) de fréquence

de résonance sensiblement supérieure a la

fréequence maximale de la caméra, de maniere a

SURGXLUH XQ GpSKDVDJH VWDEOH HW GYDPSOLWXGH
contr6lé Cdte intégration permet un

encombrement minimal (35x45mm), et un

réglage fin du parallélisme et de la différence de marche, ces 2 parametres étant réglés avant
PRQWDJH VXU OH V\VWgPH SDU YLVXDOLVDWLRQ GX VSHFWI
e est la distance de travail souhaitée de la sonde par rapport a la surface distale de référence et
GIDSSXL GH OYpFKDQWLOORQ OD GLIIpUHQFH GH PDUFKH C
j Q H Q pWDQW OTLQGLFH G H dpgriid Barivglé BoQ@espdihdant] gsE adpsQ W L C
caractérisé par une modulation8 ULRGH Q H DLVpPHQW PHVXUDEOH j C

De maniere a définir les caractéristiques du modulateur piézoélectriqus,calculons
OTDPSOLWXGH @Ha EifftGeXo® davhharee du FPI nécessaire a une mise en
opposition du spectre cannelEfLQWHQVLWp WUDQV P LYV HPérovest Bovinde) V- X Q p
par.

Koe

SE( OE@A
avec & L5'7—E a L 5fi le coefficient de Finesse du FBi 6 L vée éJAj] OTLQFLGHQFH

+L

normale ou R est la réflectivité des lames partiellement réfléchissartds coefficient de
transmission O H QRPEUH GIRQPIGHCGLFH GX PLOLHKe l4@Qi$tabdd O HV

entre les 2 lametes nombresGTRQGH W sbbtQovifek pard L t G ek &, LéﬁDans

notre cas (voir choix des composants du FPI plus loin): R=T=0,5 et n=1.
La simulation cicontre
illustre la modulation
souhaitée, a savoir un
déphasage des pics de
transmission du FPI, de
maniére a brouiller le
signal spectral module
dans le cas de 2
interféromeétres en
cascadela peériode du
spectre du FPIl est
1/2ne.Pour la premiéere
valeur de différence de
marche(courbe bleug

= L%(zpourlaseconde(courberoungéa,5 L 1RXV VRXKDLWRQVY HVWLPI

[5)
6a:2 @,
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s Féy L %{zsoit UA %;5. Dans le cas de notre systeme,  Q Pte 80 um(comme

. . 640 :
nous le verrons pour le dimensionnement de la sonde),(%lovf; = 90.La modulation de

chemin optique du FRdouhaitée est donc deH —CRtte valeur faible nous permet la
HQFRUH GIXWLOLVHU XQ DFWLRQQHXU SLp]RpOHFWULTXH F
XWLOLVDQW OD VRUWLH DQDORJLTXH GTXQH FDUWH '$&

Enfin il convient de déterminer Ig&flectivité optimale des lames constituant le Fplisque
FRPPH QRXV OYDYRQV YX DYHF OD IRUPXOH GH WUDQVPLV
spectrale (Finesse des pics de transmission). En effet le principe de modulation repose comme
QRXV OfD SUr YeXbradiage de la modulation sinusoidale du spectre canihelé
convient donc de choisir une finesse telle que la courbe de
WUDQVPLVVLRQ GX )3, VH UDSSURFKH OH SOXV GfXQH VLQ
de maniée a produire un brouillage le plus efficace
possible. La Finesse est définie par

. a e

a L—NL

Ud { @&N» (])—5(—40

$YHF 0 OYLQWHUYDOOH VSHFWauRO dO hi€ deHséldatibn/ sp&ztale) D U J H
comme illustré cicontre. Plus la finessesteimportante, plus la courbe de transmission du FPI
VIpORLJQH G X Qdds Yaut@Qohy séedBdiner R tel que la finesse du FPI soit la plus
IDLEOH SRVVLEOH &HSHQGDQW FH FKRL[ VIDFFRPSDJQH
GIXQ FRPSURPLYVY SXLVTXH OH FRQWUDVWH HQ VRUWLH G¥Y°

Fabry-Pérot est donné patolL S%ii La figure ct

FRQWUH LOOXVWU Hast® flp FIR&/EWLRQ GX FRQWU

le coefficientde réflexion des lames réfléchissantes

formant la cavité FabrPérot. Il convient donc de

WURXYHU OH PHLOOHXU FRPSURPLVY HQWUH OfHIILFDFLWpP
PRGXODWLRQ FRQWUDVWH HW OD FRXUEH GH WUDQVPLV
(finesse): nous choisisons des lames de transmission 50%, ce qui correspond a un contraste
théorique de 0,8 et une finesse théorique de 4,4. Nous mesurons expérimentalement au
spectromeétre un contraste de 0,75 et une finesse de 3,8.

Sonde: La|Figure 77|décrit schématiquement la conception de la sonde.

