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DEDICACE

Pour se réaliser il faut d’abord apprendre a avancer,

une fois en mouvement, la seule facon de garder [’équilibre c’est de regarder en avant.. ..
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RESUME

Le larynx est responsable de la phonation, et son bon fonctionnement est essentiel pour
assurer une respiration et une déglutition adéquates. Le développement de cette structure
anatomique engendre une série de changement physiologique et morphologique. Au courant
de sa vie, de 1 a 9% de la population sera affectée par une pathologie laryngée, dont un
grand nombre affecte spécifiquement la population pédiatrique. Les enfants affectés par ces
pathologies laryngées sont particulierement susceptibles de développer des problemes addi-
tionnels de nature médicale, académique et psychosociale. Bien que plusieurs recherches aient
été effectuées pour comprendre le développement des cordes vocales et les pathologies laryn-
gées, plusieurs questions restent encore sans réponse. Le cycle de développement de cette
microstructure anatomique est incompris, principalement a cause des méthodes actuelles de
dépistage qui demeurent invasives. Par conséquent, les traitements thérapeutiques ou chirur-
gicaux sont peu adaptés a la clientele pédiatrique et certains résultats sont sous-optimaux.
Cette problématique illustre un besoin urgent pour un systeme d’imagerie non invasif dédié

a l'observation des cordes vocales en pédiatrie.

La conception et la validation d’un outil clinique pour 'imagerie intraopératoire des cordes
vocales comportent de nombreux défis. L’hypothése principale de cette these repose sur la
possibilité de caractériser les cordes vocales pédiatriques de facon minimalement invasive.
L’innovation est en grande partie attribuée a la conception et a la réalisation d’un systeme
d’imagerie ainsi que d’'une méthode permettant 1’étude systématique des zones du larynx
d’ou émergent les pathologies. Cette these vise a développer un outil et une méthode menant

a une compréhension plus approfondie de la maturation de cette microstructure

La tomographie par cohérence optique (ou OCT, de I'anglais « Optical Coherence Tomogra-
phy ») est une technologie d’imagerie laser utilisée depuis quelques années en ophtalmologie,
et récemment en cardiologie. Elle permet d’obtenir des coupes transversales (en profondeur)
avec une résolution de 'ordre de quelques microns. Cette technique permettrait donc d’ima-
ger les structures anatomiques des cordes vocales pédiatriques, jusqu'ici inaccessibles étant

donné la nature invasive de la biopsie.

Ayant identifié 'OCT comme une modalité d’imagerie optique potentielle pour l'analyse
des cordes vocales et des structures avoisinantes du larynx, I'objectif est de définir et de
caractériser de fagon optique la microstructure des cordes vocales. Une validation est réalisée
dans un premier temps a partir d’'une étude ex vivo sur différents spécimens cadavériques

d’animaux et d’humains. Ces spécimens ont été analysés en OCT pour identifier les éléments
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liés aux étapes de maturation des cordes vocales. Une comparaison systématique entre la
tomographie par cohérence optique et 'histologie permet d’identifier, pour chaque population

étudiée, des caractéristiques spécifiques a cette structure anatomique.

Ces résultats encourageants ont permis le développement d’une sonde intraopératoire adap-
tée a I'imagerie des cordes vocales pédiatriques couplée a un systeme SS-OCT (SS-OCT, de
I'anglais pour « Swept Source Optical Coherence Tomography »). Le systéme permet d’ac-
quérir des images du larynx en temps réel et des acquisitions tridimensionnelles en quelques
secondes. La sonde et le protocole d’acquisition permettent d’obtenir systématiquement des
données volumétriques de la région d’intérét : les plis vocaux ou de nombreuses pathologies

prennent forme.

Cette approche permet d’élaborer les premieres études quantitatives du développement vocal
sur des patients avec des cordes vocales saines en salle opératoire. Le profil d’atténuation du
signal OCT a été étudié au sein de jeunes enfants (0-2ans) et d’adolescents. Ces deux groupes
de population pédiatrique possedent des caractéristiques optiques significativement distinctes,
pouvant potentiellement représenter un changement anatomique dans la microstructure de

la corde vocale.

La caractérisation optique des cordes vocales pédiatriques saines permet d’identifier plus faci-
lement les pathologies laryngées. Une étude réalisée aupres d’une dizaine de cas pathologiques
pédiatriques en salle opératoire permet d’identifier le contraste OCT des lésions bénignes. La
caractérisation des lésions comme les nodules, kystes, pseudo-kystes et 1ésions causées par le
virus du papillome humain a été réalisée. La morphologie sous-épithéliale de ces lésions est
différente de celle obtenue par endoscopie, qui est de nature superficielle. Les images OCT
des 1ésions révelent une indication d’hyperplasie ou d’hyperkératinisation dans certains cas
de nodule. Les kystes et pseudo-kystes sont nettement localisés plus profondément dans la
corde vocale. Les données volumétriques des lésions permettent également de délimiter les

marges et extraire les dimensions des 1ésions.

Ces résultats apportent des données supplémentaires jusqu’ici inaccessibles avec les tech-
niques traditionnelles, ce qui ouvre la voie vers des thérapies adaptée aux enfants. La nature
non invasive et non ionisante de ’OCT permet aussi d’envisager son utilisation comme un
compagnon diagnostique permettant de guider les interventions peropératoires pour préserver

au maximum les fonctions de cette microstructure unique.
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ABSTRACT

The larynx is responsible for phonation, and its proper functioning is essential to breathing
and swallowing. The development of this anatomical structure creates a series of physiologi-
cal and morphological changes. In one’s lifetime, 1 to 9 % of the population will be affected
by a laryngeal pathology, many of which specifically affecting the pediatric population. Chil-
dren afflicted by laryngeal pathologies are particularly likely to develop additional medical,
academic and psycho-social issues. Although several research studies have been conducted to
understand the development of the vocal folds and laryngeal lesions, several questions remain
unanswered. The development cycle of this anatomical microstructure is poorly understood,
which is mainly due of current lack of noninvasive evaluation tools. This results in thera-
peutic or surgical treatments not being perfectly adapted to the pediatric clientele and some
results are thus suboptimal. This issue illustrates the urgent need for non-invasive imaging

system dedicated to the observation of the vocal folds in the pediatric population.

The design and validation of a clinical tool for intraoperative imaging of the vocal folds
have many challenges. The main hypothesis of this thesis related to the noninvasive char-
acterization of pediatric vocal folds. The innovation is largely attributed to the design and
implementation of an imaging system and a method for the systematic study of the larynx,
especially in areas from where diseases originate. This thesis aims at developing a tool and

a method leading to a deeper understanding of the maturation of this microstructure.

Optical coherence tomography (OCT) is an optical imaging technology adopted in ophthal-
mology and recently in cardiology. It provides cross sectional (in depth) images with a
resolution of a few microns. This technique allows imaging of anatomical structures of the

pediatric vocal folds, without the negative consequences associated with biopsy.

Having identified OCT as a potential optical imaging method for the analysis of the vocal
folds and surrounding structures of the larynx, the objective is to define and characterize the
microstructure of vocal folds. A validation is initially performed using an ex vivo study of
different cadaveric specimens, animals and humans. These specimens were analyzed using
OCT to identify elements associated with stages of maturation of the vocal folds. A system-
atic comparison of optical coherence tomography with histology was carried out to identify

specific characteristics of each population.

These encouraging results have enabled the development of an OCT system coupled to a
handheld probe adapted for intraoperative imaging of the pediatric vocal folds. The sys-

tem can acquire laryngeal images in real time, and three-dimensional data sets in seconds.
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The probe and its associated acquisition protocol were developed to systematically obtain

volumetric data of the vocal fold edge: the origin of many pathologies.

This approach allows the development of the first quantitative studies of vocal development
of healthy patients in the operating room. The OCT attenuation profile was studied in
young children (0-2years) and teenager (11-16years). These two pediatric populations show
a significant difference in their optical characteristics, which is associated with anatomical

changes in the microstructure of the vocal folds.

Optical characterization of healthy pediatric vocal folds leads to easier identification of laryn-
geal pathologies. A study of ten pediatric pathological cases was performed in the operating
room to identify OCT contrast of benign lesions. Characterization of lesions such as nodules,
cyst and pseudocyst, as well as lesions caused by the human papilloma virus was performed.
Subepithelial morphology of these lesions is different from that obtained by endoscope, which
is superficial in nature. OCT images of the lesions reveal an indication of hyperplasia or hy-
perkeratinization in some nodule cases. Cysts and pseudocysts are clearly located deeper in
the vocal cord. Volumetric data also help delineate the margins and extract the dimensions

of the lesions.

These results provide additional information previously inaccessible with traditional tech-
niques, which paves the way for therapies suitable for children. The non-invasive nature of
OCT also allows to consider intraoperative guidance in order to preserve this unique mi-

crostructure.
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION

1.1 Mise en contexte

Ryan est admis a I'hopital. Il a une pathologie récurrente : le virus du papillome humain
(VPH). C’est la troisieme fois qu’il est admis a 1’hdpital cette année. D’une voix quelque peu
effarouchée, il cache mal son mécontentement d’étre dans la salle d’attente a 7 :00 du matin.
La procédure prévue consiste a lui briiler, au laser, des papillomes localisés sur ses cordes vo-
cales et sur les structures anatomiques avoisinantes. Ces papillomes envahissent littéralement
la trachée et non seulement empéchent de parler librement, mais peuvent également nuire a

la respiration.

Etant donné la sévérité de la situation, Ryan entre rapidement sur une civiere dans la salle
de chirurgie, avec sa meére et deux infirmiéres. La salle ne fait pas plus de 5 m?. Entre ses
mains et toujours conscient, il joue avec une tablette électronique. Souvent en pédiatrie, une
tablette électronique est disponible pour distraire les enfants. Tranquillement, avec un doigté
efficace et une grande considération, I’anesthésiste enfile un petit masque au jeune homme
qui est emballé par les jeux animés. Il suffit de quelques minutes pour s’apercevoir que Ryan
est tombé dans un profond sommeil. C’est alors que les membres de la famille quittent la

salle d’opération et le corps médical se met a l'oeuvre.

Une trentaine de minutes se sont écoulées entre l’entrée de Ryan et le « timeout ». Le « ti-
meout » est un moment critique ou le silence complet regne en salle d’opération afin de
permettre a 'infirmiére en chef de donner I’dge du patient, les antécédents médicaux et un
rappel de la procédure clinique prévue. Bien que Ryan ne soit pas tout a fait conscient de
la raison pour laquelle il est traité ou combien de temps ce manege risque encore de durer,
aujourd’hui Ryan vient de bénéficier de la premiere intervention sur les cordes vocales pé-
diatriques avec une technologie laser nommée la tomographie par cohérence optique. Cette
sonde laser nouvellement développée permet de visualiser les structures anatomiques sous
la couche superficielle, jusqu’ici invisible au clinicien autrement qu’avec un prélevement et

I’analyse histopathologique du tissu.

Sachant que pres d'un dixieme de la population sera touchée par un trouble de la voix au
cours de sa vie, il serait intéressant d’évaluer le potentiel de cette technologie non invasive.
Pouvons-nous améliorer les traitements a l'aide de ce nouvel outil 7 Si oui, Ryan, tout comme
6 a 9% des enfants pourront éventuellement bénéficier d’un traitement adapté a leur age, sexe

et degré de maturité anatomique. Il pourrait également permettre d’observer et d’identifier



différentes lésions bénignes comme les nodules, les kystes, les polypes et les 1ésions causées par
le virus du papillome humain. Les conséquences de cette intervention seront surprenantes pour
tous. Je vous propose, au travers de 'histoire de Ryan, le dévoilement de la problématique
clinique et la mise en oeuvre d’un instrument médical afin de comprendre un peu mieux les

cordes vocales et la mise en examen de certaines pathologies laryngées chez les enfants.

1.2 Problématique clinique

Le larynx joue un role vital dans la préservation des fonctions essentielles comme la respiration
et la déglutition. Bien que la plupart des mécanismes en jeu ne soient pas sous notre controle,
ils demeurent capitaux. A titre d’exemple : Paiguillage de la nourriture vers le canal digestif
(cesophage) ou bien la fermeture automatique des cordes vocales ou encore le mouvement
ondulatoire des cellules cillées qui permettent de faire remonter a la surface les substances
étrangeres sont tous des mécanismes mis en oeuvre par le larynx. Ces nombreux mécanismes
visent tous a protéger les voies respiratoires. Sur une échelle moins vitale, mais tout de méme
essentielle, le larynx permet la phonation : transformer ’air expulsé par les poumons en une
onde sonore. Ces exemples illustrent tout juste la complexité des mécanismes en jeu dans le

larynx.

Malgré I'importance individuelle de chaque élément constitutif du larynx : cartilage, ligament,
muscle et nerf, les cordes vocales (ou plis vocaux) demeurent la structure anatomique centrale
du larynx. Elles sont au coeur de tous les mécanismes physiologiques effectués par le larynx.
Ces plis vocaux participent a la fois a la fonction respiratoire, a la fonction de déglutition
et a la fonction de phonation. L’intérét porté aux cordes vocales est multiple. D’une part, il
est de nature médicale étant donné que les cancers reliés au larynx apparaissent souvent a
I'interface glottique (I’ouverture formée par les cordes vocales) [Lalwani (2011)]. D’autre part,
il est physiologique, car un changement méme mineur aux cordes vocales (élasticité, viscosité,
lésion) peut entrainer des troubles séveres de la phonation [Hirano et al. (2009)]. La phonation
n’est possible que si les cordes vocales arrivent a régulariser adéquatement la pression et le
flux d’air provenant de 'espace sous-glottique (sous les cordes vocales). Elles agissent comme
un régulateur d’air vers les poumons [Noordzij et Ossoff (2006)]. Cette ouverture synchronisée
des cordes vocales est alors essentielle non seulement a la respiration, mais également a la
génération de la voix. La Figure 1.1 illustrée a la page suivante montre une coupe histologique
coronale du larynx. Elle permet de localiser les nombreuses structures importantes du larynx.

On y retrouve notamment au centre les cordes vocale et I’espace glottique.



Vraie corde vocale

Ligament crico-thyroidien

Cartilage cricoide

Vraie corde vocale

Figure 1.1 Coupe histologique du larynx sur le plan coronal. Insert représentant la position
des cordes vocales au sein du larynx. Les couches de la muqueuse sont : 1’épithélium, la lamina
propria et le muscle de vocal (adapté de Netter (2010)).



Un déreglement dans la synchronisation ou I'apparition d’une lésion peut engendrer des com-
plications multiples dont la sévérité dépend de la nature et de l'ampleur de la pathologie.
Les pathologies bénignes peuvent étre provoquées par des troubles de communication ty-
piquement attribuables a une surutilisation de la voix. Cette manifestation est de plus en
plus visible dans les sociétés occidentales ou l'usage de la voix est essentiel dans le milieu
professionnel [Martins et al. (2010)]. L’exposition a certains facteurs pathogenes, tels que le
tabagisme, ’abus d’alcool et la pollution de l'air contribuent a accentuer ces troubles de la
voix [Pelucchi et al. (2006)]. Il existe également des pathologies beaucoup plus séveres comme
la paralysie d'une corde vocale, les laryngites chroniques, la sténose du larynx et ’appari-
tion de tumeurs vocales. Dans ces situations, les conséquences sont tres sérieuses et peuvent
provoquer une insuffisance respiratoire et méme la mort [Hartnick et Boseley (2008)]. Les
troubles du larynx et les facteurs étiologiques qui y sont associés sont multiples et dépendent
grandement de ’age des patients atteints. En effet, le larynx subit d’importants changements
d’un point de vue anatomique et physiologique durant son développement. Comme illustré
a la Figure 1.2, le larynx de I'enfant est particulier et n’est en aucun cas une version réduite
du larynx adulte, mais plutdt un organe en cours de développement. Cette distinction, entre
I’anatomie adulte et pédiatrique, est essentielle a ’évaluation clinique et au traitement des

pathologies [Sapienza et al. (2004)].

Figure 1.2 Comparaison entre un larynx adulte et celui d’un enfant (adapté de Hartnick et
Boseley (2008)). (a) Adulte vue antérieure (b) enfant vue antérieure (c¢) adulte vue postérieure
(d) enfant vue postérieure.

Malgré les nombreuses études biomécaniques [Goodyer et al. (2006); Dailey et al. (2009); Goo-
dyer et al. (2009); Sidlof et al. (2008); Heris et al. (2016); Miri et al. (2014)], biologiques [Awd
Allah et al. (2009); Valter et al. (2005); Bartlett et al. (2012)] et physiologiques [Fink (1974);
Branski et al. (2006)] réalisées, peu d’études portent sur les mécanismes qui gouvernent le

développement ou la maturation des cordes vocales. Cette situation est principalement tribu-



taire d’'un manque de spécimens cadavériques pédiatriques. Les conclusions tirées des études
histopathologiques chez ’adulte ont permis d’émettre des hypotheses quant a un modele pé-
diatrique. Cependant, ce modele, qui est basé sur le contenu en élastine et en collagene des
plis vocaux, est imprécis et ne permet pas d’identifier le moment opportun pour intervenir
en cas de pathologie. Enfin, les conclusions de plusieurs études convergent pour établir que
le traitement des pathologies laryngées pédiatriques exige une compréhension complete des
mécanismes en jeu lors de la différenciation structurelle des couches vocales. A ce jour, il

n’existe aucun moyen d’évaluer le degré de maturité vocale de fagon non invasive.

Actuellement, 1’évaluation clinique des troubles de la voix s’effectue au moyen d’une laryn-
goscopie directe (sous anesthésie générale) ou indirecte (avec ou sans anesthésie locale) afin
d’identifier tout élément irrégulier : une géométrie ou une rigidité particuliere. Ces examens
par endoscopie vidéo s’averent utiles pour visualiser des endroits autrement inaccessibles. Les
endoscopes en laryngologie ou dans toute autre discipline offrent autrement des optiques an-
gulaires et la possibilité de visualiser en gros plan des structures d’intéréts. Bien que ceci soit
crucial au diagnostic, ’endoscopie vidéo n’offre aucune information quantitative ou complé-
mentaire sur le métabolisme, la physiologie ou la concentration cellulaire. Enfin, le diagnostic
repose principalement sur I'apparence de la surface des cordes vocales ou des structures envi-
ronnantes. Les limites de 1’endoscopie sont rapidement atteintes en laryngologie : étant tres
peu vascularisée, la vraie corde vocale offre tres peu de signes précurseurs d’'une patholo-
gie. En fait, la plupart des pathologies prennent naissance sous la couche épithéliale qui est

invisible au clinicien.

De plus, il est difficile de différencier ces lésions sous-épithéliales cliniquement et histologique-
ment [Dailey et al. (2009); Goodyer et al. (2009); Sidlof et al. (2008); Barriga et al. (2007)].
Par exemple, la surface des nodules et kystes est relativement similaire a I’endoscopie, étant
donné qu'’ils apparaissent comme, une déformation de la couche épithéliales. A ce jour, consi-
dérant que les stratégies de traitement different pour chaque type de lésion, la recherche de
caractéristiques déterminante pour 1’évaluation des lésions bénignes demeure essentielle [Awd
Allah et al. (2009)].

Les modalités d’imagerie radiologique telles que 'imagerie par résonance magnétique (IRM),
la tomodensitométrie (TDM) (anglais, « CT-Scan »), les rayons X et les ultrasons ne sont
malheureusement pas en mesure d’évaluer correctement 'intégrité de la muqueuse des cordes
vocales. Leur résolution est insuffisante pour visualiser les caractéristiques microscopiques
et leur contraste dans ce contexte est faible. Malgré les risques associés, la seule option

pour déterminer le type et ’étendue des pathologies affectant le larynx demeure 1'utilisation



de biopsies chirurgicales. Bien que la biopsie suivie par 'histologie soit le « gold standard »
clinique, elle produit une grande quantité de faux résultats négatifs dus a des erreurs d’échan-
tillonnage, et n’est donc pas adaptée pour analyser de grandes surfaces. De facon encore plus
importante, la biopsie de la corde vocale peut provoquer des cicatrices, ce qui peut nuire a la
qualité de la voix [Valter et al. (2005)]. D’autant qu’un prélevement chez de jeunes enfants

risque de perturber l'intégrité et le développement la corde vocale.

Le caractere invasif des traitements actuels en laryngologie donne lieu a une recherche de
solutions alternatives. Une option de plus en plus explorée consiste en 'utilisation de techno-
logies d’imagerie optique. Quelques études ont montré que I'utilisation de modalités optiques
non invasives permet d’éviter la biopsie et les conséquences qui y sont associées [Wong et al.
(2005); Klein et al. (2006); Boudoux et al. (2007)]. La Figure 1.3 permet d’illustrer le posi-
tionnement des technologies optiques par rapport aux modalités radiologiques traditionnelles

en ce qui a trait a la résolution et a la profondeur du champ de vue (appelée pénétration).

Standard clinique

1 mm IRM-TDM
Ultrasons

(=)
S 100 um
=
9
3
g 10 um .
@D Tﬂrl:'ngrﬂphlE par
c cohérence optique

1 um

Microscopie
confocale
100 um 1 mm 1cm 10 cm

Profondeur (log)

Figure 1.3 Résolution des modalités optiques (adapté de Drexler et Fujimoto (2008)).

On remarque que les modalités traditionnelles comme 'IRM et la tomodensitométrie (TDM)
peuvent imager trés profondément, mais leur résolution est limitée. Ces modalités sont excel-

lentes dans la détection des tumeurs de plus d'un centimetre de diameétre !. Toutefois, seules

1. Certains IRM a haut champ peuvent détecter des lésions plus petites, mais ces instruments sont tres
peu déployés en milieux hospitaliers.



les tumeurs avancées ont cette dimension dans la région anatomique du cou et de la téte.
Identifier une tumeur de I'ordre du millimetre est tres difficile a réalisé. Observer une lésion
cancéreuse ou bénigne dans la lamina propria de la corde vocale est présentement impossible

autrement que par le prélevement d'un échantillon suivi d'une histologie.

L’ultrason avec une résolution typiquement de 100 microns a 1 millimetre, selon la fréquence
utilisée, représente une avenue intéressante pour la visualisation des tissus mous. Toutefois, le
contraste de cette technique d’imagerie est insuffisant pour visualiser ou fournir des mesures

quantitatives précises sur les couches internes des plis vocaux.

Au centre de la figure, on note une technique d’imagerie médicale non invasive et en temps
réel, dotée d'une grande résolution : la tomographie par cohérence optique (ou OCT, de I'an-
glais « Optical coherence tomography »). L’OCT est une technique introduite par Huang et al.
(1991). Basée sur le principe d’interférométrie, elle permet de mesurer la provenance de la
lumiere rétrodiffusée pour obtenir des coupes transversales d’échantillons semi-transparents,
tels les tissus mous. Les premieres images ont été obtenues de la rétine [Fercher et al. (1993);
Swanson et al. (1993)] et des arteres coronaires [Huang et al. (1991)]. Depuis, cette modalité
minimalement invasive a grandement évolué. Elle est maintenant bien établie en ophtalmo-
logie. Certes, des conditions favorables aux modalités optiques ont permis a I’OCT de se
répandre plus rapidement dans cette discipline médicale. L’accessibilité : la cornée transpa-
rente permet une atténuation minimale de la lumiere avant d’atteindre le tissu a analyser.
L’imagerie a haute résolution : permet d’acquérir des images « en face » avec une précision de
I'ordre de quelques microns. Enfin, les motifs économiques : les faibles frais d’exploitation et
d’entretien sont des facteurs contributifs. Ces conditions favorables sont également valables
en laryngologie. C’est plutot 'incompatibilité avec ’appareillage endoscopique existant et le
manque de parametres quantitatifs, pouvant caractériser la pathologie, qui sont des facteurs

limitants I'intégration en clinique [Betz et al. (2008)].

Cette problématique souligne la nécessité de développer une sonde adaptée a 'observation
laryngale, notamment pour la clientele pédiatrique. Une sonde qui possede la capacité de
générer, de fagcon non invasive, des images de qualité comparable a celle de I'histologie. La
caractérisation du développement des cordes vocales, de la naissance jusqu’a 1’age adulte, per-
mettrait ainsi d’apporter des prédictions fiables et d’élucider certaines propriétés complexes
de cette structure multicouche, encore peu connue. Ces informations complémentaires, per-

mettraient d’enrichir les approches préopératoire, peropératoire et postopératoire.



1.3 Contribution originale

Bien que plusieurs sondes endoscopiques aient été développées ces dernieres années dans les
laboratoires de recherche, aucune n’est adaptée a un contexte laryngologique et encore moins
pour une clientele pédiatrique. Nous avons, dans le cadre de ce projet, concu, développé et

validé une sonde endoscopique OCT spécialement dédiée a la clientele pédiatrique.

Au terme de ce projet, plusieurs livrables ont été réalisés. L’originalité de cette proposition
réside, d'une part, dans 1’élaboration d’une étude sur le développement des cordes vocales,
jusqu’ici tres difficile a réaliser compte tenu du caractere invasif des approches actuelles ; et,
d’autre part, dans le perfectionnement d’outils et de techniques chirurgicales pour I'identifi-

cation des pathologies vocales.

Nous avons réalisé la premiere étude in vivo avec la tomographie par cohérence optique sur
le développement des cordes vocales et des pathologies pédiatriques. Cette approche permet
d’apporter des conclusions complémentaires aux études préalables sur les spécimens cadavé-
riques. Une nouvelle méthode de caractérisation des cordes vocales a également été créé. Cette
méthode de quantification des images OCT est basée sur des descripteurs morphologiques
(épaisseur, courbure, atténuation et texture). Ces informations servent a l'interprétation de
la densité de collagene et d’élastine, essentielles a la caractérisation des couches vocales. Cette
technique de caractérisation des couches de lamina propria apporte un regard et une richesse

additionnelle avec une combinaison d’informations structurelles et fonctionnelles.

Les publications suivantes listent les contributions réalisées durant le projet. La liste présente
les contributions a la littérature scientifique sous forme d’articles, de chapitres de livre ainsi

que de conférences internationales.



Article scientifiques

Benboujja, F., Garcia, J. A., Beaudette, K., Strupler, M., Hartnick, C. J. and Boudoux,
C., Towards a combined OCT-nonlinear probe for intraoperative imaging of pediatric vocal

fold. The Laryngoscope. (In preparation)

Garcia, J. A., Benboujja, F., Beaudette, K., Guo, R., Boudoux, C. and Hartnick, C. J.,
Collagen content limits optical coherence tomography image depth in vocal fold tissue. Oto-
laryngology—Head and Neck Surgery. doi : 10.1177/0194599816658005 2016.

Benboujja, F., Garcia, J. A., Beaudette, K., Strupler, M., Boudoux, C. and Hartnick, C.
J., Intraoperative imaging of pediatric vocal fold lesions using optical coherence tomography.
Journal of Biomedical Optics. doi :10.1117/1.JB0.21.1.016007, 2015.

Garcia, J. A., Benboujja, F., Beaudette, K., Guo, R., Boudoux, C. and Hartnick, C. J.,
Using attenuation coefficients from optical coherence tomography as markers of vocal fold
maturation. The Laryngoscope. doi : 10.1002/lary.25765, 2015.

Strupler, M., Beckley, A.M., Benboujja, F., F., Dubois, S., Noiseux, I., Mermut, O., Bou-
chard, J., Boudoux, C., Towards an automated method for OCT characterization. Journal

of Biomedical Optics. doi :10.1117/1.JB0.20.12.126007, 2015.

Maturo S, Benboujja, F., Boudoux C, Hartnick C., "Quantitative distinction of unique
vocal fold subepithelial architectures using optical coherence tomography,” Ann Otol Rhinol
Laryngol, 121(11) :754-60, 2012.

Kathy Beaudette, Mathias Strupler, Fouzi Benboujja, Stefan Parent, Carl-Eric Aubin, and
Caroline Boudoux, "Optical coherence tomography for the identification of musculoskeletal
structures of the spine : a pilot study," Biomed. Opt. Express 3, 533-542, 2012.

Simon Lemire-Renaud, Mathias Strupler, Fouzi Benboujja, Nicolas Godbout, and Caroline
Boudoux, Double-clad fiber with a tapered end for confocal endomicroscopy, Biomed. Opt.
Express 2, 2961-2972, 2011.

Wendy-Julie Madore ; Etienne De Montigny; Andréanne Deschénes; Benboujja, Fouzi;
Mikael Leduc; Anne-Marie Mes-Masson ; Diane Provencher ; Kurosh Rahimi ; Caroline Bou-
doux ; Nicolas Godbout ; Morphologic 3D scanning of fallopian tubes to assist ovarian cancer
diagnosis. Proc. SPIE 9689, Photonic Therapeutics and Diagnostics XII, 96894D, 2016.
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Chapitres de livre

Strupler, M., Deterre, R., Goulamhoussen, N., Benboujja, F., Hartnick, C. J., Boudoux, C.,
Biomedical Optics in Otorhinolaryngology, Head and Neck Surgery, Principles and Practice.
In B. Wong, J. Ilgner (Eds.), Nonlinear microscopy of the vocal folds, (Submitted, 2016).

Boudoux, C., Benboujja, F., Deterre, R., Strupler, M., Maturo, S., Hartnick, C. J., Normal
and Abnormal VocalFolds Kinematics :. In B. Wong. J. Ilgner (Eds.), Emerging microscopy

techniques for pediactric vocal fold evaluation, (Submitted, 2016).

Conférences internationales

Benboujja, F., Garcia, J. A., Beaudette, K., Strupler, Hartnick, C. J., Boudoux, C. (2016),
Pediatric vocal fold lesion imaging using optical coherence tomography ; American Society
for Laser Medicine and Surgery 2016. Boston, MA, USA.

Benboujja, F., Garcia, J. A., Beaudette, K., Strupler, M., Boudoux, C. and Hartnick,
C. J. (2016), Intraoperative imaging of pediatric vocal fold lesions using optical coherence
tomography. SPIE Photonics 2016. San Francisco, CA, USA.

Fouzi Benboujja, Derek Rogers, Scott Infusino, Mathias Strupler, Christopher J. Hartnick,
Caroline Boudoux; (2014). Vocal fold maturation study using Optical Coherence Tomogra-
phy. SPIE Photonics West 2014. San Francisco, CA, USA.

Fouzi Benboujja, Shilpa Ojha, Mathias Strupler, Stephen Maturo, Scott Infusino, Christo-
pher J. Hartnick, Caroline Boudoux;(2013), Study of Vocal Fold Development using Optical
Coherence Tomography. SPIE Photonics 2013. San Francisco, CA, USA.

1.4 Plan de la thése

L’objectif général de cette dissertation est d’évaluer de fagon non invasive le développement
et les lésions des cordes vocales pédiatriques afin de comprendre les mécanismes impliqués
dans la maturation des plis vocaux et dans la formation des pathologies. Cette these com-
prend 8 chapitres. Outre 'introduction (Chapitre 1) et le retour sur les travaux antérieurs
de recherches énoncé dans le deuxiéme chapitre, le chapitre trois porte sur les principes de
la tomographie par cohérence optique et son application dans l'analyse des cordes vocales.

Le chapitre suivant (Chapitre 4) propose une modélisation du développement vocale et la
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validation a I’histologie des structures anatomiques des cordes vocales. Ensuite, le chapitre
cing énonce la démarche et les étapes de conceptions réalisées pour le développement d’un
endoscope in vivo a haute résolution adapté a la laryngologie pédiatrique. Les étapes du de-
sign, suivies par la caractérisation et la validation de I'outil sont exposées. Les chapitres six
et sept permettent d’évaluer I’outil dans un contexte in vivo pour I’observation des structures
saines et pathologiques des cordes vocales. Le dernier chapitre (Chapitre 8) propose une dis-
cussion générale destinée a synthétiser les travaux réalisés jusqu’ici et énoncés les perceptives
d’une étude longitudinale du nouveau-né a ’adulte pour déceler les mécanismes structurels
et biologiques impliqués dans le cycle de développement et de réhabilitation de cette struc-
ture anatomique. Enfin, 'annexe A propose des pistes possibles pour joindre la tomographie
par cohérence optique avec une méthode de contraste complémentaire, telles I'imagerie non

linéaire ou I'imagerie hyperspectrale.
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REVUE DE LITTERATURE

Cette revue de littérature portera sur deux themes, I'un clinique et l'autre technologique.

D’une part, afin de bien évaluer les besoins liés au suivi non invasive des cordes vocales, nous

commencerons par réviser la description des structures anatomiques et de la physiologie du

larynx. Cette étape servira en quelque sorte au cahier de charges de la modalité d’imagerie

choisie, 'OCT, qui sera, d’autre part comparée aux méthodes présentement utilisées pour

examiner le larynx.

2.1 Anatomie et physiologie

Le larynx illustré a la Figure 2.1 consiste, a ’exception de 1'os hyoide, en une structure

entierement composée de tissus mous. Les muscles, les ligaments et la muqueuse sont rigidifiés

par une matrice de cartilage. De forme tubulaire, le larynx est localisé derriere la langue, sous

le pharynx, et s’étend jusqu’au cartilage cricoide, au-dessus de la trachée. Il est antérieur a

I'cesophage et se situe a un niveau
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1
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Figure 2.1 Larynx adulte avec vue
Netter (2010)).

antérieure (a), postérieure (b) et sagittale (¢) (adapté de
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Le larynx possede neuf structures cartilagineuses dont trois uniques (nommeées cricoide, thy-
roide et épiglotte) et trois formant une paire (nommées aryténoides, cornicules et cunéi-
formes). A la base de cette armature de tissus cartilagineux solide, on retrouve le cartilage
cricoide ou vient s’articuler le ligament cricothyroidien, relié au-dessus par le cartilage thy-
roidien : le plus visible des cartilages du larynx. Sa forme, plus prononcée chez I’homme,
correspond au relief percu a la surface du cou, aussi connu sous le nom de pomme d’Adam.
Les cartilages thyroide et cricoide permettent de renforcer et de protéger le larynx. Enfin, le
cartilage aryténoide permet de controler la longueur et la position du ligament vocal. L’épi-
glotte quant a elle contribue a aiguiller la nourriture vers I'oesophage. Les muscles intrinseques
(nommés thyroaryténoide, cricoaryténoide, interaryténoide et cricothyroide) permettent d’ar-
ticuler le mouvement et la vibration des cordes vocales tandis que les muscles extrinseques
(suprahyoide et infrahoide) permettent le mouvement global du larynx au sein du cou. L’étude
d’Hirano [Hirano (1974)] souligne que les muscles intrinseques ont une structure unique et

tres complexe.

Epiglotte
Cordes
vocales

Espace
glottique

Cartilage
corniculé

a) b)

Figure 2.2 Vue supérieure du larynx avec les cordes vocales en période d’abduction (a) et
lors de I’adduction (b).

La description du processus de déglutition ou de respiration permet mieux d’illustrer la
complexité et la synchronisation des éléments constitutifs du larynx. Durant la déglutition, le
larynx subit un mouvement vers le haut, grace aux muscles extrinseques. L’épiglotte s’aplatit
et s’appuie sur le larynx pour ainsi en obstruer entierement ’entrée. Au méme moment, la
fermeture des cordes vocales est actionnée par les muscles intrinseques. Ces mécanismes
visent tous a protéger les voies respiratoires de substances étrangeres. En ce qui concerne

la respiration, lors de I'inspiration initiée par le diaphragme, la trachée, poussée vers le bas,
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entraine la descente du cartilage cricoide. Par conséquent, tout le larynx est attiré vers la cage
thoracique. Comme un ressort, I’anneau cricoidien permet de supporter la pression négative
qui s’exerce dans la trachée afin de compléter I'inspiration. Le larynx permet alors de réguler
la pression intrathoracique. Le maintien de cette pression est essentiel a I’accomplissement des
mouvements volontaires lors des exercices physiques ou involontaires lors des vomissements.
Une description plus détaillée des processus physiologiques est présentée dans l'ouvrage de
Fink [Fink (1974)].

2.1.1 Les cordes vocales

L’anatomiste frangais Ferrein (1693-1796) est le premier a avoir imaginé les cordes vocales
comme une structure composée de plusieurs couches. Ses études exhaustives ont permis d’éta-
blir le premier modele multicouche. Par la suite, les travaux de Bishop en 1830 ont permis
d’ajouter les variables de viscosité et de flexibilité au modele afin d’établir les premieres hy-
potheses biomécaniques des couches vocales. Ces travaux font état d’une couche superficielle
qui vibre en fonction d’une tension exercée sur la membrane. Il faudra attendre les travaux
majeurs d’Hirano et coll. [Hirano (1974, 1975)] pour enfin avoir une description partielle
du développement de la microanatomie des cordes vocales. Cet ouvrage marque un point
tournant en laryngologie selon Hartnick et al. (2005); Boseley et Hartnick (2006). A laide
de coupes histologiques, Hirano décrit minutieusement cette structure composée de tissus
conjonctifs, de cellules épithéliales et de muscles. La Figure 2.3 permet d’illustrer le modele
développé par les travaux d’Hirano et coll. [Hirano (1974, 1975)]. Le modeéle proposé décom-
pose la corde vocale en cinq couches distinctes : 1’épithélium, les trois couches de la lamina

propria et le muscle vocal.

Epithélium

Chez I'adulte, 'épithélium possede une épaisseur de 70 a 150 um. Il protege essentiellement
les cordes vocales de I'environnement intrinseque et extrinseque. En surface, les cellules épi-
théliales pavimenteuses stratifiées permettent le maintien d’'un mucus pour préserver une
lubrification adéquate. De plus, toujours selon Hirano, ces cellules épithéliales ont la capa-
cité de résister au choc provoqué par les vibrations. Ce dernier point permet d’expliquer
la différenciation dans la disposition et dans le type de cellules épithéliales (pavimenteuses
stratifiées) retrouvées sur les cordes vocales comparativement a d’autres cellules épithéliales

(prismatiques) retrouvées dans le larynx. L’épithélium de la corde vocale est suivi d’une struc-
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Figure 2.3 Section transverse d’une vraie corde vocale adulte. La structure anatomique des
couches vocales chez I'adulte comprend ’épithélium, les sous-couches de lamina propria et le
muscle vocal. Les sous-couches se distinguent selon leur contenu en élastine et collagene.

ture trilaminaire nommée la lamina propria. Celle-ci est subdivisée en couche superficielle,
intermédiaire et profonde. La membrane basale est le tissu de transition entre 1’épithélium
et la lamina propria. Elle fournit principalement le support physique aux cellules épithéliales
a travers des fibres d’ancrage. Les pathologies prennent souvent naissance a cette interface
[Gray et al. (1994)].

Lamina propria superficielle (LPS)

La couche superficielle de la lamina propria, nommeée espace de Reinke ou encore la mu-
queuse, mesure environ 160 microns a 1'age adulte [Prades et al. (2010)]. Principalement di
a sa composition de fibres élastiques dispersées et d’'une concentration élevée de protéines
(nommés protéoglycane, glycoprotéine, glycosaminoglycane), la LPS a une liberté de mou-
vement unique durant la vibration des cordes vocales [Finck (2005)]. Le role de la LPS et
de I'épithélium consiste essentiellement a 1’exécution et au maintien de la vibration vocale
[Hammond et al. (2000)].
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Lamina propria intermédiaire (LPI)

La présence accrue de fibres d’élastine et un contenu réduit en protéines sont des caractéris-
tiques intrinseques de la couche superficielle et intermédiaire de la lamina propria. Les fibres
sont orientées parallelement a I'extrémité vibrante de la corde vocale afin de permettre une
élongation antéropostérieure. La couche intermédiaire mesure environ 630 microns a 1’age
adulte [Prades et al. (2010)].

Lamina propria profonde (LPP)

La couche profonde de la lamina propria contient une grande densité de fibres de collagene et
mesure 440 pm d’épaisseur [Prades et al. (2010)]. Ces fibres sont également alignées paralle-
lement avec 'extrémité vibrante de la corde vocale [Bless et Abbs (1983)]. Contrairement aux
fibres d’élastine, les fibres de collagene sont beaucoup moins extensibles et offrent plutét un
support afin d’éviter un grand étirement des cordes vocales. Le collagéne offre une résistance
a la traction tandis que les fibres d’élastine permettent une flexibilité vocale [Prades et al.
(2010)]. C’est la distribution de ces fibres le long des couches de la lamina propria qui permet

de donner une résistance aux contraintes mécaniques produites par les vibrations [Hammond
et al. (2000)].

L’architecture de chacune des couches décrite précédemment sert de fondation théorique pour

une analyse fonctionnelle des cordes vocales.