Figure 77 : représentation schématique de la sonde FFOCT
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Optiques Le principal élément constituant la sondelesélément permettant de faire un relai
GTLPDJH VXU XQH ORQJXH GLVWDQFH HW XQ GLDPqQWUH OLF
*5,1 /HQWLOOH j JUDGLHQW GYLQGLFH TXL SUpVHQWH (
OTXWLOLVDW LR Qo@fidu@steNip ddHeneels) P L F U

f &HWWH RSWLTXH QH GLVSRVH TXH GH LQWHUIDFHV FF
TXH OfpFODLUDJH HW OD FROOHFWLRQ GH VLJQDO VXL
GIXQH VpULH G RSWL T XtementQantréfldt \etfivace Lpbur Whaju®@ W U D
LOQWHUIDFH GYRe XQH SOXV JUDQGH FRPSOH[LWp HW XC(
nous faisons réaliser un traitement antireflet correspondant a la bande spectrale utile,
soit un coefficient de réflexion rékiel <0,2% sur une bande spectrale de 600 a 700 nm,
pour les 2 faces de la lentille.

f Les dimensions de sonde souhaitées sont compatibles avec les limites technologiques
de fabrication des lentilles GRIN. De plus en sélectionnant une lentille GRIN de pas
enWLHU QRXV GLVSRVRQV GfXQ FRPSRVDQW GRW OD ID
de sortie. Ainsi de la méme un faisceau collimaté incident sur ce composant en sort
collimaté (fonctionnement afocal). Cette géométrie nous permet de définir une sonde
dont OD SDUWLH SUR[LPDOH Wkl DeyglisLpowD thej sahfid gpua@tl. FH
étre démontée etemplac&esans voir a effectuer un nouveau réglagtans ce cas la
FRQMXJDLVRQ HQWUH OH SODQ GYLPDJHULH HW OH Gy
repositionnement de la sonde.

1RXV VPOHFWLRQQRQV GRQF XQH OHQWLOOH *5,1 *ULQWE
numérique 0,11, de longueur 200mm. Cette configuration correspond a un pas de GRIN de 2,
FIHBAMOALUH j OD SUpVHQFH GH au&ndé ¥ ldatHe SbaltRiSdpahDissenierd

de 1.

$ OTH[WUpPLWp GLVWDOH GH OD *5,1 QRXV SRVLWLRQQRQV
(GPXQG 2SWLFV DFKURPDWLF GRXEOHW GLDPgWUH PP IF
reflet sur une bandgpectrale de 650 a 1100nm. Ce doublet est positionné a une distance de la
GRIN égale a la distance focale du doubleHQ HIITHW ORUV GH OYLQMHFWLRQ
/(" HVW FRQMXJXpH DYHF OD IDFH GfHQWUpH Gtdcedde *5,1 V
VRUWLH OD SRVLWLRQ GH OYREMHFWLI SHUPHW GRQF GH
OTpFKDQWLOORQ SRXU GLVSRVHU GTXQ pFODLUDJH KRPRJc
cette optique, et en particulier de son ouverture numérigeentiée plusieurs parameétres de
performance du systéme findhrésolution transversetlaSURIRQGH X U L@ firel&JHULH
SRLQW HVW pYLGHQW HW UHOQYH GHV UqJOHV pOpPHQWDL
OfDSSURFKH GYTLQWMWLRRPQRPpWQOLH IMPWHBOILQWHUIpURPqW
LOQWHUIpUHQFHY HQWUH OD IDFH GH VRUWLH GH OD VRQGH
LOQOWHUIpURPQWUH GH FRQWDFW HW OH SODQ GYLPDJHU
O L QW iéJdgntsareBrgPour produire une image FFOCT nette, é&stssaire que ces 2
SODQV VRLHQW LQFOXV GDQV OD.NuwRudyapsdanciti &parkikeD PS Gt
OH EHVRLQ GYfHIITHFWXHU XQOQNR XY HRXY AR RVSAUUREIEDEStP p UL T X H
faible, plus la profondeur de champ est importante (voir formu(é.21§, mais moins la
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résolution est élevée. Une faible ouverture numérique perm&@&FRIoGTDFFpGHU | XQ
GITLPDJHULH SOXV HQ SURIRQGHXU PDLVY DYHF XQH UpVRO:
GH SULYLOpPJLHU OD UpVROXWLRQ TXL HVW XQ QRPN IDFNV G|
sélectionné correspond a une ouverture puthL T X H G H -a-dire uR€réisdlWion de 2,8um

et une profondeur de champ de 52um. De maniéere a conserver une marge dans le réglage de la
SRVLWLRQ GH OTREMHFWLI DYHF OD IHQrWUH GTDSSXL S
surface), nous définiess la profondeur de champ a 20um. Le réglage du FPI est donc réalisé

en conséquence selon la procédure précédemment décrite esjpacement des 2 lames de

la cavité FabryPérot de n.e= 1,4 x 20um = 28um.

La derniére optique de la sonde est constiparela fenétre optique de contact, dont la face

distale fait aussi office de miroir partiel de réferei @& XU OfLQWHUIpURPgQWUH GLV'
caractéristique représente une contrainte extrémement forte pour le dimensionnement de cette
lame.En effet, nous ne souhaitons pas définir le coefficient de réflexion de cette surface par le
GpS{W GIXQ WUDLWHPHQW RSWLTXH WRXW WUDLWHPHQW C
méthodes de nettoyage et de désinfection utilisées en endoscopie.