2.2 Analyse fonctionnelle

Etant donnée la complexité des cordes vocales, plusieurs études histologiques, chimiques et
biomécaniques ont été menées sur ’analyse fonctionnelle des cordes vocales. Ces études
complémentaires apportent des justifications en ce qui a trait a la morphologie et le

dynamisme exercé par les cordes vocales.

2.2.1 Histologiques

L’analyse histologique démontre une organisation particuliere, spécialisée et unique. L’étude

d’Hirano regroupe les couches vocales selon leurs fonctions : la couverture regroupe 1’épi-
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thélium et la LPS, alors que le corps représente plutét les couches LPP et le muscle vocal
[Hirano (1975)]. La couche intermédiaire est représentée comme une zone de transition. Le
mouvement ondulatoire des cordes vocales est tres complexe et permet de définir la gamme
fréquentielle de son possible. Les travaux Kakita et coll. [Kakita et al. (1976)] et de Fujimura
et coll. [Fujimura (1981)], sur la rigidité de I’épithélium, permettent de conclure que la lamina
propria superficielle est beaucoup moins rigide. C’est ce gradient de rigidité entre les couches

qui permet a la corde vocale de vibrer [Fujimura (1981)].

2.2.2 Chimiques

La composition chimique de la lamina propria joue également un role prédominant dans la
capacité d’entrer en vibration. De récentes études immunohistochimiques permettent d’affir-
mer que des protéines de la matrice extracellulaire (molécules interstitielles) jouent un role
sur 'hydratation, la viscosité et I'épaisseur du tissu. Ces résultats sont corroborés avec I'ima-
gerie histologique colorée au rouge de Picro Sirius [Prades et al. (2010)] (colorant qui souligne
la biréfringence des tissus). Ces études ont permis de dévoiler le type et I'organisation du
collagene inclus dans les cordes vocales. On retrouve principalement des fibres de collagene de

type I et III. L’orientation globale semble favoriser une forme tridimensionnelle parabolique.

2.2.3 Biomécaniques

Avec une approche complémentaire, 'ouvrage Titze poursuit les travaux d’Hirano afin de
différencier les couches sous un angle biomécanique plutot qu’histologique [Titze et Martin
(1998)]. Le tissu vocal est analysé selon des criteres de masse, de longueur, de viscosité, de
rigidité et d’élasticité. Ces caractéristiques sont, selon ’auteur, directement liées a la capacité
d’entrer en vibration. Son modele d’oscillations harmoniques a deux masses permet de décrire

un ensemble de mouvements de fermeture et d’ondulations des cordes vocales.

L’étude biomécanique de cette structure demeure complexe et plusieurs progres ont été réa-
lisés durant cette derniere décennie [Li et al. (2013)]. Des études récentes ont permis de
raffiner le modele et d’investiguer plus précisément 1’élasticité des cordes vocales. Les effets
des protéines comme 1’élastine et le versican sur la rigidité de la matrice extracellulaire ont
été analysés [Miri et al. (2014)]. Les résultats suggerent qu'une diminution de I’élastine en-
gendre une diminution significative de la rigidité de la corde vocale. De plus, la présence et la

configuration du collagene des cordes vocales porcines saines [Miri et al. (2013)] et des cordes
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Figure 2.4 Modeéle biomécanique & deux masses des cordes vocales (adapté de Titze et Martin
(1998)).

vocales de rats, affectées d'une blessure [Heris et al. (2016)] ont été quantifiées a partir d'un
microscope a force atomique (AFM, pour Atomic Force Microscopy) et de 'imagerie non

linéaire.

Bien que I'histologie soit bien décrite et que des modeles biomécaniques aient été dévelop-
pés, peu d’ouvrage sont dédiés au développement des cordes vocales [Hartnick et al. (2005)].
Quoiqu’une étude récente a fournit la premiere détermination systématique de la progres-
sion cellulaire et moléculaire du développement de 1’épithélium des cordes vocales dans un
modele murin. [Lungova et al. (2015)]. Le processus du développement de la lamina propria
demeure cependant peu compris. Une compréhension en profondeur du développement vo-
cal est primordiale. Elle permettrait de générer des traitements spécialisés et adaptés aux
patients [Kutty (2009)].

2.3 Développement des cordes vocales

Le larynx prend forme tres tot au cours de la vie du feetus. Aux alentours du 57e jour de
grossesse, alors que ’embryon a une dimension de 27 a 31 mm , le larynx est déja comple-
tement constitué [Fried (1988)]. De grands changements prendront forme durant la premiere
phase de I'enfance, puis a ’adolescence, pour devenir mature vers le début de 'age adulte.
La maturation de la phonation est une conséquence directe des changements morphologiques

et physiologiques encourus par le larynx. Ces changements sont d’autant plus évidents entre
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les périodes de I'enfance et de ’adolescence ou les changements hormonaux jouent un role
prédominant [Newman et al. (2000)]. D’un point de vue macroscopique et toutes proportions
gardées, le larynx de l'enfant est situé plus haut dans le cou par rapport a celui de I'adulte.
Il s’abaissera progressivement au cours de la croissance. Le cartilage qui apparait comme des
tissus mous aux rayons X possedera une plus grande densité calcique a ’dge adulte [Herte-
gard et al. (1993); Hudgins et al. (1997)]. Les cordes vocales présentent une croissance tres
rapide au cours des premieres années de vie, d’'une dimension de 3 mm chez le nouveau-né a
environ 17 mm chez la femme et 22 mm chez 'homme adulte [Hirano K.S. (1983)]. Sous un
angle microscopique, plusieurs études histologiques [Boseley et Hartnick (2006); Hirano K.S.
(1983); Sato et al. (2001); Ishii et al. (2000)], immunohistochimiques [Schweinfurth et Thi-
beault (2008)], ont permis d’affirmer qu’il n’existe aucune structure en couche a la naissance :
la lamina propria est uniforme [Fig.2.5a]. D’ailleurs, une étude récente arrive également a la
méme conclusion apres avoir calculé la densité de cellules présente dans les cordes vocales de
14 larynx cadavériques, agés de 19 & 36 semaines [Rosenberg et Schweinfurth (2009)]. A l'en-
fance, les résultats different selon les études, étant donné la variabilité et le nombre insuffisant
de spécimens. On note cependant, a ’age de 2 mois, un début de différenciation cellulaire
et & 11 mois la présence d’une organisation en couche de la lamina propria [Fig.2.5b]. Les
spécimens analysés au-dessus de sept ans manifestent tous trois couches. La concentration
d’élastine et de collagene augmente graduellement entre I’dge de 12 a 16 ans. Les spécimens
observés dont ’age est supérieur a 17 ans possedent une lamina propria semblable a celle de
I’adulte. La Figure 2.5 permet d’illustrer le changement graduel de la lamina propria chez

I’enfant.

Figure 2.5 Coupes histologiques de 4 um d’épaisseur avec un grossissement 20X et colorées a
I’hématoxyline et a 1’éosine d’une corde vocale d’'un spécimen cadavérique de (a) 2 jours, (b)
11 mois et (c) 3 ans. A la naissance la lamina propria semble étre uniforme. A partir de 'age
de deux mois, un début de différenciation débute et est visible sur les spécimens cadavériques
de 11 mois (b) et 3 ans (c¢) (adapté de Hartnick et al. (2005)).



20

Tableau 2.1 Développement de la lamina propria adapté de [Boseley et Hartnick (2006)]

Age LP supérieure (wm) LP intermédiaire (wm) LP profonde (um) Total
2 jours 630 0 0 630
2 mois 371 745 0 1116
11 mois 195 694 0 889
5 ans 150 577 0 727
7 ans 218 563 208 989
10 ans 143 587 D76 1306
13 ans 215 604 298 1117

Selon [Zeitels et al. (2002)], le développement des plis vocaux est lié & son utilisation. A la
naissance, la voix permet d’exprimer la douleur, la faim ou le plaisir. Le cri du nouveau-né
est son seul moyen de communication, étant donné que ’habilité de contrdler la voix n’est
pas encore acquise [Robb et al. (1997)]. A T'age adulte, la capacité de générer une gamme
dynamique de fréquence impressionnante est un signe de maturité physiologique et anato-
mique du larynx [Kahane (1982)]. Pour une utilisation normale, les premiers déclins de la
voix arrivent vers I’age de 65 ans. L’étude du groupe d’Hirano [Hirano et al. (1989)], effectuée
sur 64 patients, de 70 ans a 105 ans démontre la transformation des couches vocales selon
I’age des spécimens, a partir d’un point de vue histologique. Les travaux tendent a démontrer
que les cordes vocales s’amincissent avec I’age, ce phénomene étant plus accentué apres 1’age
de 70 ans et plus significatif chez les hommes. La concentration des fibres d’élastine semble
diminuer tandis que la concentration en collagene augmente. En vieillissant, les fibres de col-
lageénes tendent a se désorganiser et prendre des directions aléatoires. Dans les cas extrémes,
I’auteur note la présence de fibrose. Les fibres musculaires aussi semblent changées selon 1’age.
A la naissance, les fibres musculaires sont trés minces et semblent encore immatures. A Page
adulte, pres de la trentaine, les fibres musculaires sont matures. Elles s’atrophient vers la
soixantaine comme le démontre la Figure 2.6. Une analyse morphométrique récente permet

d’établir que les fibres musculaires peuvent s’atrophier de quelques microns [Martins et al.

(2015)].
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Figure 2.6 Coupes histologiques du muscle vocal d'un (a) nouveau-né, (b) d’'un homme de
27 ans et (¢) d’'un homme de 61 ans. Selon I’age, les fibres musculaires ont une taille et une
densité différentes (adapté de Hirano K.S. (1983).

Chose certaine, les études énoncées indiquent clairement que la taille du larynx et des cordes
vocales different selon 1’age des patients. Bien qu’il soit souhaité d’inclure le facteur de ma-
turité des cordes vocales dans 1’élaboration des traitements, les approches actuelles ne le

permettent tout simplement pas.

2.4 Imagerie du larynx

Bien que I'observation du larynx remonte a quelques siecles, voire a plus d’un millénaire, la
conception d'un instrument permettant de visualiser cette structure anatomique n’apparut
qu’en 1855. Son concepteur, le professeur de chant Manuel Garcia, curieux d’observer ses
propres cordes vocales, utilisa un dispositif muni de deux miroirs. L’année suivante, il publia
ces observations au sein du prestigieux journal de la société de Londres [Alberti (1996)].
C’est ainsi que le premier modele du laryngoscope fut développé. Depuis, 1’évaluation du
larynx s’est complexifiée. Aujourd’hui il est plutét commun de recourir a différentes modalités
d’imagerie pour arriver a un diagnostic. Plusieurs aspects sont analysés, d'un point de vue
anatomique et physiologique : 'historique du patient, la configuration vocale, le mouvement
ondulatoire, la mobilité, le mouvement latéral, la fermeture symétrique des plis vocaux et
I’analyse acoustique. Les principaux outils utilisés en clinique pour visualiser les cordes vocales
sont le laryngoscope direct ou indirect. Dans certaines circonstances, la tomodensitométrie
(TDM) et l'imagerie par résonance magnétique (IRM) sont recommandées, surtout lors des

lésions cancéreuses.
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2.4.1 Laryngoscopie

Il existe plusieurs stratégies pour examiner les structures du larynx. La laryngoscopie indi-
recte nécessite l'utilisation d’'un miroir, normalement incliné a 120 degrés et d’une source
de lumiere. Les informations recueillies sont plutot reliées a I'apparence externe des tissus :
couleur, relief ou anomalies évidentes. La laryngoscopie directe peut s’exécuter par les voies
nasales : la fibroscopie. La fibroscopie est un examen clinique trés commun en laryngologie
[Bisetti et al. (2009)]. L’utilisation d’un endoscope fibré, flexible, permet d’accéder au larynx.
Cette procédure est cependant plus difficile & exécuter chez les enfants [Wolf et al. (2005);
Yellon et al. (2007)]. Le cas échéant, on utilise plutot le laryngoscope rigide par voie buccale

sous anesthésie générale.

Figure 2.7 Laryngoscopie exécutée avec un (a) fibroscope par voies nasales (b) et avec un
laryngoscope en suspension (adapté de Hermans (2012)).

L’analyse de la dynamique vocale est complexe. Le mouvement des cordes vocales est de
I’ordre de quelques centaines de Hertz et a des vitesses s’approchant d’'un meétre par seconde.
A cette vitesse, les capteurs des caméras ne sont pas suffisamment rapides pour enregistrer le
déplacement des cordes vocales. L’usage d'un stroboscope est souvent requis durant I’examen.
La fréquence de modulation de la lumiere est ajusté a la fréquence de vibration vocale de
sorte a permettre une vue stationnaire des cordes vocales. Cependant, les récents progres des
équipements vidéos et informatiques donne lieu a I’émergence de ’endoscopie a haute vitesse.
Ces systemes cliniques permettent dorénavant d’acquérir des images a plus de 16 kHz [Mehta
et Hillman (2008)].



23

2.4.2 TDM et IRM

Utilisées pour compléter 'examen laryngoscopique, la tomodensitométrie (TDM) et 1'ima-
gerie par résonance magnétique (IRM) ont permis d’améliorer d’une fagon significative les
diagnostics en laryngologie [Gallivan et Gallivan (2002)]. Elles sont plus souvent prescrites
lors de cas de cancers pour évaluer U'infiltration tumorale [Hermans (2012)] et afin de pla-
nifier la procédure chirurgicale [Ruffing et al. (2005); Rumboldt et al. (2006)]. Chacune des
modalités est utilisée dans un contexte particulier : I'IRM étant plus sensible aux anomalies

des tissus mous et la TDM pour localisation des irrégularités osseuses et du cartilage.

Figure 2.8 Larynx d'un enfant de 8 ans (a) par TDM (b) par IRM (adapté de Hermans
(2012)).

La résolution de ces technologies est cependant nettement insuffisante et inadéquate pour

résoudre la relation entre 1’évaluation en surface et la microstructure des plis vocaux.

2.5 Emergence des techniques microscopiques pour I’évaluation des cordes vo-

cales pédiatriques

Les deux dernieéres décennies ont mené a 1’émergence de nouvelles techniques d’imagerie
optique, comme la tomographie par cohérence optique (OCT, de I'anglais pour « Optical
Coherence Tomography » ), la microscopie confocale et non linéaire. Ces techniques optiques
offrent une résolution de deux a trois ordres de grandeur supérieure a celle offerte par les
techniques radiologiques traditionnelles tout en exploitant des modalités de contraste jusqu’ici

inexplorés.
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2.5.1 Microscopie confocale

La microscopie confocale permet d’obtenir des images de haute résolution comparativement
au systeme conventionnel de microscopie a lumiere blanche. L’illumination d’un point sur
I’échantillon avec un laser et 'utilisation d’un sténopé au détecteur permettent d’éliminer la
lumiere diffuse provenant des plans au-dessus et au-dessous du plan focal. Les images obtenues
sont ainsi beaucoup plus nettes [Webb (1999)]. Il existe plusieurs ouvrages de référence qui
décrivent en pronfondeur les fondements mathématique et les applications de la microscopie
confocale [Wilson (1990); Gu (1996)].

Par un mécanisme de balayage, miroirs (galvanometres) ou des systémes photoacoustiques, il
est possible de ratisser point par point le tissu pour former une image 2D. On peut accumuler
plusieurs images virtuelles 2D a différents plans a l'aide d’une platine de translation pour
former un volume 3D. La microscopie confocale permet d’obtenir une résolution de ’ordre du
micron. Cependant, cette technique souffre d’un faible taux de pénétration, la lumiere étant
rapidement diffusée dans les tissus biologiques. Cette technique permet au mieux d’imager a

des profondeurs d'un demi-millimetre.

Les récents travaux de Boudoux et coll. [Boudoux et al. (2007, 2009a)] ont permis au moyen
d’un balayage en longueur d’onde de miniaturiser une sonde endoscopique confocale : SECM
(de l'anglais pour « Spectrally Encoded Confocal Microscopy ». Cet outil a donné lieu aux
premieres images confocales des cordes vocales pédiatriques. Celles-ci sont illustrées a la

Figure 2.9. L’outil permet de discerner les fibres d’élastine dans la lamina propria superficielle.

Figure 2.9 Images confocales des cordes vocales de spécimens pédiatriques (a) et porcins (b)
adaptées de Boudoux et al. (2007, 2009a).
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L’imagerie confocale est tres performante, cependant celle-ci souffre d’un inconvénient ma-
jeur : une faible efficacité de collection. En fait, avec I'imagerie confocale, il est nécessaire
d’utiliser un sténopé pour rejeter la lumiere diffuse. La microscopie multiphoton, une tech-
nique optique non linéaire, permet de s’affranchir de cette problématique. Etant donné que
les processus non linéaires ne se produisent qu’au point focal, I'utilisation d’un sténopé pour
rejeter la lumiere diffuse n’est plus nécessaire. Ceci permet d’obtenir un meilleur taux de

pénétration dans les tissus jusqu’au millimetre.

2.5.2 Microscopie non linéaire

Tout comme 'imagerie confocale, la microscopie multiphoton permet ’acquisition d’images
de tres haute résolution (de 'ordre de quelques centaines de nanometres). En maximisant la
probabilité d’avoir une excitation générée par la présence de deux ou trois photons, on élimine
la nécessité d'un sténopé a la collection. L’utilisation d’un objectif a grande ouverture numé-
rique et d’un laser pulsé est cependant requise pour confiner spatialement et temporellement
la densité de photons. La figure suivante [Fig. 2.10] illustre un schéma comparatif entre un

systeme confocal et multiphoton.

Traditionnellement, les sources lasers Titane :Saphire ont été grandement utilisées pour I'ima-
gerie non linéaire. Ces sources émettent généralement dans le proche infrarouge et ont une
durée d’impulsion qui varie entre 10 a 150 femtosecondes avec une répétition d’environ 80
MHz. Cette fenétre spectrale d’émission permet aux photons une meilleure propagation en
profondeur étant donné que ceux-ci sont moins diffusés et absorbés qu'une longueur d’onde
émise dans le visible. Le taux de pénétration peut atteindre, sous certaines conditions, avec
des fluorophores spécifiques, une profondeur jusqu’a Imm dans le tissu [Helmchen et Denk
(2005)].

La possibilité de visualiser les molécules endogeénes (autofluorescence) et le risque réduit
d’endommager les cellules en font une technique attrayante. L’utilisation d’un laser a courte
impulsion permet d’exciter les molécules selon leur spectre d’absorption. L’énergie remise par

ces molécules, sous forme de fluorescence, peut alors étre observée.

En plus de la fluorescence a deux photons (F2P), la diffusion en microscopie multiphoton
permet également la génération de la seconde harmonique (GSH) ou des signaux de troisieme
harmonique (GTH). Le champ électrique envoyé au tissu provoque une distorsion du nuage

électronique des molécules présentent. C’est cette distorsion du nuage électronique qui pro-
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Figure 2.10 Microscopie confocale et multiphoton. La microscopie confocale utilise un sténopé
pour rejeter la lumiere hors du plan focale tandis que le sectionnement optique est inhérent
a I'imagerie multiphoton étant donné du confinement spatial et temporel des photons.

duit des harmoniques. Ce phénomeéne cohérent (dépendant de la phase) est généré seulement
dans des matériaux non centrosymétriques. La longueur d’onde recueillie en second d’har-
monique correspond exactement a la moitié de celle émisse. Les signaux (F2P et GSH) sont
complémentaires et permettent une augmentation du contraste dans les images observées. La
GSH est souvent exploitée pour visualiser une architecture organisée comme celle du colla-
gene [Gusachenko et al. (2010)]. Enfin digne de mention, la technique de Raman Anti-Stokes
cohérente (CARS) est une technique complémentaire qui permet de sonder, par I'analyse
vibrationnelle, la composition moléculaire. Son utilisation en endoscopie est encore difficile
a réaliser étant donné les défis inhérents a la miniaturisation et le controle de l'efficacité du

processus du mélange a quatre ondes.

L’information obtenue par le biais de la microscopie confocale et non linéaire est unique. Ces
techniques optiques offrent une résolution comparable a 1’histologie sans les artéfacts associés

a coloration et a la déformation liée au sectionnement des tissus. Elles permettent d’acquérir
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une information intrinseque sur les couches superficielles des cordes vocales. En laryngolo-
gie, ces techniques optiques ont été exploités pour identifier et caractériser ’organisation du
collageéne et de l'élastine [Miri et al. (2012, 2013)]. Les cellules épithéliales (cytoplasmes et
noyaux), les fibres d’élastine et de collagene sont clairement visibles sur les acquisitions. Bien
que le potentiel de I'imagerie non linéaire pour 1’assistance chirurgicale en laryngologie ait été
évalué [Hoy et al. (2012)], il est encore difficile d’adapter ces modalités au contexte intraopé-
ratoire. Les défis techniques sont nombreux. Dans un premier temps, la profondeur de champ
est trop faible pour imager I’ensemble des couches de la lamina propria. De plus, le champ
de vue limité rend difficile I’évaluation des structures anatomiques ou des lésions de quelques
millimetres. Ceci est particulierement important dans le larynx ou les structures avoisinantes
peuvent étre tres hétérogenes. Enfin, pour l'instant ces techniques ont eu une vitesse d’ac-
quisition insuffisante pour envisager leur intégration en salle opératoire. Une comparaison
plus complete des avantages et inconvénient de chaque technique optique pour I'imagerie des

cordes vocales est exprimé dans les ouvrages suivants [Boudoux et al. (2015); Strupler et al.

(2016)].

Il existe cependant une technique optique avec une résolution moins élevée, mais qui peut
adresser les contraintes de la salle opératoire : la tomographie par cohérence optique. Le

prochain chapitre lui est entierement consacré.
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CHAPITRE 3 PRINCIPES DE LA TOMOGRAPHIE PAR COHERENCE
OPTIQUE

L’étude de la tomographie par cohérence optique (ou « OCT » de I'anglais « optical coherence
tomography ») constitue le troisieme volet de cette dissertation. Les principes physiques et les
propriétés optiques des tissus sont abordés. L’état de I'art, les contributions des auteurs dans
ce champ d’activité, et les progreés dans ’élaboration des sondes OCT sont énoncés. Enfin,
le chapitre se conclut sur les techniques de traitement d’images utilisés pour caractériser les

images OCT et les applications en laryngologie.

3.1 Introduction

La tomographie par cohérence optique est analogue a I'imagerie ultrasons a la distinction pres
qu'une onde lumineuse est utilisée a la place d'une onde sonore et que le systeme de détec-
tion est différent. En imagerie par ultrasons, nommée échographie, une impulsion sonore est
envoyée dans les tissus. Celle-ci est partiellement réfléchie ou dispersée selon 1’hétérogénéité
du milieu. Des échos sont générés a chaque interface ou il existe une différence d’impédance
acoustique. Ces différences ont lieu a la jonction des différents types de tissus, vaisseaux
sanguins, graisse, os et muscle. Les échos sont ensuite regus et traités par 1'électronique in-
terne du transducteur. Connaissant la vitesse de 1’'onde sonore dans les tissus (1540 m/s) et
le temps écoulé entre l'aller et le retour d’un écho, on peut localiser spatialement I'interface

correspondante.

En tomographie par cohérence optique, I'onde lumineuse se propage dans le tissu et des
réflexions sont générées a chaque fois que la lumiere rencontre une interface entre deux milieux
d’indices de réfraction différents. Etant donné que la lumiére est mille fois plus rapide que
le son (3 x 108 m/s), les dispositifs électroniques actuels sont incapables de détecter les
variations rapides du signal (champ électromagnétique). C’est par le bias d’un processus
interférométrique qu’il est possible de détecter les réflexions générées a différente profondeur.
La nature ondulatoire de la lumiére permet I'observation d’interférences qui peuvent révéler
des caractéristiques propres a I’onde elle-méme ou a propos des matériaux sondés. L’OCT est
une modalité d’imagerie laser basée sur le principe de l'interférométrie. Elle est non invasive
et permet d’obtenir des images avec une résolution de I'ordre de quelques microns (=~ 10

pm). En fonction du niveau de diffusion de I’échantillon et de la source de lumiere utilisée,



29

I’OCT peut acquérir des images en coupe sur une profondeur de 2 a 3 mm dans un milieu
turbide, comme les tissus biologiques. Enfin, lorsque la méthode de balayage est appropriée,
cette modalité permet de couvrir un grand champ de vue (quelques centimetres) en temps

réel.

Les premieres applications biomédicales de ’'OCT apparurent en ophtalmologie [Huang et al.
(1991)]. La rétine de 'oeil peut étre imagée sur toute sa profondeur sans difficulté étant donné
que les structures anatomiques de I'ceil sont relativement transparentes a la lumiere proche
infrarouge. Ces images ont permis d’identifier des patients atteints d’'une dégénérescence ma-
culaire [Fercher et al. (1993)]. Depuis, le nombre d’articles de recherche en OCT a explosé,
passant a moins de 50 articles en 1998 a plus de 2700 articles en 2015 (PubMed) et le nombre
d’entreprises commerciales en OCT ne cesse d’augmenter dans différents secteurs d’activité.
Aujourd’hui, on compte plus d’une cinquantaine d’entreprises dans le monde et plus d’une
centaine de groupe de recherche qui développent et innovent autour de cette modalité d’ima-
gerie (liste complete disponible en annexe C). Le schéma 3.1 illustre la progression du nombre

de publications en tomographie par cohérence optique depuis son introduction en 1991.
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Figure 3.1 Le nombre de publications par année avec la tomographie par cohérence optique
depuis son invention [tirée a partir de PubMed].
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Les applications en OCT destinées a d’autres disciplines de la médecine sont grandissantes. En
excluant I'ophtalmologie, I'imagerie cardiovasculaire avec la détection des plaques artérielles
est le secteur d’activité le plus actif. Le domaine de la laryngologie représente environ 11%

des publications.

Cependant, avant d’aborder I’'OCT dans le contexte de la laryngologie, il est important de

revoir quelques principes physiques fondamentaux qui régissent cette technologie.

3.2 Tomographie par cohérence optique

L’OCT provient d’'un concept développé a partir de la réflectométrie a faible cohérence
(OLCR, pour « Optical Low-Coherence Reflectometry ») [Danielson et Whittenberg (1987)].
Cette technique permet d’obtenir un profil de la réflectivité en fonction d’une distance axiale.
Elle est utilisée, entre autres, pour repérer les défauts de fabrication dans les fibres optiques
avec une excellente sensibilité [Takada et al. (1987)]. Bien que la forme soit différente, le
principe central de 'OCT est similaire : évaluer la position d’une interface a ’aide de la
lumiere rétrodiffusée. Les deux mécanismes développés pour évaluer le temps de vol sont :
le déclenchement « gating » et l'interférométrie. La technique de déclenchement nécessite
un laser & courte impulsion. Etant couteuse et imprécise, elle est rarement utilisée [Bouma
(2001)]. La technique la plus utilisée est 'interférométrie. Elle permet de remédier aux diffi-
cultés reliées a la vitesse de propagation de la lumiere en utilisant une propriété d’une onde
électromagnétique : la cohérence. La cohérence est la faculté de 'onde d’interférer avec une
copie d’elle méme décalée dans le temps ou dans ’espace. Cette propriété fondamentale per-
met de détecter des interférences issues de deux ou plusieurs ondes. L’interférometre de type
Michelson est I'implémentation typique [Bouma (2001)]. La Figure 3.2 illustre le principe de

la tomographie par cohérence optique.
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Figure 3.2 Principe de la tomographie par cohérence optique. Les fleches noires et rouges
indiquent le trajet respectif utilisé par la lumiere a 'aller et au retour, respectivement. La
lumiere de la source laser est dirigée vers un coupleur qui sépare une partie du signal vers
I’échantillon et I’autre partie au bras de référence. La lumiere rétrodiffusée dans I’échantillon
et sur le miroir est collectée par les fibres optiques respectives et recombinée au coupleur
pour une détection cohérente. Le déplacement axial du miroir permet de recueillir le profil
de réflectivité de I’échantillon donné par I’enveloppe de l'interférogramme.

La lumieére de la source optique est divisée en deux par un coupleur (ou une lame séparatrice).
Une partie de la lumiere est dirigée vers un bras de référence tandis que 'autre partie est
dirigée vers I’échantillon. Au retour, les faisceaux réfléchis sont recombinés avec un coupleur
50/50 avant d’étre acheminés au détecteur. Une interférence a lieu si la différence de marche

est inférieure a la longueur de cohérence de la source.

3.2.1 OCT dans le domaine temporel

Dans sa version temporelle, nommée TD-OCT (TD, de 'anglais « Time-Domain »), 'ampli-
tude de la modulation du signal au détecteur est liée a la réflectivité du diffuseur présent.
Chaque position en profondeur de I’échantillon correspond a une position particuliere du
miroir de référence. La position du miroir dans le bras de référence détermine alors la profon-
deur a laquelle les interférences peuvent avoir lieu. Le déplacement axial du miroir en continu

permet de recueillir le profil de réflectivité de ’échantillon, nommé ligne-A.
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La Figure 3.3 permet de visualiser le profil 1D et I'image OCT résultante apres un balayage
transverse d’une corde vocale. Un miroir monté sur un galvanometre est souvent utilisé pour
collecter I’ensemble des lignes-A de I’échantillon et générer ainsi une image. Par extension,
un volume 3D, appelé scan C, peut également étre obtenu si le balayage se produit sur les

deux axes orthogonaux a la ligne-A. Les images sont représentées sous forme logarithmique.
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Figure 3.3 Profil de réflectivité (ligne-A) recueilli apres le balayage du miroir de référence
(a) et image 2D (b) obtenue apres le déplacement latéral du faisceau laser le long de d’une
corde vocale. Le balayage dans les deux axes transveses xy permet d’obtenir le volume (c)
de I’échantillon.

La vitesse de scan du miroir de référence ainsi que la pietre sensibilité de la détection li-
mitent la résolution temporelle du TD-OCT. La respiration, le battement cardiaque ou tout
mouvement plus rapide que le temps d’acquisition introduit des artéfacts importants dans

les images en TD-OCT, ce qui limite considérablement son utilisation clinique.

3.2.2 OCT dans le domaine spectral

La transition d’une acquisition dans le domaine temporel au domaine fréquentiel figure comme
un moment important dans la jeune histoire de cette modalité d’imagerie. Démontrée théo-
riquement par Wojkowski et coll.[Wojtkowski et al. (2003)], 'acquisition simultanée des lon-

gueurs d’onde(différentes couleurs) permet ’étalement du bruit sur I'ensemble des mesures
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acquises. Ceci a pour effet d’améliorer substantiellement le rapport signal-sur-bruit (RSB).
La sensibilité supérieure qu’offre ce principe [Leitgeb et al. (2003); Choma et al. (2003)] per-
met d’augmenter la vitesse d’acquisition des systémes OCT de fagon considérable [Yun et al.
(2003)]. Depuis, des sources permettant 'acquisition de lignes-A & plus de 1.5 MHz ont été
développées avec des puissances de 100 mW [Wieser et al. (2015)]. A cette vitesse, plusieurs

volumes 3D en haute résolution peuvent étre acquis a l'intérieur d’une seconde.

Le domaine spectral permet de s’affranchir du mouvement du miroir en acquérant 'inter-
férogramme en fonction du nombre d’onde k = 27” et a I'aide d’une transformée de Fourier
pour repérer la position spatiale des diffuseurs. La Figure 3.4 représente les implémentations
classiques de 'OCT dans l'espace de Fourier, soit a I’aide d’une source a balayage spectral
(OFDI, de I'anglais « Optical Frequency Domain Imaging » ou SS-OCT, pour « Swept Source
OCT ») [Chinn et al. (1997)] ou d'un spectrometre (FD-OCT, pour Fourier Domain OCT)
[Fercher et al. (1995)]. Indépendamment de I'implémentation, cette variante spectrale est

beaucoup plus exploitée principalement pour sa rapidité et sa sensibilité accrues [de Boer

et al. (2003)].

Quelque soit la modalité, I'acces a la phase du signal permet d’introduire une série de variantes
al’OCT : la détection sensible a la polarisation (PS-OCT, de ’anglais « Polarisation Sensitive
OCT ») [de Boer et al. (1997)] qui détecte la biréfringence des tissus, OCT-Doppler [Leitgeb
et al. (2004)] qui permet la détection de la vitesse des diffuseurs en mouvement, la détection
OCT par spectroscopie (SOCT) [Morgner et al. (2000)] et I’élastographie OCT [Schmitt
(1998)].
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Figure 3.4 Schéma des systemes OCT dans le domaine spectral. Les fleches noires et rouges
indiquent le trajet respectif utilisé par la lumiere a ’aller et au retour, respectivement. Les
implémentations existantes utilisent soit un balayage spectral temporel (SS-OCT) (a), soit
un spectrometre (SD-OCT) (b). Dans le cas d'un spectrometre, une source a large bande est
utilisée et l'interférogramme est divisé et détecté selon ses composantes spectrales avec un
réseau et une caméra CCD respectivement. Le balayage spectral temporel quant a lui nécessite
une diode a la détection étant donné que l'acquisition se fait pour différentes longueurs
d’onde en fonction du temps. Dans les deux implémentations la localisation des diffuseurs
dans 'échantillon requiert une transformée de Fourier de I'interférogramme (c).

Le principe de base consiste a recueillir la somme Fp des ondes électromagnétiques du bras

de référence E'r et du bras d’échantillon Eg dont le nombre d’onde k& = 27” et la fréquence
angulaire w = 27v, correspondent respectivement a la fréquence spatiale et temporelle de

chaque composante spectrale du champ électrique a une longueur d’onde A :

ED — ES e*i(kafwt) + ER e*i(kafwt) (31)

L’intensité pergue par le détecteur Ip consiste en la norme du champ électrique Ep :



35

. . 2
ID — ES 671(2k27wt) + ER 671(2szwt) (32)

En développant 'expression 3.2, il devient possible de décomposer le signal en une partie

continue et une partie variable :

Ip = [[ES’| +|ER’| + 2R {(BsEp))] (3:3)

C’est la partie variable 2R {(EsEy)} qui est d'intérét en OCT : elle contient 'information
a la fois sur la position et la réflectivité des diffuseurs. Plus simplement formulé en 3.4,
la fonction d’autocorrélation G(7), apparait uniquement lorsque les longueurs des chemins
optiques sont appariées entre les deux bras de 'interférometre. Ce phénomene d’interférence
ne peut avoir lieu qu’a l'intérieur de la longueur de cohérence de la lumieére, car au-dela,
les faisceaux recombinés ne peuvent plus interférer. Une fois filtré, démodulé et numérisé, le

signal OCT est stocké en mémoire vive ou sur le disque dur de I'ordinateur.

ID:IS+IR+2G(T) (34)

Bien que le temps d’acquisition soit un atout avec le développement de I'OCT spectral, la pro-
fondeur de champ et la résolution axiale et latérale demeurent les parametres fondamentaux

pour tout systeme d’imagerie.

3.3 Résolution

La résolution est directement reliée a la longueur d’onde utilisée. Le choix de celle-ci gouverne
la dimension des structures qu’il est possible d’observer. Cependant, contrairement a d’autres
modalités microscopiques, en OCT les résolutions axiale et transverse sont completement
découplées. La résolution axiale est déterminée par la longueur de cohérence de la source et
la résolution transverse par les composants optiques sélectionnés. La longueur de cohérence

correspond a la largeur a mi-hauteur du signal d’autocorrélation, G(7), de la source.

Dans un régime gaussien, la densité spectrale d’énergie, S(w), est donnée par :
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S(w) = \/2;_% exp (_(“}2;2“’0)) (3.5)

ol wy représente la fréquence angulaire centrale et o, 1’écart type de la distribution en
fréquence angulaire. Le théoreme de Wiener-Khinchin stipulant que la densité spectrale est
la transformée de Fourier de la fonction d’autocorrelation [Khintchine (1934)] nous permet

de calculer la largeur a mi-hauteur du signal OCT comme étant :

2In2 [ \2
Az = — 3.6
: T <A)\> (3.6)

ou A est la longueur d’onde centrale de la source et A\ la largeur & mi-hauteur du spectre

de puissance. D’apres 3.6, la résolution axiale est inversement proportionnelle a la largeur

spectrale de la source.

La résolution latérale en OCT est semblable a n’importe quel systeme d’imagerie microsco-
pique : elle est reliée aux composants optiques qui permettent de focaliser le faisceau sur

I’échantillon. La résolution transverse est donnée par la relation 3.7 :

AN [ f
Ar=— = 3.7
2 () 37)
ou d représente le diametre du faisceau a 'entrée de I'objectif et f sa distance focale. La réso-
lution transverse, selon les systémes, varie de 2 a 20 microns. Augmenter la taille d’un faisceau
permet une meilleure résolution transverse. Toutefois, ce changement affecte directement la

profondeur de champ.

3.4 Profondeur de champ

Augmenter la résolution transverse Ax n’est pas sans conséquence, elle a pour effet de limiter

la profondeur d’observation des diffuseurs dans I’échantillon selon 3.8 :

T Ax?
2\

QZR = (38)
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En OCT, il s’agit de trouver un compromis entre ces deux parametres en prenant en consi-

dération que la profondeur de champ est souvent un facteur prépondérant.

La figure suivante permet d’illustrer la relation entre la profondeur de champ (zone de Ray-
leigh) et la dimension du faisceau. Le maximum d’efficacité de collection de la lumiére rétro-
diffusée provient du plan focal. En OCT, le montage traditionnel consiste en une ouverture
numérique faible (= 0.03). Ceci a pour effet d’obtenir une grande zone de Rayleigh beau-
coup plus grande que la longueur de cohérence afin d’obtenir des images en coupe sur ~ 2 a
3 mm . Une grande ouverture numérique (NA > 0.3) permet une bonne résolution transverse,
mais par conséquent offre une tres petite zone de Rayleigh. Cette approche dérivée de ’'OCT
qui privilégie une grande ouverture numérique se nomme la microscopie a cohérence optique

(OCM, de l'anglais « Optical Coherence Microscopy »).

a) Ouverture numérique b) Ouverture numérique
faible élevée
A
2 ZR i .. Plan focal
7777777 2V 2wo
A Plan focal
2Wo
——————— 2/2wo
\ 4

Figure 3.5 Effet de I'ouverture numérique sur la résolution latérale et la profondeur de champ.
En OCT, la faible ouverture numérique (a) permet d’obtenir une profondeur de champ plus
grande que la cohérence du laser afin de générer des images en coupe. Une grande ouverture
numérique (b) de l'ordre de la cohérence du laser favorise la résolution latéral et des images
en face. Cette technique est a l'origine de 'OCM. Zg : zone de Rayleigh; wy : largeur du
faisceau.

La possibilité de découpler la résolution latérale et transverse confere a ’'OCT une propriété
attrayante pour l’endoscopie. Des images a haute résolution axiale peuvent étre acquises

malgré la faible ouverture numérique. Bien que la profondeur de champ est ajustée pour
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sonder quelques millimetres en profondeur, les milieux biologiques sont trés hétérogenes.
Constitué de fibres de collagene, d’élastine ainsi que de nombreuses cellules, ces milieux
turbides peuvent rapidement atténuer la lumiere. Au-dela d’une certaine profondeur, les
photons ne contribuent plus au signal OCT utile (détection des photons quasi balistiques),
mais plutot au bruit associé a la diffusion multiple. La profondeur de pénétration de la lumiere

est principalement gouvernée par les propriétés intrinseques des tissus.

3.5 Propriétés optiques des tissus

La propagation de la lumiére dans un tissu biologique dépend des coefficients d’absorption p,
et diffusion u,. Ces propriétés optiques permettent de quantifier la probabilité qu'un photon
puisse étre absorbé ou diffusé. La rétroréflexion de la lumiere dans le tissu est directement
liée a 'effet combiné de ces deux parametres, soit 1, ou coefficient d’atténuation totale. Elle

s’exprime selon ’équation 3.9 :

[t = Ha + Hs (3.9)

De facon équivalente, le libre parcours moyen peut étre exprimée par [; avec la relation

suivante :

1 1
= —= ——— (3.10)
//Jt Ha + Ns

Bien que la puissance des sources puisse étre augmentée afin d’accentuer la réflectivité et
la profondeur de pénétration, elle est souvent minimisée pour éviter les effets nocifs de l'ir-
radiation. En effet, ’absorption du milieu contribue a limiter la profondeur de pénétration
possible dans les tissus. Dans les milieux biologiques, le sang, I’eau et la mélamine absorbent
fortement la lumiere. Toutefois, il est également possible d'utiliser ’absorption pour évaluer
les processus métaboliques comme 'angiogénese [Vakoc et al. (2012)] ou le taux d’hémoglo-
bine [Chong et al. (2015)]. Les valeurs typiques du coefficient d’absorption dans les tissus
biologique est de 'ordre de 0.1 & 1 mm™! [Wilson et Jacques (1990)] selon la longueur d’onde

utilisée.