Il est donc nécessaire de sélectionner un matériau fournissant

LOQWULQVQTXHPHQW XQ FRHIILFLHQW GH UpIOH[LRQ pOHY
contact avec un milieu biologique (cf. figureamntre), puisque

nous souhaitons par ailleurs utiliser cette référence pour réussir a

satuer les pixels du détecteur. Les autres contraintes applicables

a cette lame sont la biocompatibilité (car contact avec le tissu) et

une bonne transparence pour limiter les pertes de lumiére. Trés peu de matériaux répondent
efficacement a ces contraintesious sélectionnons le diamatgtmme un matériau adapté,
SXLVTXYLO HVW WUDQVSDUHQW VXU QRWUH IHQrWUH VSHF\
tres élevé de 2,41. Cette derniere valeur correspond ainscaeffitient de réflexion de la
surfece de référence de 8% ORUVTXIHQ FRQWDFW DYHF XQ WLVVX GYLC
ODPH GH GLDPDQW DUWLILFLHO &9' GLDPRQG GH GLDPgWL
traitement antreflet sur la surface interne, est positionné en bout ideso

/IH PRQWDJH GH WRXV FHV pO p&Htahe/ ioxVuiHd IddrFrinéstke, fleO TD L C
ORQJXHXU PP HW GH GLDPqWUH PP (QILQ OH GLDPqgWUL
QLYHDX GH OTpFKDQWLOORQ SHUPLV:SDU FHWWH FRQILJXU

&os L 10aea@Bacon@BcL satll

Détecteur et conjugaison Le détecteur (caméra) a déja été présenrDe maniére a
effectuer un grandissement res- WD QW OH FULWQQUH GIpFKDQWLOORQQD
une lentille tube de focale 75mm (doublet achromatique).
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4.4.2.2 Caractérisation et premiéres lumieres

La|Figure78 PRQWUH OH SURWRW\SH GfHQGRVFRSH GpYHOR:

GH OfHUJRQRPLH FLEOpH /H SURWRW\SH D XQH IRUPH GH S
conséquent.

Figure78 SURWRW\SH GYHQGRV FR SWie)jeface, GpXeH®RSSp D
SURWRW\SH PRQWp VXU SODWLQHYV GH GPpSODFHPHQW [\ ]

sur pieces exivo (biopsies)Remarque sur cette version de protgie, la longueur
de la sonde est de 10cm.

Le tableau suivant résume les principales performances du systeme, telles que
mesurées

Valeur
Dimensions maximales selon LxIxh 245x80x155mm
Poids 8lkg
Longueur utile de la sonde 195mm
Diamétre de lssonde 4mm
Résolution axiale 6um
Résolution transverse 2,8um
Diamétre du champ imagé 860um
BURIRQGHXU GTLPDJHULH 20pm
JUpPTXHQFH GIDFTXLVLWLRQ PD 150Hz
JUpPTXHQFH GIDFTXLVLWLRQ W\ 15Hz

Remarques:

f /ID UpVROXWLRQ WUDQVYHUVH HVW PHVXUpH j OfDLGH ¢
OD UpVROXWLRQ D[LDOH SDU PRXYHPHQW PLFURPpWUL
champ de la sonde et mesure de la largeur KMXWHXU GH OTHQYHORSSH (
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signal moyen résultante. Par rapport au systeme proposgL@@r la résolution
WUDQVYHUVH HVW PHLOOHXUH GX IDLW GH OfDMRXW
LPSRUWDQWH PDLV OD UpVROXWLRQ D[LDOH HVW GpJuU
spectre plus étroit afin de privilégier le flux collecté. Cette valeur de résolution axiale
UHVWH FHSHQGDQW SURFKH GH OfpSDLVVHXU W\SLTXH
la quantité de signal utile collecté.

f Le champ imagé ne correspond pas au ghanaximal défini par la sonde. Un
YLIQHWWDJH UpVLGXHO HVW GRQF SUpVHQW TXH QRX\
VLIQDO UpWURGLIIXVp GDQV OD *5,1 &H SRLQW QpFH\
maniere a étre corrigé pour bénéficier du chahhp[LPDO WUqV XWLOH j Ofl
des images. Cependant ce champ @t Rét#E}a nettement plus importaqtie les
DXWUHV GLVSRVLWLIV GfHQGRPLFURVFRSLH H[LVWDQW
résolutions approchantes.

f LafréquenceGIDFTXLVLWLRQ D pWp FRQVLGpUDEOHPHQW DP
SURSRVpV GDQV GIDXWUHV pWXGHV HW SHUPHW PDL:
condition réelle.

Premiéres images

Nous présentons ici les premieres images obtenues en conditiamakliies, puisque
UpDOLVpHV VXU SUpOqQYHPHQWY GH WLVVX IL[p &HWWH pWL
qualité des images produites, en particulier par comparaison au microscope FFOCT servant de
référence

Figure 79: LPDJHV [ —P HQ GLIIpPUHQWHY JRQHV GTXQ
PDPPDLUH IL[p UpDOLVpPpV j ODLGH GX PLFURVFRSH HQ KDX
FFOCT, pour des zones le plus approchantes possibles. Profarizigum, nombre