Les sources utilisées en OCT pour observer les tissus sont généralement dans l'infrarouge
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proche, de 800 a 1500 nm. Les motivations sont justifiées par les faibles cofits des composants
optiques issus de l'industrie des télécommunications et la faible diffusion a ces longueurs
d’onde. En proche infrarouge on bénéficie d’'une diminution de la diffusion dont la section
efficace est proportionnelle & A™* [Schmitt et al. (1994)]. Les longueurs d’onde inférieures a
1000 nm sont absorbées par la mélanine et I’hémoglobine. Aux longueurs d’onde supérieures
a 1000 nm, l'atténuation de la lumiere est principalement dominée par I’absorption de 1’eau.
La fenétre thérapeutique, représentée a la Figure 3.6, illustre I’absorption en fonction de la

longueur d’onde.
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Figure 3.6 Spectres d’absoption des principales composantes des tissus biologiques aux
concentrations typiques.

Compte tenu du faible taux de pénétration des modalités optiques, la conception d’une sonde

endoscopique OCT est souvent essentielle pour 'imagerie in vivo.

3.6 Sondes endoscopiques en OCT

Les sondes optiques sont fabriquées et utilisées dans ’objectif de visualiser, mesurer et carac-
tériser les structures ou les processus biologiques. Les parametres fondamentaux qui orientent
le design optique doivent étre adaptés au contexte de I'application envisagée. On retrouve

en 'occurrence, la taille externe, le champ de vue, la vitesse, la robustesse du systeme et la
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flexibilité de la sonde endoscopique. Les sondes utilisent généralement des optiques de petite
taille avec une ouverture numérique réduite permettant une résolution latérale de I'ordre de

quelques dizaines de microns (10 a 30 pm).

Chaque sonde optique doit employer un mécanisme de balayage pour construire une image
ou un volume de ’échantillon. Basé sur ce mécanisme de balayage, on distingue trois types
de sondes endoscopiques en OCT : les sondes avec un balayage linéaire, radial et en face. Ce
mécanisme de balayage peut étre installé d’une facon proximale ou bien d'une facon distale,
directement a la pointe de la sonde. La Figure 3.7 illustre le design des sondes endoscopiques
les plus utilisées en OCT et la géométrie de leur mécanisme de balayage respectif (linéaire,

radial et en face).
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Figure 3.7 Représentation schématique des méthodes de balayage les plus utilisées sur les
sondes endoscopique en OCT. Un balayage radial peut étre réalisé avec une jonction rota-
tive (a) installée de fagon proximale ou avec un micromoteur (b) installé de facon distale.
Les galvanometres ou des miroir MEMS (de I'anglais « Microelectromechanical systems »)
peuvent servir dans un contexte d'un balayage linéaire (c). Le mécanisme utilisé pour une
visualisation en face est le balayage en spiral (d) exécuté avec un piézoélectrique. Galvo : gal-
vanometres ; MEMS : microsystemes électromécaniques ; GRIN : lentille a gradient d’indice ;
F : férule de verre; MT : micromoteur ; PZT : piézoélectrique.

3.6.1 Balayage radial

Le mode a balayage radial installé de fagon proximale [Fig.3.7a] est a la base de la premiere
sonde endoscopique OCT. Introduite par Tearney et coll.[Tearney et al. (1996a)], elle permet
la détection de tumeurs précoces dans la région gastro-intestinale de lapins. La sonde consiste
en un cathéter avec une fibre optique d’un millimetre de diametre couplé a un miroir a 'ex-

trémité [Tearney et al. (1997)]. Depuis, ce mécanisme de balayage est entre autres exploité sur
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plusieurs sondes endoscopiques pour imager les structures circulaires : les vaisseaux sanguins
en athérosclérose [Jang et al. (2005)], les bronches asthmatiques [McLaughlin et al. (2008)]
et 'oesophage pour le syndrome de Barret [Vakoc et al. (2007)]. En laryngologie, ce mode a
été utilisé tout récemment pour évaluer les sténoses trachéales chez les nouveau-nés [Volgger

et al. (2015)].

La réalisation du mode radial est possible, entre autres, avec I'utilisation d’une jonction ro-
tative fibrée qui permet de faire tourner la fibre optique continuellement sur elle-méme dans
la partie distale de la sonde. L’ensemble des éléments optiques est inséré dans un cable de
torsion permettant un balayage sur 360 degrés. Le design optique est relativement simple.
Il permet d’obtenir des sondes avec un diametre extrémement petit, en dessous du milli-
metre. Cet avantage est considérable étant donné qu’il permet l'intégration de ce cathéter

directement dans les canaux auxiliaires des endoscopes commercialement disponibles.

Toutefois, malgré les nombreuses itérations et progres techniques réalisés depuis le premier
prototype [Tearney et al. (1996b)], cette technique de balayage souffre encore d’artéfacts issus
de la torsion de la fibre optique et des irrégularités dans le mécanisme de rotation [Tsai et al.
(2013)]. La position angulaire de la pointe de la sonde peut varier par rapport a l'axe de
rotation ce qui peut provoquer des distorsions dans les volumes acquis. L’utilisation d’une
jonction rotative est également tres sensible a l'alignement [Tsai et al. (2013)]. L'efficacité
du couplage de la lumiere a la jonction entre la partie fixe et mobile de la fibre optique
peut varier et induire des changements de puissance a ’échantillon [Jang (2014)]. De plus,
I’acquisition des images doit étre couplée a la vitesse de rotation de la sonde. Cependant, avec
les bons mécanismes en place, plusieurs de ces difficultés peuvent étre controlées et permettre
une acquisition en clinique. Il existe en cardiologie des systemes commercialement disponibles
(Saint-Jude Medical, USA) et approuvés par les autorités de réglementation (Santé Canada et
la FDA, pour Food and Drug Administration) qui offrent des vitesses de rotation de 1'ordre
de 150 révolutions par seconde avec des images de 1000 lignes-A. Les sondes développées

peuvent, avec un mécanisme de « pullback », couvrir un champ de vue de plus de 150 mm.

Pour s’affranchir de certains artéfacts de la jonction rotative, il est possible de jumeler un
micromoteur et un prisme a la pointe de la sonde [Fig.3.7b]. Ce mécanisme de balayage
distal permet de faire tourner simplement le miroir installé a 'extrémité. Ce design permet
d’augmenter considérablement la partie flexible de la sonde [Tran et al. (2004)]. Cependant,
I'introduction de cables électriques pour alimenter le moteur au sein de la partie distale de la
sonde endoscopique pose des enjeux de sécurité pour le patient. De plus, les cables réduisent

le champ de vue [Herz et al. (2004)]. Tout comme la jonction rotative, ’échantillonnage est
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non linéaire et peut introduire des distorsions dans les volumes acquis.

3.6.2 Balayage linéaire

Le mécanisme de balayage linéaire [Fig.3.7¢c|, utilisé dans le présent projet, figure comme
I'un des mécanismes les plus répandus en microscopie. Une combinaison de galvanometres
et un assemblage d’optiques (lentille et GRIN) permettent de balayer le faisceau laser de
facon cartésienne, point par point a I’échantillon. Les sondes qui exploitent ce mécanisme
ont I'avantage d’étre robustes et faciles a manipuler. De plus, les images sont plus faciles a
interpréter et ne demandent pratiquement aucun post-traitement des données. La Figure 3.8
illustre une image OCT d’un doigt avec un balayage radial et latéral. Bien que I'on percoive
les structures internes du doigt (épiderme et derme) dans les deux modes de balayage, I'image

linéaire semble plus adaptée a cette partie de I’anatomie.

Cependant, 1'utilisation des éléments optiques nécessite que la sonde soit rigide sur toute la
longueur entre le mécanisme de balayage et 1’échantillon. Selon ’application, cette exigence
peut étre difficile a respecter. De plus, le design optique peut se complexifier en fonction de
la longueur de la sonde. Ce type de sonde reste encore difficile a miniaturiser étant donné la
taille des GRIN (I'ordre du millimetre) et des galvanometres commercialement disponibles
(l'ordre du cm). Récemment, des progres sur la taille et la vitesse des miroirs basé sur des
MEMS ont permis I'introduction de quelques prototypes de sondes linéaires de l'ordre de

quelques millimetres de diametre [Wang et al. (2013)].

3.6.3 Balayage en face

En visualisation frontale, I'illumination de 1’échantillon et la collection des photons réfléchis
sont exécutées dans 'axe de la sonde. Ce mode est tres intéressant pour assister la prise
de biopsie ou permettre d’ajouter une seconde modalité collocalisée, par exemple I'imagerie
confocale par fluorescence. Dans ce mode de visualisation, le balayage du faisceau OCT
est accompli par l'utilisation des éléments électromécaniques miniaturisés, piézoélectriques
[Boppart et al. (1997)] ou des miroirs actionnés par des MEMS [Pan et al. (2001); Xie et al.
(2003)].

Le mécanisme de balayage avec piézoélectrique, consiste a faire vibrer la pointe de la fibre

optique de facon sinusoidale dans la partie distale de la sonde. Ce type de configuration
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a) b)

Figure 3.8 Image OCT d’un doigt avec une jonction rotative (a) tiré de [Cho et al. (2014)]
et un balayage linéaire (b). L’interprétation des structures anatomiques est favorisée selon
le mode balayage utilisé. Un mode radial est préconisé pour des structures anatomiques
circulaires comme les vaisseaux sanguins. Echelle : Imm

permet de balayer I’échantillon tres rapidement. Bien que ce mécanisme permet de réduire
considérablement la taille de la sonde, il est fortement non linéaire. La trajectoire du balayage
a la forme d’une spirale [Fig.3.7d]. Une calibration préalable est nécessaire et des opérations
de post-traitements sont essentielles pour reconstruire I'image ou le volume d’acquisition. De
plus, les piézoélectriques, installés a la pointe de la sonde, requiérent une isolation électrique

robuste.

Enfin, le tableau suivant en résume quelques avantages et difficultés spécifiques a chaque

mécanisme de balayage.
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Tableau 3.1 Comparaison des mécanisme de balayage en OCT

Mécanisme de balayage | Avantages Inconvénients
Rapide Difficile a miniaturiser
Galvo/MEMS ) o
Image uniforme Rigide
Petite taille Déforme le tissu
Jonction rotative Grand champ de vue | Centre de rotation non uniforme
Design simple Jonction fragile
Micromoteur Rapide Alimentation électrique a la partie distale
L . Petite taille Post-traitement des images
Piézoélectrique . ) _ o
Balayage tres rapide | Conception difficile

3.7 Traitement des images OCT

Le traitement d’image est un procédé qui permet d’améliorer la qualité des images ou de révé-
ler des propriétés propres a 1’échantillon étudié. Ces caractéristiques clés peuvent étre analy-
sées sous une perspective d’intensité des pixels, de forme ou de variation locale. La littérature
sur le traitement des images OCT en laryngologie est pratiquement absente. L’utilisation de
I’OCT en laryngologie est relativement immature en comparaison avec ophtalmologie ou des
appareils commerciaux de troisieme génération sont déja opérationnels. Cette sous-section
présente, une breve revue de la littérature sur les techniques de traitement d’images OCT ap-
pliqué a 'ophtalmologie et, d’autre part, des techniques d’extraction du signal d’atténuation

et de texture.

Depuis les deux dernieres décennies, les techniques de traitement d’images endoscopiques
se sont grandement développées pour contribuer & aider le diagnostic médical [Uloza et al.
(2005); Shu et al. (2005); Saint-Pierre et al. (2007)]. Cependant, les images de la tomo-
graphie par cohérence optique sont beaucoup plus bruitées comparativement aux images

endoscopiques standard.

Minimiser le bruit dans les images OCT est souvent 1’étape préliminaire qui permet d’amé-
liorer l'interprétation des structures observées [Costa et al. (2006)]. Une source de bruit, in-
hérente a ’OCT, ou toute forme d’imagerie cohérente, est le bruit de tavelure, aussi nommé
« speckle ». Son origine provient des interférences constructives et destructives des fronts

d’onde issues des diffuseurs distribués au hasard et dont la taille est sous la résolution du
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systeme [Goodman (2007)]. Une technique simple et intuitive pour s’en affranchir consiste a
prendre plusieurs images et effectuer un moyennage du signal. En ophtalmologie Sakamoto
et coll. ont démontré que le moyennage d’au moins 4 images « B-scan » consécutives amé-
liore significativement la définition des couches de la rétine [Sakamoto et al. (2008)]. II est
raisonnable d’envisager que cette technique pourrait donner des résultats similaires sur des
acquisitions OCT des cordes vocales. Toujours dans 'objectif de réduire I'impact du bruit
de tavelure dans les images, 'algorithme basé sur une estimation bayésienne des moindres
carrés, proposé par Wong et coll., permet d’évaluer et minimiser le bruit a partir d'un échan-
tillonnage conditionnel a postériori [Wong et al. (2010)]. Une fois le bruit minimisé, plusieurs
options de segmentation OCT peuvent étre ensuite envisagées (manuelle, semi-automatisée

ou complétement automomatisée).

Les techniques de segmentation les plus utilisées sont basées sur 'intensité des pixels. Dans
un premier temps, les techniques de segmentation a la base de seuillage ont été implémentées
pour la détection des couches de la rétine [Chiu et al. (2010)] . Ces techniques simples visent
a évaluer si I'intensité d’un pixel est supérieure ou inférieure a un seuil imposé. Afin d’ajouter
de la robustesse aux variations d’illumination, la segmentation basée sur la partition d’his-
togramme, la méthode d’Otsu, [Otsu (1979)] a été également proposée [Chiu et al. (2010)].
L’algorithme suppose que les images contiennent deux classes de pixels et le seuil optimal est

choisi de sorte que la variance de chaque classe soit minimisée.

Wojtkowski et coll. ont utilisé un algorithme de seuillage multiple sur l'intensité pour diag-
nostiquer les maladies de la rétine [Wojtkowski et al. (2009)]. Toujours sur la rétine, une
approche basée sur des modeles déformables paramétriques a été utilisée pour quantifier la
progression tumorale [Ruggeri et al. (2009)]. Les techniques paramétriques tel les contours
actifs [Kass et al. (1988)] permettent, au moyen d’un modele basé sur la minimisation d’une
fonction d’énergie, d’incorporer de 'information a priori sur la forme du contour. Cependant,

I'initialisation est souvent le probléme principal de cette technique [Marendic et al. (2001)].

Eichel et coll. [Eichel et al. (2010)] ont introduit une nouvelle technique de segmentation 2D,
suivi d’une reconstruction 3D, sur des images a haute résolution. Cette technique permet
de segmenter précisément la cornée. La technique fait appel a une série de prétraitements :
normalisation, opérateur morphologique, filtrage gaussien suivi de 'opérateur d’extraction
de contours de Prewitt. Ensuite, sur les frontieres résultantes, un ajustement d’une courbe
polynomiale est appliqué. La méthode segmente et évalue I'épaisseur des couches de la rétine
adéquatement. Cependant, selon les auteurs, la segmentation d’un volume de 442 images

OCT, sous Matlab, peut prendre plus de huit heures.
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Tandis que la méthode de seuillage divise les régions, la méthode de fusion de régions regroupe
plutot les pixels voisins dont les intensités sont similaires. Cette approche figure également
comme une méthode alternative proposée pour segmenter les couches de la rétine [Fabritius
et al. (2009)]. Les techniques d’analyse de contours sont tres utilisées en traitement d’images.
Elles figurent souvent comme une étape intermédiaire aux algorithmes de segmentation. Les
opérateurs Prewitt, Sobel et Canny [Canny (1986)] sont convolués a l'image afin d’extraire
les contours des couches de la rétine selon une direction ou une orientation [Yazdanpanah
et al. (2011)].

Il est bien connu que les techniques classiques d’intensité souffrent malheureusement d’un
manque de robustesse a cause, d'une part de la variation dans l'illumination qui dépend
grandement de I’équipement utilisé, et d’autre part des variations d’apparence externe qui

peuvent subsister selon les individus et selon la pathologie.

Pour pallier les variations de ’apparence externe, les techniques de quantification sur 'atté-

nuation relative et I'information de texture sont également exploités.

3.7.1 Atténuation du signal OCT

L’atténuation du signal OCT peut étre modéliser par une exponentielle inverse, selon la loi
de Beer Lambert :

I(2) = Iy e~ 312 (3.11)

ou I(z) correspond au signal d’intensité a une profondeur z, Iy & Uintensité émise initiale-
ment et p; au coefficient d’atténuation. Le facteur 2 provient du parcours aller-retour entre
illumination et le retour des photons au détecteur. Tel que mentionné a la section 3.5, le co-
efficient d’atténuation p; est représentatif des changements dans la diffusion et I'absorption
de I’échantillon. Par exemple, la densité des fibres de collagene, d’élastine et les membranes
cellulaires peuvent influencer la valeur de ;. Extraire p; a différentes profondeurs z peut de-
venir un outil de quantification intéressant. La pente qui représente le mieux la ligne-A, sous
forme logarithmique, permet d’exposer p;. Bien que cette technique n’ait jamais été adaptée
aux cordes vocales, elle a été considérée pour l'identification des tissus pathologiques dans
les noeuds lymphatiques [McLaughlin et al. (2009)] ou dans la différenciation des plaques

athéroscléroses [Soest van et al. (2010)]. Cette caractérisation du signal est & une dimension.
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Il est également possible d’évaluer une approche a deux dimensions avec la texture dans les
images OCT.

3.7.2 Analyse de texture

Généralement, les travaux sur la segmentation reposent sur les caractéristiques d’intensité
ou de forme. La variation locale, connue sous le nom de texture, peut également servir a
la segmentation en classifiant les pixels qui possedent des propriétés statistiques ou fréquen-
tielles communes. Dans le domaine du traitement d’images médicales, I’analyse de texture est
surtout utilisée pour la radiographie [Egmont-Petersen et Pelikan (1999)] et la tomodensito-
métrie [McNitt-Gray et al. (1999)], plus précisément pour la détection de microcalcification
dans les mammographies numériques [Wang et Karayiannis (1998)] et la caractérisation des
tissus hépatiques [Mojsilovi¢ et al. (1998)]. Selon 'application, 'extraction de caractéris-
tiques de texture peut étre exécutée principalement dans une perspective stochastique avec
des outils comme les matrices de cooccurrence ou covariance [Chen et Pavlidis (1983)] ou
bien dans le domaine fréquentiel avec 'utilisation d’ondelettes [Unser (1995)] et de filtres
de Gabor [Bovik et al. (1990)]. Le domaine fréquentiel offre un atout supplémentaire avec
la possibilité de discriminer plusieurs fréquences et de préserver les détails du signal a diffé-
rentes résolutions. La matrice de cooccurrence a été introduite par Haralick et coll. dans le
début des années 1970 [Haralick et al. (1973)]. Elle représente essentiellement la probabilité
d’occurrence d’'une paire de niveaux de gris s(4, 7) pour un déplacement d et une orientation
0 donnée. Les éléments sq(i,j | d) de la matrice permettent de définir 14 métriques globales
pour classifier une texture. Plusieurs de ces métriques sont mutuellement dépendantes. Les
plus utilisées sont : ’énergie, I’entropie, le contraste, I'inertie, la corrélation et 'homogénéité
locale. Si L représente le nombre de niveaux de gris dans I'image d’intérét, et que la moyenne
1 et Iécart type o sont respectivement exprimés selon 3.12 et 3.13, nous pouvons définir ces

descripteurs comme suit :

L—1 L-1 -1 IL—-1
fo = ZZZSQ(ZaJ | d) ) My = Z]ZSG(ZaJ | d)v (312>
=0 j5=0 i=0 ;=0
-1 L—1 L—1 -1
Oy = Z(z — ,LLI)Q se(i, 7 | d) , o, = Z(z - ,uy)2 se(i,7 | d). (3.13)
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L’énergie, formulée selon 3.14, consiste en une sommation au carré de chaque valeur de
la matrice, elle permet de mettre en évidence les régions qui possedent une distribution

d’intensité commune.

Energie = i i[se(i,j | d))? (3.14)

i=0 j=0

Le contraste est la variation locale des niveaux de gris de la matrice de cooccurrence. C’est
une mesure de la dépendance de la valeur des niveaux de gris des pixels selon leur position.
Le contraste sera faible si la valeur des pixels voisins est similaire et complétement nulle sur

une image qui possede un ton uniforme.

L-1L-1

Contraste = »_ Y |i—j |* [so(, ] | d)] (3.15)

i=0 j=0

L’entropie est donnée par 3.16 et représente la sommation de chaque multiplication de la
probabilité d’occurrence sy(i,j | d) avec son logarithme. Ce descripteur permet d’identifier
les régions qui possedent une distribution large de valeurs d’intensité. Une grande entropie

est accordée aux régions inhomogenes.

Entropie = Z Z (1,7 | d)logsge(i, 7 | d) (3.16)
=0 7=0

La corrélation permet de quantifier la relation de dépendance qui existe entre les pixels.
Les pixels appartenant a une région d’une méme couche uniforme devraient manifester une

corrélation élevée.

SoiZ0 Xio (i — p1a) (G — pay)s0(i, 5 | d)

0.0y

Corrélation = (3.17)

L’homogénéité locale et I'inertie sont complémentaires. Elles permettent de distinguer les

régions a faible ou fort contraste.

S S (= pa) (G — ) se(i, 5 | d)
1+ (z’ —j)2

Homogénéité = (3.18)
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L-1L-1

Inertie = > Y (i — j)*so(i, 5 | d) (3.19)

i=0 j=0

Malgré qu’il soit possible de caractériser les tissus a partir d’'une analyse de texture en
OCT [Gossage et al. (2003)], encore tres peu d’ouvrages sont recensés dans ce domaine.
Une approche tres récente utilise cependant des données présegmentées manuellement pour
reconstruire un modele a partir d'une analyse de texture. Suite a I’apprentissage exécuté sur
2700 images, le modele statistique arrive a fournir une segmentation robuste des couches
rétiniennes [Kajié¢ et al. (2010)]. Le traitement d’images demeure sensible aux bruits présents
dans les images OCT. Le contraste en laryngologie entre un tissu sain et pathologique peut-

étre difficile & détecter.

3.8 Application de ’OCT en laryngologie

Le potentiel clinique de 'OCT en laryngologie est grandissant [Hawkshaw et al. (2013)].
Des études ont été réalisées pour analyser : la muqueuse [Literssen et al. (2006)], la partie
supérieure des voies respiratoires [Colt et al. (2010)], Poreille moyenne [Pitris et al. (2001)],
la cochlée [Sepehr et al. (2008); Wong et al. (2000)] et la glande thyroide [Montigny et al.
(2016); Zhou et al. (2013)].

Les premieres images OCT de la région laryngée ont été obtenues a ’aide d’'un montage
entierement fibré [Sergeev et al. (1997)]. L’étude démontre sur 15 patients traités avec des
rayons gamma qu’il est possible de suivre de facon non invasive 1’évolution de la couche
épithéliale au cours d’une séance de radiothérapie. Les images OCT illustrent clairement un
épaississement de I’épithélium apres les traitements de radiation. Cette conclusion, obtenue

de fagon non invasive avec ’OCT, est corroborée avec les données histologiques.

Depuis I'étude de Sergeev et coll. en 1997, environ une quarantaine d’articles décrivant l'usage
de I'OCT pour les cordes vocales a été recensée. Le potentiel d’applications cliniques in vivo
pour l'identification des marges des tumeurs laryngées est une approche tres intéressante

pour le diagnostic et le suivi durant des traitements par radiations ionisantes.

La premiere méthode d’identification des marges tumorales avec ’'OCT a été proposée pour
guider la chirurgie laser peropératoire [Shakhov et al. (2001)]. La méthode délimite les fron-

tieres de la tumeur lorsqu’un changement d’intensité dans les images OCT est observé. Les
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résultats sont corroborés avec la récente étude prospective [Kaiser et al. (2009)], sur 46 échan-
tillons, obtenus par chirurgie. Il est notamment démontré que la combinaison de 'OCT a la
microlaryngoscopie améliore 1’évaluation du type de dysplasie et le diagnostic d'un carci-
nome laryngé. L’OCT permet également une présélection des régions a évaluer par biopsie
ou autrement un nombre important de préléevements d’échantillon serait nécessaire ce qui

augmenterait considérablement le temps en chirurgie [Upile et al. (2007)].

Bien que 'OCT permette d’améliorer le processus décisionnel en milieu intraopératoire [Kraft
et al. (2008)], la modalité permet également d’observer les traitements d’injection d’acide
hyaluronique dans les cordes vocales [Burns et al. (2009)]. Cette injection supervisée pourrait

améliorer la réhabilitation des cordes vocales apres la chirurgie.

Avec la miniaturisation des outils optiques (lentilles, prisme et micromoteur), le développe-
ment des sondes optiques permet d’explorer de mieux en mieux le larynx dans différentes
conditions. Une sonde flexible a permis de démontrer qu’il était possible d’observer les cordes
vocales de patients adultes éveillés avec 'OCT [Sepehr et al. (2008)]. Sur une base plus ex-
ploratrice, les travaux de Wong et coll. ont examiné quelques lésions des voies aérodigestives
supérieures chez 82 adultes [Wong et al. (2005)]. Les sites explorés et analysés sont les vraies
et fausses cordes vocales, ’espace sous glottique et I'épiglotte. Les dimensions de 1’épithélium
rapportées varient énormément selon les individus. En moyenne, la dimension de 1’épithélium

de la corde vocale adulte pathologique observée est de 128 £+ 58 microns [Wong et al. (2005)].

Malgré les nombreuses études in vivo en OCT axées sur les pathologies laryngées [Armstrong
et al. (2006)] tres peu de travaux ont porté sur une clienteéle pédiatrique. Pourtant, récem-
ment 'OCT a été évalué comme une technique optique prometteuse pour ’évaluation de la

microanatomie des cordes vocales chez une population pédiatrique [Boudoux et al. (2009a,b)].

Les travaux de Ridgway et coll. sont les rares travaux in vivo chez une clientele pédiatrique.
Dans cette étude, 'OCT a permis d’observer ’épaisseur de la muqueuse laryngée, le cartilage
cricoide et les anneaux trachéaux chez les nouveau-nés [Ridgway et al. (2007, 2008)]. Toute-
fois, la vitesse d’acquisition (quelques images secondes) et la sensibilité des systemes TD-OCT
utilisés limitent I’étude a une acquisition a deux dimensions. Il est probable qu’'un systeme
tridimensionnel puisse révéler davantage sur la complexité anatomique de cette structure et
sur les pathologies vocales. Toutefois, des études récentes utilisant des systemes dans le do-
maine de Fourier ont permis de détecter des sténoses sous-glottiques chez les nouveau-nés

[Volgger et al. (2015); Sharma et al. (2015)].



52

3.9 Discussion

Depuis les dernieres décennies, plusieurs développements technologiques ont permis d’exa-
miner et de traiter avec plus de précision les pathologies laryngées. Les outils chirurgicaux
adaptés : endoscope flexible, I'utilisation de laser d’ablation et la microlaryngoscopie, figurent
comme les contributions technologiques majeures a cette spécialité. Plus récemment, ’OCT
a suscité a son tour un intérét particulier de la part de la communauté scientifique. Cette mo-
dalité d’imagerie optique possede une grande résolution spatiale et la possibilité de faire des
images en coupe en temps réel de facon non invasive. Evaluer la muqueuse laryngée demeure

un besoin essentiel, encore jusqu’ici non comblé par les méthodes d’imagerie traditionnelles.

Cependant, le peu d’informations structurelle disponible sur la corde vocale complique 'in-
terprétation des images OCT. A ce jour, il existe peu d’ouvrages décrivant ou caractérisant le
contraste obtenu a I’OCT sur des cordes vocales saines ou pathologiques. Tout comme 1’affi-
nité chimique de certaines molécules avec des teintures spécifiques en histologie, les propriétés
des tissus comme 'absorption et la diffusion caractérisent les tissus. Un atlas avec différente
acquisition des cordes vocales pourrait établir les bases de ce que représente une corde vocale
sous un angle optique. D’autant que I’OCT ne présente pas les artéfacts typiquement associés

avec |’histologie comme la distorsion des tissus lors du sectionnement.

Dans le cas des cordes vocales, la lamina propria possede un bon nombre de diffuseurs
(noyaux, fibres d’élastine et de collagene), il est donc raisonnable de prévoir que le signal
provenant de cette région sera caractéristique d’un tissu riche en eau et en petits diffuseurs.
La source et les composants optiques pour observer cette structure devront étre sélectionnés
avec soin. Les propriétés de la source sont directement liées au rapport signal sur bruit. Les
systéemes dans le domaine spectral permettent une excellente sensibilité (> 100dB) ce qui
est essentiel a la détection des photons balistiques dans les cordes vocales ou la majorité des
photons seront diffusés ou encore absorbés. Le choix de la longueur d’onde selon la fenétre
thérapeutique est primordial pour imager adéquatement cette structure anatomique. De plus,
un spectre tres large en longueur d’onde de la source permettra d’obtenir une bonne réso-
lution axiale. Enfin, pour détecter les structures en couche de la corde vocale, la cohérence
instantanée de la source accordable devra étre trés grande pour prévenir la dégradation du

signal en profondeur.

Il existe un intérét grandissant pour une paramétrisation quantitative des cordes vocales.

Quelques pistes sont disponibles, tel qu’illustrées dans la section 3.7 sur le traitement d’images.
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Cependant, il n’existe aucune méthode a ce jour qui permet de segmenter ou paramétrer cor-
rectement tout type d’image. Les images biomédicales sont particulieres, elles requierent
souvent un ajustement selon la modalité et le contexte utilisé. Les images OCT sont uniques
et souvent affectées par le bruit de tavelure ce qui ajoute de la difficulté a interpréter et

traiter les donnés.

Le grand bémol qui persiste a ce jour est la presque inexistence de travaux impliquant une
clientele pédiatrique. Cette situation est principalement tributaire d’une incompatibilité avec
I’appareillage endoscopique existant et le manque de spécimens cadavériques pédiatriques. Il
semble que ’OCT serait tout a fait indiqué pour répondre a plusieurs questions fondamen-
tales en ce qui a trait au développement des cordes vocales et des pathologies pédiatriques.
Quels sont les changements structurels des lésions et du développement vocal ? La réponse
a ces questions pourrait améliorer le traitement des pathologies vocales chez une population
pédiatrique. L’étude ex vivo décrite au prochain chapitre tente d’apporter les premieres pistes

possibles a ces interrogations.
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CHAPITRE 4 ANALYSE DES COUCHES VOCALES AVEC LA
TOMOGRAPHIE PAR COHERENCE OPTIQUE

Bien qu'Hirano et coll. [Hirano (1975)] ait démontré durant les années 80, la structure lami-
naire des cordes vocales humaines a partir de I'histopathologie, a ce jour il n’existe aucun outil
non invasif pour étudier leurs développements ou observer des lésions vocales pédiatriques.
Proposer un nouvel outil clinique comporte nécessairement plusieurs étapes préalables. L'une
d’entre elles consiste a valider I'instrumentation avec une approche progressive dans un mi-
lieu supervisé. Cette validation est souvent accomplie dans un environnement ex vivo. Elle
permet également d’élaborer un protocole et d’identifier un modele d’expérimentation. Ce
chapitre permet d’énoncer le parcours suivi pour valider 'utilisation de la tomographie par

cohérence optique pour 'observation et la caractérisation des cordes vocales pédiatriques.

4.1 Introduction

Les études antérieures décrivent la corde vocale comme une structure anatomique dynamique,
en constante évolution de la naissance a I’dge adulte [Hartnick et al. (2005)]. Monocouche a
la naissance, la lamina propria se complexifie a I’enfance avec une structure bilaminaire pour
enfin compléter sa transition vers une structure trilaminaire a I’dge adulte [Hirano (1975)].
Etant donné le nombre limité d’échantillons cadavériques en pédiatrie, les changements de
cette microstructure sont encore tres peu connus. Seuls quelques échantillons ponctuels per-
mettent de dresser les grandes lignes du développement vocal [Hartnick et al. (2005)] [Boseley
et Hartnick (2006)].

Le processus de maturation vocal constitue pourtant une information fondamentale pour les
cliniciens. Cette information peut permettre la prévention et le traitement de pathologies

vocales, en plus, d’établir les moments opportuns pour intervenir chirurgicalement.

Malgré les risques, la seule option pour caractériser le type et le degré de sévérité de la
pathologie s’avere étre la biopsie : le prélevement d’un échantillon. Bien qu’'une biopsie suivie
d’un examen histologique soit 1'outil de diagnostic de référence, le « gold standard » clinique,
il n’en demeure pas moins qu’elles sont responsables d'un fort taux de faux négatif. De plus,
elles sont souvent ponctuelles et ne permettent pas d’évaluer de grandes surfaces. Certaines

procédures de prélevements peuvent étre risquées pour les patients, car elles peuvent générer
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des complications et des infections.

En pédiatrie, la décision de prélever un échantillon de cordes vocales est difficile a prendre
pour le chirurgien traitant. Perturber I'intégrité de la lamina propria peut avoir des consé-
quences irréversibles sur la voix du patient. Un outil de diagnostic non invasif des cordes
vocales apparait alors comme essentiel. Dans ce contexte, plusieurs techniques optiques ont
été évaluées pour visualiser cette microstructure anatomique [Boudoux et al. (2009b)]. L'une
de ces techniques optiques, la tomographie par cohérence optique (OCT de I’anglais « Optical

Coherence Tomography »), semble particulierement prometteuse.

Ce chapitre expose en deux temps les réalisations précliniques pour la validation de 'outil
proposée. Dans un premier, une étude sur la caractérisation optique de la structure vocale est
montrée. Il est primordial d’enrichir nos connaissances avec un maximum d’observation et de
validation précliniques. Toutefois, cette nouvelle méthode de visualisation comporte son lot
de défis 1ié & Dinterprétation des images. Etant donné que la source de contraste des images
OCT des cordes vocales est encore sujette a interprétation, la seconde partie de ce chapitre

est consacrée a ’analyse du collagene dans les images OCT.

4.2 Expérimentations précliniques

Afin de comprendre la maturation de la corde vocale, la méthode proposée consiste a étudier
les changements de la lamina propria avec la tomographie par cohérence optique. Les étapes
de développement de la lamina propria, identifiées dans la littérature a partir d’images histo-
logiques, passent d’une structure monocouche a une structure bilaminaire puis trilaminaire.
L’expérience développée consiste a étudier et distinguer en OCT des caractéristiques clés

dans la lamina propria de différents spécimens représentant les étapes de maturation.

La validation par corrélation des structures morphologiques est ’approche préconisée pour
se familiariser avec la réponse optique des tissus vocaux. Les images OCT des cordes vocales

ex vivo sont systématiquement comparées avec la modalité de référence, 1’histologie.

4.2.1 Modele expérimental

L’expérience est réalisée d'une part sur des échantillons humains disponibles et d’autre part

a l'aide d’échantillons d’animaux. En effet, les larynx d’animaux sont souvent utilisés pour
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évaluer lefficacité des traitements ou des procédures chirurgicales [Dedmon et al. (2015);
Garrett et al. (2000)]. Les différents spécimens sont sélectionnés selon leurs disponibilités
et leurs caractéristiques propres. La structure monocouche est représentée dans cette étude
par des échantillons foetaux pour lesquels la lamina propria n’est pas encore différenciée. Ces
échantillons sont plus accessibles que les spécimens cadavériques pédiatriques. A 34 semaines,
le larynx est suffisamment développé et les tissus vocaux du foetus sont représentatifs de ceux
d’un nouveau-né [Nita et al. (2009)].

Le modele porcin est considéré comme un modele viable pour représenter une structure bila-
minaire de la lamina propria [Woodson (2012); Hahn et al. (2006, 2005)]. De plus, étant donné
le nombre restreint d’échantillons pédiatriques, les larynx porcins permettront d’accumuler
assez d’images pour rendre les observations statistiquement significatives. La matrice ex-
tracellulaire du modele porcin est similaire a celle retrouvée chez ’humain en ce qui concerne
la distribution d’élastine et de collagene [Hahn et al. (2006)]. De plus, ce spécimen, fortement
étudié dans la littérature est assez abondant pour permettre d’optimiser les évaluations pré-
liminaires. Il permet, en 'occurrence, la mise en place des protocoles et le développement
d’algorithmes. Les échantillons porcins préservent ainsi la banque d’échantillons humains
pour la validation ou pour les études comparatives. Enfin, la structure trilaminaire est étu-
diée a partir d’échantillons adultes cadavériques ou a la suite d’une laryngectomie (extraction

du larynx) dans les cas de cancer a stade précoce.

4.2.2 Protocole

Le protocole est développé dans I'objectif de caractériser les états de maturation la lamina
propria. Cette section décrit la méthodologie utilisée pour visualiser et caractériser les diffé-
rences optiques entre le modele foetal (une seule couche), le modele porcin (deux couches) et

finalement ’adulte (trois couches a maturité).

Spécimens de cordes vocales

Le potentiel de ’'OCT pour 'imagerie des structures vocales est évalué a partir de plusieurs
échantillons. Le consentement pour 1'utilisation des échantillons a été accordé par le comité de
’Ecole Polytechnique de Montréal et celui du Massachusetts Eye and Ear Infirmary (MEEI,
Boston, Massachusetts). Enfin, I'analyse des spécimens et la validation histologique sont

exécutées par les experts pathologistes du département de MEEI.
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Nous avons imagé plus d'une centaine d’échantillons porcins provenant de la ferme Groton
(Boston, Massasuchetts) et de la ferme Ménard, sur la Rive-Sud de Montréal. Les spécimens
porcins ont été congelés immédiatement apres le sacrifice et maintenus dans un congélateur

a la température de -18° Celsius jusqu’au moment de ’analyse.

Une dizaine d’échantillons foetaux ont été analysés, a Boston ainsi qu'une cinquantaine
d’échantillons humains provenant exclusivement de 1'hopital MEEI. Ces échantillons sont
imagés sur places quelques heures apres le prélevement des donneurs d’organes ou quelques
heures apres le déces. Les tissus sont ensuite analysés par un pathologiste afin d’exclure de

I’étude toutes cordes vocales avec cancer ou maladie grave.

Sélection de la région d’intérét

Tous les spécimens de larynx sont préparés selon la méthode de [Jiang et Titze (1993)] qui
consiste a sectionner le larynx en deux hémispheres. La Figure 4.1a illustre 'axe d’excision,
a 'apex du cartilage thyroidien. La Figure 4.1b, illustre la corde vocale gauche sur le plan
sagittal. Cet axe de coupe préserve la forme des muqueuses vocales et permet une étude
plus réaliste de la physiologie naturelle des cordes vocales étant donné que la tension sur
la muqueuse, les muscles et les ligaments demeure intact. En plus, cette approche offre une

excellente vue de la région d’intérét : la muqueuse.
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d’encre de balayage d’intérét

Figure 4.1 Larynx porcin. Vue frontale qui illustre I’axe de coupe pour préserver la muqueuse
(a). Vue sagittale de ’hémisphere gauche du larynx porcin (b) avec la localisation de la région
de balayage, délimitée par I'insertion d’encre de Chine au moyen d’une aiguille. Dans cette
zone s’inscrit la région d’intérét qui comprend la partie centrale de la corde vocale ainsi que
le ventricule.

La Figure 4.1b, illustre la méthode utilisée pour comparer I'histologie aux images OCT. Apres
excision, de l'encre de Chine est injectée a 'aide d’une aiguille chirurgicale (jauge 24) dans
la corde vocale. Ce marquage permet de colocaliser les structures anatomiques sur les deux
modalités (& ’OCT et a I'histologie). L’encre est injectée au niveau du ventricule ainsi que
dans la région inférieure de la vraie corde vocale. Le processus est répété a l'autre extrémité.
Cette délimitation indique la zone de balayage a ’OCT et inclut la région d’intérét : la partie

centrale de la vraie corde vocale.