GYLPDJHV DFIBEXBFKOQHWUDLWHPHQW QD pWp DSSOLTXp
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La[Figure79YSUpVHQWH GHV LPDJHV GIpFKDQWLOORQ GH VHL
pour des zones trés approchantes, la casreice exacte étant tres difficilement possible du
IDLW GH OYDSSXL GLIIpUHQW VXU OYpFKDQWLOORQ DYHF O
modifiée entre les 2 expériences. Il convient de prendre certaines précautions a la lecture
comparative deF HV MHX[ GILPDJHV (Q HIIHW OHV VA\VWqgPHV
résolutions, en particulier pour la résolution axiale. La plus grande épaisseur de coupe dans le
FDV GH OfHQGRVFRSH PrPH VL HOOH EpQplLFd& dffgct0eD FROOI
un lissage des structures fines, alors plus difficilement identifiables. Ceci est particulierement
visible surle s MHX GJLPDJHV Re GHV ILEUHV GH FROODJgQH WU
PLFURVFRSH SOXV GLIILFLOBPWORMX OLYdHFHO HIQOWG BN KR SAH \S5
HOOHV 'H SOXV OTRXYHUWXUH QXPpULTXH SOXV IDLEOH GI
OD SUpVHQFH GDQV OHV LPDJHV GYfXQ VSHFNOHIGs JUDLQ
cependant possible deconnaitre sur les images endoscopiques les structures tissulaires
majeures du tissu mammaire telles que les adipocytes, les fibres de collagene ou quelques
JODQGHY GHUQLHU MHX GYLPDJHV j GURLWH VXU OD ILJXU]I

$ OIDLGH GH FHV MHX[ GfusRbid¥valaéddpe beld®3shsibiHé/du
VA\VWgPH GTHQGRVFRSLH FRPSDUEBDWWYHHFPHHOQWH DEKV R HIQRR/FE\RHS
1,5. Nous attribuons ceci a la procédure de détection du signal interférométrique moins optimal
GDQV OH F B&op6 Huisyliedm@us Rvons vu que le brouillage des cannelures du spectre
QH SRXYDLW rWUH SDUIDLW HQ S-Pé&dvderdn@dstd borDoptiingl € 1 XV D J
créant une modulation spectrale non parfaitement sinusoidale.

De maniere a simuler wsage inrYLYR OH V\VWgqPH HVW GpSODFp j C
WUDQVODWLRQ j OD VXUIDFH GYfXQH ELRSVLH HW OfYHQUF
réalisé. LgFigure 80jmontre quelques captures de vidéos, pour un échantillon ORL (zone saine
HW JRQH WXPRUDOH GYXQH ELRSVLH GH SDODLV HW XQH Sl

Figure 80 : extraits de vidéos endoscopiques FFOCT réalisées sur biopsies. (a)
zoneVDLQH GTXQH ELR S V:zbheGuhordle \s30X d2 B/ménke biospie,

(©) LPDJH GTXQ pFKDQWLOORPEWH SSODFWXRXRWGH RQV
diamétre du champ 860um.



Les images ORL, malgré une qualité inférieure a celles produites par Escoie,
permettent toutefoisGH UHFRQQDvVWUH OD GpJUDGDWLRQ GH OfDU]I
WXPRUDOH GRQW OfYDVSHFW HVW ELHQ SOXV KRPRJqQH
caractéristique de la prolifération tumorale dans les tissus, détifissDIDUFKLWHFW XU F
complexe en particulier dans le cas de tissus épithéliaux comme le palais. La parathyroide est
qguant a elle un cas plus favorable, puisque caractérisée par une architecture alvésdaseep!
a résoudre.

Discussion:

La disponELOLWp GH FH V\VWgPH GITHQGRVFRSLH pWDQW D
QRXV QTDYRQV KpODV SDV HX OD SRVVLELOLWpO&EH WHVWFE
particulier il sera intéressant dans ce cas de tester la sensibilité du systéemeseements
divers (opérateur, patient, etc.). Il semble cependant possible au vu des premiéres vidéos
UpDOLVpHY GYfHQYLVDJHU OH GpYHORSSHPHQW GH WUDLWEF
pour but de se débarrasser des images de mauvaise qualitéerppleedes images dégradées
OLpHV j OD SHUWH GH FRQWDFW RSWLTXH DYHF OD VXUIDFI
de la sonde par rapport au tissu. En effet lors de la perte de contact on observe une augmentation
locale intense du signal, liée@D SUpVHQFH GTXQH LQWHUIDFH GH OLTX
cette augmentation brutale est aisément détectable et les images associées filtrable de maniere
DXWRPDWLTXH 'H PrPH ORUV GfXQ PRXYHPHQW EUXVTXH F
O 1 L Pddddtles fréquences spatiales élevées, aisément détectable par emploi de méthodes de
détection des hautes fréquences (filtre de Sobel par exemple).

Cependant, dans le cadre de notre projet collaboratif CARelOCA, ce prototype a été
transféré a notre partdma clinique (Institut Gustave Roussy, Villejuif) et des essais sur
animaux en condition #Y LY R V R QeAdéfa pRriifieks\De la méme maniere une étude
FRPSDUDWLYH HVW HQ FRXUV GDQV FH SURMHW LPSOLTX
(FFOCT),PLFURVFRSLTXHV ))2&7 HW KLVWRORJLTXHYV VXU ELF
GLDJQRVWLF GX SURWRW\SH GfHQGRVFRSH j SDUWLU GTYLPI
par le microscope.