Cependant la zone d’analyse est un sous segment de la zone balayée. La région d’intérét
correspond a I'apex de la vraie corde vocale, considéré comme la région la plus impliquée dans
la phonation [Jiang et Titze (1994)]. Une attention particuliere est dévouée a sélectionner
cette région le plus fidelement possible afin de permettre une comparaison uniforme entre
spécimens. Cette sélection est principalement basée sur les repéres anatomiques de la vraie

corde vocale, a environ quelques centaines de microns du ventricule.
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Protocole d’imagerie ex vivo

Une fois la zone délimitée, 1’échantillon est placé sous un microscope OCT commercial
(OCS13010V1, Thorlabs, New Jersey). Ce systéme utilise une source laser infrarouge a ba-
layage (SS-OCT), cadencée a 100 kHz (100 000 lignes-A /seconde) avec une longueur d’onde
centrale de 1310 nm. La résolution spatiale est de 12 um en profondeur et de 25 um latérale.
Les échantillons sont orientés de sorte a permettre une acquisition a travers les points d’encre,
sur l'axe antéro-postérieur. La dimension de la zone capturée est de 10 mm x 10 mm x 7 mm
(1024 x 1024 x 1024 pixels) . Cette dimension permet d’imager la vraie corde vocale et une
partie du ventricule, nécessaire comme point de référence. Le temps total d’acquisition pour
capturer ce volume est d’environ 30 secondes. La Figure 4.2 illustre la plateforme d’acquisition
ex vivo ainsi que le positionnement de 1’échantillon sous I'objectif OCT (Thorlabs, LSM03

5X). Le laser de positionnement permet de localiser en temps réel la coupe d’acquisition.

Bras de
référence

Source adapté

Laser de
guidage

Figure 4.2 Environnement d’acquisition OCT ex vivo. Table optique munie d’une source
infrarouge a 1310 nm de longueur d’onde centrale (a) ainsi qu'un bras de référence externe
adapté pour une utilisation avec des sondes endoscopiques. Acquisition tridimensionnelle d’un
spécimen porcin (b). Le laser de guidage a 632 nm assure que la région de balayage couvre
bien la zone délimitée a 1’encre de Chine.

1. Dimension donnée selon les axes x,y,z.
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4.2.3 Comparaison avec I’histopathologie

Apres lacquisition d’un volume en OCT, I’échantillon est placé dans une solution de formal-
déhyde pour étre éventuellement sectionné et coloré a I'hématoxyline et a I’éosine (H&E) et
au Trichrome de Masson. Ces colorants ont été retenus pour leur efficacité a détecter la pré-
sence de collagene et d’élastine dans la corde vocale [Suvarna et al. (2013)]. La Figure 4.3 est
une illustration comparative entre I’OCT et 1'histologie d’une corde vocale d’un échantillon
porcin. La section transverse obtenue avec 'OCT est représentée avec un code de couleur
(Heart - 82 dB) représentant 'intensité du signal exprimée en échelle logarithmique [Fig.4.3a).
La coupe histologique correspondante est obtenue a partir d’'un microscope a champ large

avec un objectif de 100X (Nikon Eclipse, Melville, NY) [Fig.4.3b].

Figure 4.3 Corde vocale d'un échantillon porcin imagée a ’'OCT (a) et coupe histologique
correspondante (100x coloration H&E). Les fleches indiquent la délimitation a l'encre de
Chine (en rouge), la délimitation avec le muscle vocal (en bleu) et la présence de structures
glandulaires (en vert). Ep : épithélium ; Lp : lamina propria; G : structure glandulaire ; Ms :
muscle vocal ; V : ventricule ; - Echelle : 200 um en (a) et (b).

La zone délimitée par les points d’encre, indiquées par les fleches rouges, est belle et bien
visible dans les deux modalités. A T'histologie, encre résiste au processus de fixation et

de coloration. A I'OCT, l'encre absorbe la lumiére et apparait comme une région sombre
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(absence de signal). La Figure 4.3a illustre la fine couche épithéliale (Ep) du spécimen suivi
par la lamina propria (Lp), plus intense et hétérogene. Des correspondances morphologiques
sont également apparentent dans les deux modes de contraste. Des structures glandulaires
(G) sont plus nombreuses dans la partie inférieure de la corde vocale, indiquées par la fleche

verte. La fléche bleue illustre la transition entre la lamina propria et le muscle vocal (Ms).

L’interprétation des images OCT peut parfois étre difficile a réaliser. De plus, les coupes his-
tologiques sont parfois impossibles a obtenir, surtout dans un contexte intraopératoire. Dans
de tels cas, il peut s’avérer intéressant d’utiliser des informations quantitatives strictement

issues d’images OCT.

4.3 Analyse quantitative

L’objectif consiste a extraire et sélectionner des descripteurs a partir d’'images OCT afin
d’établir une relation directe ou indirecte entre I'intensité du signal retrodiffusé et les struc-
tures macroscopiques et microscopiques de la lamina propria. En effet, tel que démontré dans
la section 3.5 sur la propriété des tissus au chapitre 3, la lumiere interagit a la densité et a la
distribution des diffuseurs (fibres, cellules, noyaux). Cette source d’information consiste en
une piste intéressante pour la différenciation des couches de la corde vocale ou a I’identifica-
tion de lésions vocales. Cependant, avant l'extraction de ces descripteurs, il est essentiel de

conditionner les images OCT pour une analyse quantitative.

4.3.1 Prétraitements des données brutes

Avant de procéder a I'analyse des données, une étape essentielle consiste a normaliser les
données entres-elles. Dans un premier temps, les volumes sont recalibrés pour profiter de la
plage dynamique disponible. La plage dynamique utile est centrée sur le signal moyen, u, et
s’étend sur une gamme + 30, ou o représente 'écart type des valeurs d’intensité. Le bruit
de tavelure (« speckle »), inhérent a 'imagerie cohérente, combiné au bruit présent dans les
sources OCT, dégrade la qualité des images. Dans le but d’améliorer le rapport signal sur
bruit (SNR, de 'anglais « signal-to-noise ratio ») quelques images ont été moyennées pour la
visualisation. Considérant la justesse des frontieres, un moyennage de 7 images consécutives
rehausse le contraste et permet une comparaison adéquate des structures morphologiques
entre I’OCT et I'histologie. La Figure 4.4 illustre une coupe OCT d’une corde vocale d'un

spécimen humain adulte avec et sans traitement d’image. Le contraste entre I’épithélium et la



62

lamina propria est accentué. Les structures dans la lamina propria sont davantage perceptibles
dans la Figure 4.4b, tel qu’indiqué par les fleches vertes. L’arriere-plan est également beaucoup
plus uniforme. En contre coup, des artéfacts inhérents au systeéme (interface interne parasite)

sont aussi plus visibles (A).

Figure 4.4 Rehaussement du contraste a 'OCT d’une corde vocale humaine. Image brute
avec bruit de tavelure (a) présent en arriere-plan. Traitements préliminaires de normalisation
et moyenne de 7 images consécutives (b) pour la visualisation. Les fleches en rouge indiquent
les marqueurs, en vert la présence de structures visibles apres traitements. Ep : epithélium ;
Lp : lamina propria; G : structure glandulaire; M : muscle; A : arriere-plan; V : ventricule;
- Echelle : 200 um en (a) et (b).

4.3.2 Atténuation relative du signal des cordes vocales

Une approche quantitative basée sur 'atténuation du signal interférométrique est réalisée sur
chacun des spécimens. Cette technique paramétrique du premier ordre, décrite a la section
3.7.1, permet de caractériser la propagation du signal retrodiffusé dans le tissu. L’hypothese
soutenue est qu’il existe une atténuation (diffusion et absorption) suffisamment différente

entre les couches vocales pour étre observé.

Le profil d’atténuation des spécimens est analysé et comparé avec chaque groupe de popula-
tion. Les coefficients d’atténuation relatifs sont divisés par un facteur deux pour tenir compte

du parcours a I’aller et au retour des photons dans le tissu.

La Figure 4.5 illustre ’ensemble des étapes accomplies pour extraire les coefficients d’atténua-
tion relatifs des cordes vocales de chaque spécimen. Dans un premier temps, un algorithme
automatisé permet d’uniformiser les différentes topologies des cordes vocales. L’algorithme
identifie tous les pixels au-dessus de I’épithélium comme nuls. Cette opération est accomplie
a 'aide d'un opérateur de gradient : filtre de Sobel dont l'orientation verticale permet de

rehausser l'interface air-épithélium.
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Figure 4.5 Diagramme de flux pour l'extraction des coefficients d’atténuation des cordes
vocales.

Ensuite, a partir d'une zone localisée dans la partie centrale de la vraie corde vocale, des
lignes-A (20x20 signaux 1D) sont moyennées sur 125 wm x 125 pm afin d’obtenir une ligne-A
avec un meilleur rapport signal sur bruit. Cette ligne-A est considérée comme étant repré-
sentative du profil d’atténuation du milieu d’intérét. Celle-ci est ensuite traitée pour localiser
les changements brusques d’atténuation selon les maximums et minimums locaux. Des poly-
nomes linéaires sont ajustés a partir des points retrouvés sur le signal 1D. Les coefficients des

polynomes sont ainsi recueillis pour caractériser le profil d’atténuation de la corde vocale.

4.3.3 Plateforme logicielle

Bien qu’il existe une application d’acquisition des données, ’application « Vocal fold Analyzer
», dédiée au traitement des données brutes, a été développée. Elle est réalisée en C' + + sous
I'environnement Qt (Qt Developpement Framework). Elle a une interface simple et logique
pour controler les parametres de visualisation et de traitement d’images. Elle est essentielle a
I'analyse des données brutes (normalisation, transformation de Fourier). Les prétraitements
et 'évaluation des descripteurs quantitatifs y sont comptabilisés (atténuation, texture). Les
données sont représentées sous une plage dynamique de 8 bits en format logarithmique ce
qui permet d’identifier ’ensemble des interfaces. Au besoin, les images B mode peuvent étre

également tronquées pour afficher I’essentiel de la vraie corde vocale.
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De plus, la plateforme est flexible et permet I'intégration rapide de fonctionnalités addition-
nelles demandées par 1'équipe de chirurgiens, telle qu'un module des métadonnées qui permet
d’associer les détails du contexte : sujet étudié, I’age et les parametres d’acquisition dans une
base de données. La plateforme permet également de segmenter et visualiser la corde vocale
sur différents plans (antérieur-postérieur, supérieur-inférieur). La Figure 4.6 illustre l'inter-
face graphique développée. A la gauche, les parameétres de visualisation et de traitement
d’images sont disponibles pour 'usager. Au centre, on retrouve le volume d’acquisition et les
descripteurs quantitatifs. Les résultats peuvent étre exportés sous plusieurs formats images,

vidéo, Excel et texte.
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Patient2

Frame : 15/ 40

Figure 4.6 Plateforme de traitement d’images et d’analyse quantitative développée pour ce
projet.
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4.4 Résultats

Nous avons recueilli jusqu’ici une centaine de spécimens porcins, 50 spécimens humains
adultes et 10 spécimens foetaux. Les nombreux volumes de données acquis permettent d’ex-
poser les similarités et distinctions qualitatives et quantitatives entre chacune des populations
étudiées. Les résultats présentés dans cette section sont disposés par groupe de spécimens
étudiés. Une analyse qualitative est d’abord présentée, puis suivie d’'une analyse quantitative.
Deux échantillons représentatifs par groupe sont illustrés. Les coupes OCT sont pairées avec
les coupes histologiques correspondantes. L’orientation des images est constante : elles sont
présentées avec la zone inférieure (vers les poumons) a gauche et la zone supérieure a droite
(vers la cavité buccale) de I'image. Le ventricule se situe toujours a droite de la vraie corde

vocale.

4.4.1 Analyse qualitative des structures morphologiques

La validation qualitative ex vivo consiste en une appréciation des structures morphologiques
des images OCT. L’histologie est 1'outil de référence pour une comparaison adéquate des
structures anatomiques observées. Le contraste optique de I’épithélium, de la lamina propria,
des vaisseaux sanguins et des glandes salivaires est caractérisé. Le contexte ex vivo permet
de capturer un large champs de vue étant donné que les contraintes cliniques sont absentes
(contraintes temporelles et les manipulations additionnelles). Le balayage s’étend de la partie
infraglottique (vers les poumons) a la fausse corde vocale (vers la cavité buccale). Ce balayage
contextualise la vraie corde vocale au sein des structures anatomiques avoisinantes. Il permet
d’identifier les caractéristiques optiques de la voie aérodigestive. Autrement dit, 'acquisition

dresse une carte de géolocalisation optique du larynx.

Spécimens foetaux

La Figure 4.7 illustre une section OCT ainsi que I'histologie d’une voie aérodigestive d’un
foetus de 34 semaines. Les marques d’encre de Chine (M1-M2) sont visibles sur les deux
modalités et délimitent deux bosses prédominantes, soit respectivement la région de la vraie
corde vocale et celle de la fausse corde vocale. Le ventricule sépare ces deux régions. La région
de la vraie corde vocale s’étent de la premiére marque d’encre (M1) au ventricule (V). Cette
petite section de la voie aérodigestive mesure 900 um. En effet, la taille de la vraie corde

vocale mesurée chez les spécimens foetaux est de 'ordre du millimetre. La couche épithéliale
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(Ep) est extrémement fine et pratiquement invisible a 'OCT [Fig.4.7a]. Cependant, il est
possible d’apprécier I'étendue du contraste existant dans la lamina propria le long de la voie
aérodigestive. La fausse corde vocale est la région possédant le plus de variation d’intensité
en fonction de la profondeur. Cette région est riche structurellement (plusieurs changements
d’indice de réfraction dans le volume). La région de la vraie corde vocale est plutot uniforme
en fonction de la profondeur. Cette région homogene observée en OCT est composée d’un
bon nombre de petits noyaux, uniformément distribués, tels qu’illustrés sur la coupe histolo-
gique colorée au trichrome [Fig.4.7b]. De plus, 'intensité du bleu a I’histologie semble moins
prononcée dans la vraie corde vocale que les régions avoisinantes. Cette observation pourrait
s’expliquer par une densité beaucoup moins élevée en collagene chez cette structure encore
immature [Sato et al. (2001)].

Enfin, la lamina prorpia semble posséder différentes épaisseurs le long de la voie aérodigestive.
Moins profonde dans la région infraglottique, celle-ci semble prendre de ’expansion dans la
direction supérieure jusqu’a la fausse corde vocale. Les fibres musculaires, visibles en rouge
a I'histologie, semblent correspondre a la limite de la profondeur de pénétration des images
OCT. Les photons semblent étre fortement absorbés dans cette région étant donné la richesse

en vaisseaux sanguins dans les muscles.
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Figure 4.7 Section transverse OCT d’une voie aérodigestive normale (a) et la coupe histo-
logique correspondante (100x coloration trichrome) (b) d'un échantillon foetal. En OCT la
région de la vraie corde vocale semble homogene ce qui pourrait s’expliquer par la présence
de petits noyaux uniformément distribués dans cette région, visibles a 1’histologie. Ep : épi-
thélium ; Lp : lamina propria; Ms : muscle; Ms : Muscle vocal; V : ventricule; M1-M2 :
marqueur ; - Echelle : 200 um en (a) et (b).

Spécimens porcins

La Figure 4.8 illustre une section OCT de la voie aérodigestive d’'un modele porcin ainsi
que la coupe histologique correspondante. A partir de Pimage OCT, la délinéation entre la
couche épithéliale et la lamina propria (Lp) est évidente. La fine couche épithéliale (Ep),
visible sur I’ensemble de la voie aérodigestive, est évaluée a 45 pm + 18 um d’épaisseur. Elle
est d’épaisseur minimum dans la région de la vraie corde vocale, plus spécifiquement entre
la tdche d’encre (M) et le ventricule (V). Cette région d’intérét représente la zone de contact
avec l'autre corde vocale durant la phonation. Sous la membrane basale (Mb), 'intensité est
visiblement accentuée comparativement & la lamina propria des structures voisines (région
infraglottique et le ventricule). De plus, le signal issu de la vraie corde vocale est structu-

rellement plus riche, avec des variations d’intensité qui pourraient étre une indication de
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la complexification des structures de la matrice extracellulaire. D’ailleurs, une région hypo-
diffusante (H) apparait chez un bon nombre de spécimens porcin dans la partie supérieure
de la lamina propria, tout pres du ventricule. Toutefois, la raison de cette manifestation
physiologique demeure inexpliquée. Inférieurement a la vraie corde vocale, dans la région
sous-glottique, un bon nombre de canaux (C) et de glandes salivaires (G) sont visibles, utiles
pour la lubrification de la voie aérodigestive [Jeffery (1983)]. Contrairement, aux deux autres
groupes étudiés (foetus et humain) la pénétration des photons chez les spécimens porcins
peut parfois s’étendre au-dela de la lamina propria. Elle arrive dans certains cas a imager
une bonne partie du muscle vocal (Ms), comme illustré ici sur 'image OCT [Fig.4.8a]. L’his-
tologie [Fig.4.8b] illustre les petites fibres du muscle vocal, largement espacées chez le modele

porcin, ce qui pourrait expliquer le taux de pénétration accentué dans cette région.

Vraie Fausse
Infraglottique corde vocale corde vocale

Figure 4.8 Section transverse OCT d’une voie aérodigestive normale (a) et la coupe histo-
logique correspondante (100x coloration trichrome) (b) d’un échantillon porcin. L’intensité
dans la lamina propria est accentuée dans la région de la vraie corde vocale. La région in-
fraglottique est riche en canaux et glandes salivaires pour la lubrification du larynx. Ep :
épithélium; C : canal; H : région hypodiffusante ; Lp : lamina propria; G : structure glandu-
laire ; M : marqueur ; Mb : membrane basale; Ms : muscle vocal; V : ventricule; - Echelle :
200 um en (a) et (b).
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Spécimens adultes

La Figure 4.9 montre une représentation typique d’une voie aérodigestive normale d’un adulte
cadavérique. La coupe prise le long de la partie centrale de la corde vocale s’étend de la
partie infraglottique a la région de la fausse corde vocale. La premiere couche est représentée
par I’épithélium (Ep) clairement différenciable de la lamina propria (Lp). L’épaisseur de la
couche épithéliale le long de la voie aérodigestive n’est pas uniforme. Une couche épithéliale de
I'ordre de 75 a 120 microns est visible dans la région infraglottique. Graduellement, la couche
épithéliale devient plus fine, de 'ordre de 40 a 75 microns, sous la vraie corde vocale. Cette
transition graduelle pourrait étre attribuée aux types de cellules épithéliales qui tapissent
la voie aérodigestive. Quelques études [Gray (2000); Lungova et al. (2015)] mentionnent la
présence d’une fine couche épithéliale de cellules stratifiées (Ss) recouvrant la vraie corde
vocale afin de répondre de fagcon optimale au stress mécanique encouru lors de la phonation.
Inférieurement et supérieurement a la vraie corde vocale, des cellules cillées pseudostratifées
(Ps) recouvrent la voie aérodigestive. Ce changement d’épaisseur est visible aussi bien sur
I'image OCT [Fig.4.9a] qu’a I'histologie [Fig.4.9b].

La lamina propria superficielle, tout juste sous I’épithélium, est toujours diffusante (brillante),
peu importe sa localisation sur voie aérodigestive. Cette région est caractérisée par une com-
position riche en eau, glycoprotéines, mucopolysaccharides ainsi que de fibres de collagene
tres espacées. Le niveau d’intensité observé dans cette région pourrait s’expliquer par ces

nombreux diffuseurs relativement dispersés [Hammond et al. (1997)].

Dans la région infraglottique, la lamina propria possede un grand nombre de glandes séromu-
queuses (glandes salivaires). Ces glandes sont tres peu diffusantes et sont réparties a différents
endroits dans la région infraglottique. Quelques glandes sont également visibles dans la fausse
corde vocale. Le role de ces glandes est principalement de lubrifier les vraies cordes et de per-
mettre une vibration optimale [Kutta et al. (2002)]. Elles ont également le role de protéger
la surface d’invasion pathogene [Kutta et al. (2002)]. La région de la vraie corde vocale est
dépourvue de toutes structures glandulaires. Le signal OCT est relativement homogene et
décroit jusqu’au muscle vocal (Ms). Bien que l'intensité décroit constamment sous la région
de la vraie corde vocale, il est possible de distinguer des niveaux d’intensité entre la partie su-
périeure et inférieure de la lamina propria. Cette variation d’intensité graduelle pourrait étre
un indicateur de la composition de la matrice extracellulaire. Les travaux antérieurs [Hirano
(1981); Hirano K.S. (1983)] soulignent l’accroissement de la densité du collagene dans les

zones plus profondes de la lamina propria. Cependant, tout comme dans le cas des spécimens
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foetaux, la structure du muscle vocal n’est pas visible a I’'OCT. La position du muscle vocal
semble correspondre a la limite du signal utile en profondeur de la section transversale en
OCT.