Il est cependant tot&t IDLW SRVVLEOH G frite€aaht S¥rtainell ist€sqV P D |
GIDPpOLRUDWLRQV SRXU:FH VA\VWgPH GfHQGRVFRSLH

f /H SURWRW\SH DFWXHO PrPH VILO HVW SRUWDEOH UH
FRPPHUFLDOH HQ OYfpWDW /YfHQFRPEUHPHQW DFWXHO
cause. Nous avardéja validé la possibilité technique pour notre partenaire de concevoir
une version miniaturisée de cette caméra, adaptée a notre applicabiseance de
ERVWLHU UHFRQFHSWLRQ GHV FDUWHYV pOHFWURQLTXH
instrument etc.

f Lasonde actuelle présente un diametre de 4mm, ce qui limite les applications cliniques
HQYLVDJHDEOHY ,0 FRQYLHQW GYfpWXGLHU OD SRVVLE
SDU OfHPSORL GH OHQWLOOHV *5,1 SOXVldtHampy TXLW
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imagé 'H SOXV FHUWDLQV pOpPHQWYV GYDPpOLRUDWLRQ\
SHXYHQW SHUPHWWUH GfHQYLVDJHU XQH DPpOLRUDWL
sur un faisceau de fibres (excaméra permettant une amélioration de la sénsjb

sources de lumiere a forte luminance, interférometre contrdleur miniature).

/ID VRXUFH HVW DFWXHOOHPHQW XQH OLPLWDWLRQ DX]
QH SHUPHW SDV GIXWLOLVHU OH PD[LPXP GHV SHUIRL
conviHQW GYH[SORUHU SOXV DYDQW OfYH[LVWHQFH GH VF
(«laser incohérent ?)

/ID SURIRQGHXU GYLPDJHULH HVW GDQV OH VFKpPD DFW
et déja imaginé une nouvelle géométrie optique permettantia lanfgain en résolution
WUDQVYHUVH XQ JDLQ HQ VHQVLELOLWpP HW OD SRVVI
brevet correspondant est en cours de dép6t.



Conclusion

Nous avons proposé et réalisé au cours de ces travaux plusieurs approches
instrumenDOHVY QRXYHOOHY SHUPHWWDQW GH UDSSURFKHU VLJ
&KDPS GIXQH DGRSWLRQ FOLQLTXH

Un microscope OCT Plein Champ optimisé pour un usage clinique a été développé,
PRQWUDQW GHV SHUIRUPDQFHV GplLhQdeVey Di@\Vergahipi?/ DW G
GITXWLOLVDWLRQ WHVWpH HW YDOLGpH HQ FRQGLWLRQ FOL¢
études pilotes sur différents cas cliniqués diagnostic peropératoire de biopsies de cerveau,
le diagnostic peropératoire du tissnammaire, et le contréle préopératoire de greffons
cornéens. La méthodePrPH VL HOOH QH IRXUQLW TXfXQH SHWLWH SL
VXU XQH ODP H dé&pHKttellieViehaeRr perfdrmances de diagnostic en particulier du
pointdevuedeOD VHQVLELOLWpPp /fLQVWUXPHQW GpYHORSSp D IC
des fins de recherche par la société LLTech (L@Rtscanner).

3DU DLOOHXUV SOXVLHXUV DSSURFKHV PXOWLPRGDOH\
certaines limitations dare diagnostic identifiées au cours de ces études pilotes, en particulier
du point de vue de la spécificité. Un couplage avec un microscope confocal Plein Champ a été
réalisé, permettant demettre de la lumiere sur les noyaux cellulaires, qui représen un
structure cellulaire sur laquelle le diagnostic histologique se repose grandement. Une nouvelle
modalité de contraste, basée sur la visualisation tomographigue des mouvements
intracellulaires, a été proposée, permettant de révéler des détaiiresllinaccessibles avec
un contraste OCT seul, laissant envisager des performances de diagnostic améliorées.

Enfin une nouvelle approche instrumentale en endoscopie a été proposée, permettant de
réaliser un prototype transférable en condition clinigepaOLRUDQW FRQVLGpUDEOH
OTDUW HJ[LVW bRdayraphigudabtéd Hesblubdom situ est rendue envisageable, visant
XQH DLGH WHPSV UpHO j caDoGHXFQLN IER @ SSLHH | HORAVX/H UT X TXQ F
GHV PDUJHV GYp[pUqgVH
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faisceau non polarisant large bande 60000nm. Le diaphragme de champ permet de i

iter

Of{BLUDJH GH OYpFKDOWLOORQ | XOH DLUH FRXYUL

QW OD |

GH OD |[ROH pPHWWULFH GX EXQGOH HVW JURVV.L.E3

5H PDQL

Figure21 LPDJHV 2&7 30HLO &KDPS GIX0O YHU & (OHJD

QV j OfCL

grandissements différents

Figure22 LPDJHV 2&7 30HLO &KDPS GIX0O pFKDOQWLOOH

Q GH VI

grandissements différents (x10 et x40). Les images obtenues avec le grandissement x40 sont le

UpVXOWDW GIX0Q VWLWEK Liggs)seloH uBeOnosaigdeX.U.V...L P.D.J.

vV DFTX

Figure 23: indice de réfraction du miroir de référence en fonction du coefficient de réfle

xion

cible, SRXU XO PDWpULDX HQO LPPHUVLRQO GDQ.V.QJHDX

HW GDC

Figure 24 & RXUEH GYHIILFDFLWp TXbB6ys ATOR4B.G.X..F.D.S.\AWO

H XU 3KR

Figure 25: Spécifications du capteur CMOS Photonfocus A1024B

Figure 26: schéma en coupe (& gauche) et photos (au centre) duddrtillon développé

$ GURLWH OH OLTXLGH GYLPPHUVLRQ FROQG Liféht Be) O

HQ ER:

OTPFKDQW.LOOR.Q . oot 44

Figure 27: photos du dispositif finattLight-CT scannerd LTech




Figure28 GLDJUDPPH ORJLTXH GH OYfDOJRULWKPH GIYR

SWLPLV

OTLOWHULPURPOW.UH.........oooiiiiiiiiiee e 46

Figure29 LPDJHV 2&7 30HLO &KDPS GYXO FHUYHDX GH

UDW IL]

visualisation. A gaucheimage grand champ (16x13mm) résultat du stitching de 22x18

champs imagés éléntaires, au milieu image de grandissement intermédiaire (4x4mm)

apres zoom numeérique, a droitehamp élémentaire............cccooovueeiiiiiemiiiiiiiiiiiines 49

Figure 30

FDSWXUH GIpFUDQ GX ORJLFLHO GYDFT: Xt d§WLRQ G

YLVXDOLVDWLROQ GYXQ FKDPS ))2&Z: imayge mBcS¢dpigueHLe

[ —P

FDUUp URXJH GDOV OYLPDJH PDFURVFRSLTXH FRUU

HVSRQG

pUpVHOWpH FRUUHVSROG | OD MROFWLRQ...G.HU.P.H..p59

LGHUPH

Figure31 VSHFWUH GH WUDOQ VP L#&délsiRoDndPsdI®CHAmeeS podt Uné

TKXLO

épaisseur de cellule de MeSUre de LCMLu......o.u.iiiuuiiiieeeieiiee e eeeee e e eaaeaaas 53

Figure32 VLPXODWLRQ =HPDJ[PIGH X L&IOXMHOFH. B® H

GH OD

pFKDOWLOORQ VXU OD TXDOLWpP.RSWLTXH.GYLRDJB

JLH

Figure 33: spectres des différents élénts constituants le spectre effectif. En blsaurce

halogéne, en violetréponse détecteur, en rouge et vdiltres passehaut (@610nm) et

passeEDV # QP GpOLPLWDOW OD EDOGH VSHFWUDQ(

H GILO

rose représentelab@GH VSHFWUDOH HIIHFWLYH GX V\VWqPH

1 GY2&7

AEfiNIr 1a rESOIULION AXIAIC....... oo 55

Figure34 LPDJHV )) 2&chaBtiloh de peau coupé transversalement a diverses

profondeurs. SGglande sébacéeBCC: carcinome basoFHO O XODLUH /IpS

L GHUPH

FRXFKH VXSpULHXUH K\SHUUpPplLQHEWLYH.GH..QY.L.R.D3

+

Figure 35: image OCT (Thorlabstj JDXFKH HW ))2&7 | GURLWH

TXQ pFl

en face (Gscan). Profondeur A0UML.........couvuuuiiiieieiiiieeeeee e emeeeeeeeiaeeeesnnaeees

Figure 36: image transverse B/ F D Q

LQ SDU

haut) et FFOCT (en bas)

Figure37 LPDJHV HO PLFURVFRSLH PXOWLSKRWROLTX

i JDXF

échantillon de peau (derme)

Figure38 ,PDJH 2&7 30HLQ &KDPS JDXFKH HW KLVWR

RJLH

KXPDLQO /Y2&7 30HLOQ &KDPS OH SHUP H Wla8d3 ndisthpokt

¥WLQJIX

un contraste important sur le tissu fibreux de SOUtIEN.............ooeuvvienieeerieiiiiiiiiiiiiinnnnns 98

Figure 39: Images comparées OCT Plein ChampiMfKR ORJLH GJXQH ELRS

[¢

~

VLH GH

a GpWDLO GIXOH JRDHGEMW DO S HIHTHR G pIWEODX. G HY

XIOH JOTL

sébacée. SCstratum corneum SS: Stratum SpinosumSE: Derme Superficie]l HF :

Follicule pileux; SG: Glande Sudapare. Images tirées de [5Q]

Figure 40: schéma du montage expérimental.:ldburce halogéne ; FBguide de lumiére :

fibres ; ZO: objectif zoom C : Caméra; PT : transducteur piézoélectriqueRM : miroir de

référence S: Echantillon

Figure 41: FDUDFWpULVWLTXHV FROVWUXFWHXU GH OfR

EMHFWL

(Keyence VHZ100R)

Figure 42: détails du montagexpérimental réalisé. ZOobjectif zoom C : caméra; PB:

lame pelliculaire; PZT : actionneur piézoélectrique

Figure 43 LPDJHV 2&7 30HLQ &KDPS GIXOQ pFKDOQWLOOH

¥Q GH VI

montage a grossissement variable précédemment décridifiocytes CF : Fibres de

collagene. Taille du champgauche: 600 um, droiteé 350 PM.........cc.oevveiiieniiieniieenennnn 10

Figure 44: schémas représentatifs de solutions instrumentales alternatives pour la

UpDOLVDWLRO GIXQ V\VWgPH 2&7 3OHLOQs&KPS | JU

DQGLVV

interférométre de Linnik. Gauche XWLOLVDWLRQ G IR EfMddtoWwdel V 1R

RP 'URL

plusieurs interférometres de Linnik déplacables dont les objectifs ont des grandissems

bNts

différents

17¢




Figure45 6HFWLRQLOQJ RSWLTXH SDU LOOXPLODWLRQ

VWUXFW

defocus sur les fréquences spatiales illustrant le flou plus rapide sur les detallssléms

GIXQH LPDJH G UHSUpVHOWDWLROQO VEFKpPDWLTXH

S1XQ PD

volumique illustrant le principe de la coupe optique réaliségf: image de fluorescence

conventionnelle (e) et par lllumination Structurée (f) de celluted th membrane a été

PDUTXpH 4XDOQWRP 'RWV LOOXVWUDOQW OD FDSDFL

Wp GH F

Figure 46 6 FKpPD GH O9JL QV WtobBirhBA FE@OTH 8IR &Slporesceng

e.

S: Source (halogéne)C1: caméra voie de fluorescence, C@améra FFOCT, M1, M2:

objectifs de microscopeP1, P2: modulateurs piézoélectrique&l, F2: filtres ; G : mire de

Ronchi; B : Cube séparateur. Les seaasembles en pointillé correspondent aux

PRGLILFDWLRQV DSSRUWpHVY DX PROWDJH ))2&7 SRX

U OfLQ"

les nombreuses similitudes des 2 approches.
Figure 47 VSHFWUHV GYDEVRUSWLRQ HW..GYpPLVV.LRDI3

GH OTDF

Figure48 LOWHUIpURJUDPPH HO XQ SRLOW SRXU X0Q G

SODFHEF

permettant la mesure de la longueur de cohérence effective de la saurce
Figure 49: mesure de la réponse axiale a un plan fluorescent pour la voie.SIM 116

Figure 50 ,PDJHV ))2&7 GIYXQ pFKDOWLOORQ GH SHDX L

QFOXDQ

zooms a plusieurs niveaux de la jonction derme/épiderme ((b) et (c)). D: Derifiitere€:de

collagéne; CC: cellules cancéreuses; K: kératocytes; fleches dans c: noyaux de cellu

es du

stratum spinosum

Figure51 LPDJHULH PXOWLPRGDOH ))2&7 6,0 GIXQ IRO

OLFXOH

E LPDJH ))2&7 6,0 FRPELOpH F JRRP VXU OYLPDJH

))2&7 U

fluorescence SIM sur la méme zone; e: images fusionnées. Les cellules sont marqués

S par des

fleches en c, d et e, illustrant la bonne corrélation entre les 2 méthades
Figure 52 GLIIpUHOQWHYV Y X H Vfolkculg WéeuO.R.JLT.X.HV..G.I1X.0Q.119

Figure 53: Imagerie multimodale FFOCT/SIM de la jonction derme/épiderme (E/D). a

image FFOCT, b : imageFFOCT/SIM fusionnéec LPDJH ))2&7 GYXdQH S

DSLOOH

signal de fluorescence SIM correspondaat image fusionnée résultant de c et d. Quelq

LIeS

noyaux cellulaires sont indiqués en c, d et e de maniéere a visualiser la bonne corrélati

DN

entre les 2 vies
Figure 54: histologie de la jonction derme/épiderme

RPH EDY\

Figure55 ,PDJH PXOWLPRGDOH ))2&7 6,-0elbdilcQCC)Bituéa 1@

jonction derme/épiderme. Amage FFOCT: b :

image combinée FFOCT/SIM : zoom sul

OJLPDJH ))2@&neé z8rie déJprolifération tumorale: image fusionnée FFOCT/Sim

e

la méme zone. Quelgques noyaux sont pointés par des fleches en c et d, de maniére a

illustrer

la bonne corrélation entre les 2 voies

Figure 56: images OCT Plein Champ (gauche), OCT Plein Champ a contraste dynam

que

FHOWUH HW IXVLROQ GHV GHX[ LPDJHV SUpFpGHOW

HVY GUR

fraichement excisé. Enbas ]RRPV VXU OHV PrPHV LPDJHV SRXU

XQH ]R

GIXQ YDLVVHDX —FKHOROROQOGHXU GYLPDJHULH...

Figure 57: images comparées OCT Plein Champ Dynamique (gauche) et histologie ty

ique

GURLWH GH IRLH GH UDW /HV IOgFKHV VXU..OJLRA

JH 2&7 L

Figure 58: images OCT Plein Champ (gauche), OCT Plein Champ a contraste dynam

que

FHOWUH HW IXVLROQ GHV GHX[ LPDJHV SUpFpGHOW

HVY GUR

fraichement excisé. Enbas]RRPV VXU OHV PrPHV LPDJHV SRXU

XQH ]R:

—P 3URIROGHXU GYLPDJHULH. ..=P......cccoovrrrrrnnnnn. 13

Figure 59: Images comparées OCT Plein Champ a contraste dynamique (en bas a dr¢

ite) et

histologie du cerveau (biopsie de cortex. Les fleches en orange indiquent des neurond

s, les

fleches en bleu des cellules glandulaires (pinealocytes)




Figure 60: images OCT Plein Champ (gauche), OCT Plein Champ a contraste dynam

que

FHOWUH HW IXVLROQ GHV GHX[ LPDJHadan d&der-(hudndi) W

HV GUR

fraichement excisé, correspondant a une marge tumorale. Eciéidgim. Profondeur

GILPDIHULH. . ....c= P 13

Figure 61: simulation des fluctuations temporelles du signal interférométrique pour 1

oxel,

pour un déplacement aléatoire des diffuseurs selon X.et.Z...........cccoooovvuemmeunciiinnnnnnnn. 13

Figure 62: simulation des fluctuations temporelles du signal interférométrique pour 1

oxel,

pour un déplacement aléatoire des diffuseurs selan.X............ccooeevvvuemiieiiiiinniiiinnnnnnns 13

Figure 63: simulation des fluctuations temporelles du signal interférométrique pour 1

oxel,

pour un déplacement aléatoire des diffuseurs selan.X............cooeovvvuemiieiiiiinniiiinnnnnnns 13

Figure 64: évolution du signal eynamique> (écart type sur une série de 500 acquisition

s)

en fonction du nombre de diffuseurs par vaxel

Figure 65 (YROXWLRQ WHPSRUHOOH GX VLJODO GYLOW,

HUIpUHC

VLIQLILFDWLYHV SUpVHQFH GH PRXYHPHOW j OfLQ

WpULH X!

dans un espace INEERIUIAITE. .............oivuniiieiiii et seeeme e e eeeeeeeeeeneeenss

Figure66 HOGRVFRSH IOH[LEOH FRORVFRSH | JD aR&auK

HW GpV

opératoires de la partie distateendoscope rigide (laryngoscope) a droite..................

Figure 67 LPDJHV GYHOGRP tdfetR 80BR 8 galicReBodh Rain (cryptes), 4

D

drote DGpORFDUFLORPH &KDP GYbNBOKKWLIRO WUD

VYHUVH

>GIDSUQGV...@

Figure 68: images de microendoscopie a 2 photons a sonde rigide de cerveau de sou

s, en

GLIIpUHQWHYV JROH G Headiites, S-& Rfelréh&84+ : 8erdrite large.

%DUUHV GHppR.Kdddubad transversd,5um SURIRQGHXU GYLPD

JHULH

7THPSV GYDFTXLVLWLRQ W\SLTABD SRPM.2...1@.D.JH......14

Figure 69: images OCT endosp@ue en artériologie. En hautvisualisation radiale mettarjt

HQ pYLGHQFH OD SUpVHOQFH G Y X QodpsSlanbifidridle@8ldaMekapURPH (0
SDUWLU GIXOQO YROXPH DFETXLV SDU UHWUD.LW.SURIOWHVVLYH
Figure 70 LOIOXHQFH GX GpFDODJH GH LPDJHV VXUI®AH FRQW
Figure 71: évolution des bruits du capteur CMOS en fonction de la charge (résultats d

SIMUIATION) ...ttt ettt emeea e e et e e e e e e e e eeaeeeesmmmes i eeeesnneeeennseeesnns 151

Figure 72 FDSWHXU &026 | JDXFKH HW FDPpUD UDSLG j GUR
Plein Champ AEVEIOPPES. .......euvueiiiieeeeeeeeee et e e e e et eeemmeeeeaseseeesnnnsseeeeesnnmmeees 15

Figure 73: images FFOCTexXYLYR GIXOQ pFKDOWLOORQ GH SHDX LPDJp
optimisée pour FFOCT (a gauche), et de la caméra commerciale utilisée dans le mier¢scop
))2&7 GpYHORSSp DX &KDSLWUH SKRWRO)RFXV 1BIRXU XQ
Figure 74 SULQFLSH GIJXOQ V\WNOWWPRAHIBYRLHGWUHYV LOFOXIDQW XQ
IS T T T T T 15

Figure 75 UHSUpVHOWDWLRQ VFKpPDWLTXH GetahBethelww LLRQQHPH
VSHFEFWUH ODUJH.... I DS.UOV. 2.0 .cccccooiiiiieeeiiiieiieiaeeeeeea 15

Figure 76 VFKpPD GH OJHOGRVFRSH ))2&7...V\.RQG.H..U LGH GpY
Figure 77: représentation schématique de la sonde FFQCT..........cccccccccovvveeeeeennnn.... 162

Figure 78 SURWRW\SH GfHOQGRVFRSWejJefack, @pMaHORSSp D
SURWRW\SH PROWp VXU SODWLOHYVY GH GpSODFHPHQW [ \ ]
pieces exivo (biopsies). Remarquesur cette versin de prototype, la longueur de la songe

ST 0B OO ittt ettt ettt ettt e et emeee e e et e et e e et e e e eemmt e eeen e enneeeneeens 16

Figure 79 LPDJHV [ —P HQ GLIIpUHOQWIddwWmaRQaHa/fixg T X Q pFK
UpDOLVpV | OYDLGH GX PLFURVFRSH HQ KDXW HW GH OfHC

le plus approchantes possibles. Profondeur —P QRPEUH GYLPDIFHAMMFFXPXO|

WUDLWHPHOW QI.D.pWpP.DSSOLTX D i 166

18C



Figure 80: extraits de vidéos endoscopiques FFOCT réalisées sur biopsiezof@ saine

GITXOH ELRSVLH G kone/tuniorake izsue deBaéme biospie, (c) LPDJH GTXQ

pFKDOWLOORQ GH SDUDWK\URMG tiambfReRIE EhEMGIEDEFABZP XODW L

181
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