; Vraie Fausse
Infraglottique corde vocale corde vocale

Figure 4.9 Section OCT d’une voie aérodigestive normale (a) et coupe histologique corres-
pondante (b - 100x, coloration H&E) d’un échantillon cadavérique adulte. Ep : épithélium ;
Lp : lamina propria; Ms : muscle; G : structure glandulaire; Mb : membrane basale; Ps;
épithélium pseudostratifié ; Ss : épithélium stratifié; Ms : Muscle vocal ; V : ventricule; M :
marqueur ; - Echelle : 200 um en (a) et (b).

Analyse comparative morphologique

Une segmentation manuelle sert d’approche initiale pour quantifier les épaisseurs des couches
vocales observées a 'OCT. L’épaisseur moyenne et I'écart type de chaque couche des spéci-
mens étudiés sont comptabilisés a la Figure 4.10. Les calculs des dimensions sont basés selon

un indice de réfraction ajusté [Ding et al. (2006)].
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Figure 4.10 Mesure morphologique de I’épaisseur de I’épithélium et de la lamina prorpia selon
les spécimens analysés en OCT.

L’épithélium joue un role protecteur pour les organes. Il consiste en un revétement face
au milieu externe. L’épaisseur moyenne de I’épithélium et 1'écart type de la distribution
sont minimums chez les spécimens foetaux, ce qui peut sembler normal étant donné que la
structure n’a pas encore subi de stress phonatoire. La couche épithéliale chez les spécimens
porcins et adultes fait en moyenne 59.8 microns et 66,5 microns respectivement. Tous deux
possedent un écart type plus élevé que chez le foetus. Bien que cette moyenne est pratiquement
équivalente pour cette région, a 'extérieur de la vraie corde vocale (région infraglottique et
la fausse corde vocale) I’épaisseur de I’épithélium est beaucoup plus élevé chez les spécimens

humains adultes.

Les spécimens foetaux, porcins et adultes ont respectivement une épaisseur moyenne pour
la lamina propria de 678, 769 et 964 microns. Les spécimens adultes ont 1’écart type le
plus faible. La maturité complete de la lamina propria a 1’age adulte pourrait expliquer ces

différences morphométriques.

Cependant, dans la présente étude, les spécimens ne sont pas séparés en fonction du sexe
(homme, femme) et 1’dge. Ces facteurs peuvent contribuer a augmenter la variabilité intra
spécimen. D’autant plus, plusieurs études corroborent un changement anatomique dans les

cordes vocales en fonction de 'dge [Gray et al. (1994); Sato et Hirano (1997)].
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4.4.2 Différenciation quantitative des couches vocales

L’imagerie OCT permet d’imager suffisamment profondément dans la corde vocale pour
visualiser la lamina propria. Il est évident, a partir de ces images OCT, que les structures
infraglottiques et supraglottiques sont structurellement différentes de celles de la région de
la vraie corde vocale. Ces différences apparaissent d’un point de morphologique et au niveau
du contraste dans les images. Bien que la lamina propria de la vraie corde vocale soit plus
homogene que les structures avoisinantes pour I'ensemble des spécimens, elle présente tout
de méme un niveau d’intensité différent par groupe de population. L’identification et la
quantification de ces changements est une avenue intéressante pour sa caractérisation. Dans
les sections ci-dessous, les coefficients relatifs d’atténuation sont analysés pour chaque groupe

de spécimens.
Echantillons foetaux

La Figure 4.11 illustre une coupe OCT et I'histologie correspondante d’un foetus de 36 se-
maines. L’image OCT permet d’identifier, sur la vraie corde vocale, entre la tache d’encre
(M1) et le ventricule (V), une sélection typique de la région d’intérét ou l'analyse des coef-
ficients relatifs d’atténuation est effectuée. Cette région est comprise entre les fleches bleues
[Fig.4.11a]. Elle est débute a 100 microns & partir du ventricule pour I’ensemble des spécimens
foetaux. La coupe histologique correspondante [Fig.4.11b], colorée au Trichrome de Masson,
démontre, sous la région sélectionnée, une zone bleutée uniforme avec de nombreux noyaux.
Tout comme le spécimen foetal présenté précédemment, la lamina propria (Lp) de cette vraie

corde vocale présente une structure monocouche.
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Lp

Ms Vraie Fausse
corde vocale corde vocale

Infraglottique

Figure 4.11 Région d’intérét de la vraie corde vocale des spécimens foetaux. Coupe OCT d’un
foetus (a) et la coupe histologique correspondante (100x coloration trichrome). Les fleches
bleues indiquent une sélection typique de la région d’intérét ou une analyse des coefficients
relatifs d’atténuation est effectuée. Ep : épithélium ; Lp : lamina propria; Ms : muscle vocal;
V : ventricule ; M1-M2 : marqueur ; - Echelle : 200 um en (a) et (b).

L’analyse des profils d’intensité normalisés recueillis sur les spécimens foetaux est illustrée a la
Figure 4.12. Lintensité est normalisée pour permettre une comparaison adéquate. Les courbes
des spécimens foetaux sont treés similaires entre elles. Elles n’indiquent aucun changement
brusque d’intensité en profondeur dans la lamina propria. A partir du point maximum qui
correspond & l'interface air-épithélium, les courbes ont une décroissance monotone [Fig.4.12a].
Cette décroissance peut étre exprimée par une droite a U'intérieur d’un segment S1 (encadré
mauve), tel qu’illustré sur la Figure 4.12b. La pente négative de cette droite correspond au
coefficient relatif d’atténuation (divisé par deux selon la loi de Beer Lambert pour le trajet
aller-retour de la lumieére). A partir de cette analyse paramétrique, le coefficient d’atténuation
de la lamina propria, des spécimens foetaux pour A = 1300 um, est en moyenne de 0.4 mm™*
avec un écart type de 0.08. Le coefficient d’atténuation est tres similaire pour I’ensemble des

spécimens foetaux analysés.
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A partir de 800 microns de profondeur c’est la diffusion multiple qui devient dominante. L’en-
cadré vert indique sur le graphique de I'extraction du coefficients d’atténuation [Fig.4.12b],
cette région qui est exclue de 'analyse paramétrique. A cet endroit, le signal OCT est consi-

déré comme essentiellement du bruit.

Profil d'intensité chez le fetus en fonction de la profondeur Extraction du coefficient d'atténuation
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Figure 4.12 Profil d’intensité normalisée en fonction de la profondeur pour les échantillons
foetaux (a) et calcul du coefficient de régression linéaire associé au coefficient relatif d’atté-
nuation (b).

Echantillons porcins

Chez les spécimens porcins, la région d’analyse des images OCT est illustrée a la Figure
4.13a entre les fleches bleues, tout juste a la droite de la tache d’encre (M). Encore une fois,
cette région se situe a I'apex de la vraie corde vocale, a plus d'une centaine de microns du
ventricule (V). Cette coupe OCT) illustre la présence de grosses glandes salivaires (G) dans la
lamina propria de la région infraglottique. La frontiére musculaire, indiqué par la fleche rouge,
est visible a ’'OCT. Contrairement au spécimen porcin illustré précédemment, ici quelques
centaines de microns dans le muscle suffisent pour atténuer completement la lumiere. La coupe
histologique de ce spécimen [Fig.4.13b| permet d’apprécier les fibres musculaires densément
regroupées qui pourraient contribuer a expliquer ’absence de signal dans cette région. De
plus, 'histologie permet d’identifier, a partir d'une coloration au Trichrome de Masson, une

région plus dense dans la lamina propria profonde, une indication d’une structure bilaminaire.
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Infraglottique corde vocale

Figure 4.13 Région d’intérét de la vraie corde vocale des spécimens porcins. Coupe OCT
d’'un modele porcin (a) et coupe histologique correspondante (100x coloration trichrome).
Les fleches bleues indiquent la région d’analyse paramétrique et la fleche rouge la région
musculaire. Ep : épithélium ; Lp : lamina propria; Ms : muscle vocal; V : ventricule; M :
marqueur ; - Echelle : 200 um en (a) et (b).

Les profils d’atténuation pour ce groupe sont illustrés a la Figure 4.14a. Les courbes pos-
sedent plus de variations d’intensité dans la lamina propria que les spécimens foetaux. Le
signal fluctue surtout autour d’une intensité moyenne normalisée de 0.8 dans les 250 premiers
microns. Deux chutes significatives (points d’inflection) d’intensité forment respectivement
les segments S1 et S2, tel qu’illustré sur une représentation typique des spécimens porcins a la
Figure 4.14b. La premiere plage se situe sur le segment S1 de 20 a 400 microns de profondeur
et la deuxieéme plage sur le segment S2 entre 400 um et 900 um de profondeur dans la lamina
propria. Encore une fois, au-dela de 950 microns apparait la diffusion multiple qui ne figure

pas dans I'extraction des coefficients d’atténuation.

Le coefficient relatif d’atténuation extrait de chacun des segments est en moyenne de 0.51 mm™*

avec un écart type de 0.25 pour le premier segment, et de 0.59 mm~! avec un écart type de

0.13 pour le second segment. L’écart type du premier segment corrobore les observations
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visuelles en ce qui a trait a la variabilité intra-spécimen a cette profondeur. Ces coefficients
relatifs d’atténuation pourraient étre une indication des zones de transition entre la lamina

propria superficielle (SLP) et la lamina propria profonde (LPP).
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Figure 4.14 Profil d’intensité normalisée en fonction de la profondeur pour les échantillons
porcins (a) et ajustement d’un ensemble de droites pour l'extraction des coefficients relatifs
d’atténuation (b).

Adulte

Une section OCT typique d'une corde vocale adulte est illustrée a la Figure 4.15a. La ré-
gion comprise entre les fleches indique la section d’analyse de ce spécimen. La région débute
a quelques centaines de microns (=~ 300 um) du ventricule. Cette zone d’intérét représente
la section en contact des cordes vocales lors de la phonation. A partir de Pimage OCT, la
délinéation entre la couche épithéliale (Ep) et la lamina propria (Lp) est bien visible, contrai-
rement & l'interface entre la lamina propria et le muscle vocal (Ms). De plus, a Uintérieur
de la lamina propria des niveaux d’intensité distinctifs sont perceptibles au sein de la vraie
corde vocale. L’évaluation de la coupe histologique permet de distinguer trois couches dans

la lamina propria, indiqué par trois niveaux de bleu distinctifs dans la Figure 4.15b.

L’analyse paramétrique des spécimens humains differe de celle des spécimens foetaux et
porcins. Les variations d’intensité sont plus importantes en profondeur dans la corde vocale.
Les chutes d’intensité sont visibles sur trois segments en profondeur. Les profils d’atténuation
des régions observées et analysées a ’OCT sont illustrés a la Figure 4.16a. Contrairement

aux autres spécimens, la corde vocale adulte présente des coefficients relatifs d’atténuation
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beaucoup plus prononcés sur les deux premiers segments. Tel qu’illustré a la Figure 4.16b, sur
la représentation typique du profil d’atténuation des spécimens humains, trois segments sont
localisés dans les plages suivantes : 20-250 um , 250-400 um et 500-800 um de profondeur.
De plus, dans cette population, le profil d’atténuation connait un accroissement en intensité,
localisé en profondeur, entre 300 et 500 wm. Les valeurs des coefficients d’atténuation relatifs
et leur écart-types respectifs des trois segments sont de 0.95 mm™' (écart type de 0.77),
0.94 mm™! (écart type de .045) et enfin 0.53 mm™! (écart type de 0.08). Bien que les valeurs

d’atténuation different entre spécimens humains, les trois segments sont toujours visibles.

Ms Vraie
Infraglottique corde vocale

Figure 4.15 Région d’intérét de la vraie corde vocale d’un spécimen cadavérique adulte. Coupe
OCT (a) et coupe histologique correspondante (b - 100x coloration trichrome). Les fleches
bleues indiquent la région d’analyse paramétrique. Ep : épithélium; Lp : lamina propria;
Ms : muscle vocal ; V : ventricule; M : marqueur ; - Echelle : 200 um en (a) et (b).
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Figure 4.16 Profil d’intensité normalisée en fonction de la profondeur pour les échantillons
porcins (a) et ajustement des droites de régression pour l'extraction des coefficients relatifs

d’atténuation (b).

Il est intéressant de constater la différente distribution de la rétrodiffusion dans la lamina

propria de chacun des spécimens. La plage dynamique occupée et la variation de l'intensité

en fonction de la profondeur semblent étre spécifiques au groupe de spécimen étudié. Les

spécimens foetaux représentent le groupe avec le moins de variabilité intra spécimen.
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Figure 4.17 Coefficients d’atténuation relatifs pour la lamina propria des spécimens foetaux,
porcin et humain. Lp1-3 : Couches de la lamina propria.

La Figure 4.17 illustre les différents coefficients d’atténuations obtenus pour chaque spécimen
avec leur écart type respectif. La valeur des coefficients d’atténuation semble augmenter avec

la densité de la corde vocale, celle-ci, étant maximale chez les adultes.

De plus, I’écart type des premieres couches de la lamina propria (Lpl) chez les porcs et les
adultes est toujours plus élevé que pour les couches subséquentes (Lp2-Lp3). Ce phénomene
pourrait étre s’expliquer par la complexité de la matrice extracellulaire en fonction de la
profondeur. L’hypothese avancée suppose que les couches superficielles de la lamina propria
sont composées d’une plus grande hétérogénéité de diffuseurs comparativement aux couches
profondes. Par conséquent, les images OCT illustrent une région plus diffusante (brillante) a
cette profondeur. Les changements fréquents d’indice de réfraction dans la région supérieure
de la lamina propria peuvent contribuer a accentuer le signal en OCT. Ce phénomene n’est
pas visible chez le foetus étant donné que la structure est tres homogene et encore non

différenciée.

Bien que ce mode d’analyse puisse révéler une distinction quantitative entre des couches
vocales des spécimens, les coefficients d’atténuation révelent peu d’information sur la nature

moléculaire du changement (densité des fibres de collagene, d’élastine). La prochaine section
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tente d’expliquer I'interaction entre la méthode le contraste des images OCT et la densité de

collagene dans la corde vocale.

Quantification du collagéne a partir des images OCT

Cette expérimentation vise a identifier la relation existante entre les images OCT et la densité
des fibres de collagene. Dix larynx de porc, dont I’dge varie de 6 a 8 mois, ont été recueillis
a cet effet. Le contenu en collagene de neuf cordes vocales a été altéré avec des injections de
collagénase, une enzyme qui dégrade le collagene. Les injections sont réalisées directement
dans la lamina propria sur chacune des cordes vocales avec une seringue de 10 puL. (jauge
31, Hamilton 7659-01). L’injection consiste en une solution de 5 uL. de collagénase a 2mg/ml
(Sigma C0130) et de chlorure de calcium (CaCly, Sigma C1016) a 5mmol dans une solution
de tampon phosphate salin (PBS, non toxique aux cellules, Lonza 17-516F). Le chlorure de
calcium (CaCly) sert de catalyseur a la collagénase. La validation est réalisée avec sept spéci-
mens controles, injectés a leur tour, avec 5 pulL de chlorure de calcium a la méme concentration
(5mmol) dans une solution tapon de phosphate saline, cette fois sans collagénase. La Figure
4.18a illustre un exemple d’une injection exécutée au centre de la corde vocale entre les deux
points d’encre. Comparativement au contrdle [Fig.4.18b], celle-ci apparait plus translucide

suite a la dégradation du collagene.
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Figure 4.18 Spécimen porcin injecté avec une solution de collagénase dans le centre de la corde
vocale (a) et spécimen contrdle injecté avec une solution saline (b). Une région translucide
(donc moins diffusante) est visible prés de la région injectée a la collagénase entre les deux
points d’encre comparativement au controle.

Apres injection, les spécimens ont été imagés a 'OCT a différent laps de temps : immédia-
tement apres 'injection, a 45 min, 90 min et 180 min apres injection. Le systeme utilisé est

identique a celui décrit a la section 4.2.2.

Entre les sécances d’imagerie, les spécimens ont été enveloppés dans une lingette humide pour
éviter la déshydratation des tissus et ont été insérés dans un incubateur a 37 degrés pour
activer la dégradation du collagene. Immédiatement apres I'acquisition OCT & 180 minutes,
les spécimens ont été fixés a la formaline pour 24 heures et enrobés dans la paraffine avant
d’étre sectionnés a 5 pum d’épaisseur sur un plan axial. Une coloration au Picros Sirus Red
est utilisée afin d’identifier et visualiser le contenu en collagene. Un microscope en lumiere
polarisée (Zeiss-AxioPhot) avec un objectif 5X et une caméra CCD (Optronics MicroFire) a
été utilisé pour générer une image en champ large et une image avec une lumiere polarisée

circulaire. Les images obtenues sont ensuite assemblées avec le logiciel Photoshop (Adobe,
San Jose, CA).

Afin de quantifier les effets de la collagénase sur les images OCT, I'intensité en fonction de
la profondeur a été analysée avec le logiciel ImageJ [Schneider et al. (2012)]. Une région

d’intérét au site d’injection et a l'extérieur du site a été analysée pour les spécimens traités
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a la collagénase et pour les spécimens controles. Ces régions ont une dimension de 500 um
x 300 um x 3 mm. Les marques d’encre servent de référence et permettent d’assurer que les
mémes régions sont analysées a différents moments d’acquisition (0 min, 45 min, 90 min 180
min). Une analyse statistique comparative ANOVA a ensuite été réalisée pour illustrer les

résultats sur ’ensemble des 180 min.

Une coupe typique histologique le long de la corde vocale d'un spécimen controle, visualisée
dans le plan axial, est représentée a la Figure 4.19. La commissure (C) de la corde vocale se
situe complétement & gauche des images (partie antérieure). La partie postérieure est occupée
par le cartilage aryténoidien (Ca). Les points d’encre sont visibles sur la coupe axiale et
délimitent la région centrale de la corde vocale. Cette région d’intérét, indiqué par ’encadré
en pointillé, est illustrée a la Figure 4.19b. La coloration au Picro Sirius Red permet de révéler
au microscope en champ large [4.19b] de longs filaments de collagene (en rouge) orientés le
long de l'axe antérieur-postérieur. Tout juste sous la couche épithéliale (Ep), indiquée en
jaune [Fig.4.19b], on retrouve une région dense en collagéne d’envions 50 um d’épaisseur.
Ensuite, sur une profondeur de 350 pm, les fibres de collagene sont plus espacées avant d’étre
a nouveau densément colocalisées dans la région inférérieure de la lamina propria (Lp), pres
du muscle vocal (Ms). Sous la lumiére polarisée, le contraste des régions riches en collagene
est marqué par les régions fortement teintées de jaune. On remarque plus clairement dans la
partie centrale [Fig.4.19d] deux densités de collagéne distinctes, indiquées ici par les régions
R1 et R2.

La Figure 4.20 représente une coupe histologique typique d'un spécimen apres injection de
la collagénase (apres incubation de 180 minutes). La région centrale encadrée de la coupe
[Fig.4.21b] montre I’épithélium, la lamina propria et le muscle dans le plan axial (antérieur-
postérieur) de la corde vocale. Contrairement aux spécimens controles, la région immédia-
tement inférieure a 1’épithélium est beaucoup moins dense. La lamina propria semble plus
uniforme. Les spécimens injectés a la collagénase ne présentent plus une distinction entre la
partie supérieure et inférieure de la lamina propria. Les structures filamenteuses de collagene
sont plus dispersées. L’acquisition sous la lumiere polarisée [Fig.4.21b] indique pratiquement
une absence de contraste dans la région centrale de la corde vocale, ce qui suggere une perte
significative de collagéne dans le milieu. Une seule région a intensité uniforme est visible :
R1.
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Figure 4.19 Coupe histologique colorée au Picro Sirus Red d’un spécimen porcin controle
(a) et la région centrale correspondante (b) capturée en champ large et en lumiere polarisée
au microscope (c-d) (Zeiss-AxioPhot, 5X) afin de rehausser le contraste du collagene présent
dans cette région. C : commissure antérieure ; Ca : cartilage arythioide ; Ep : épithélium ; Lp :
lamina propria; Ms : muscle vocal ; M : marqueur ; - Echelle : 500 wm en (a) et (c).

Figure 4.20 Coupe histologique colorée au Picro Sirus Red d’un spécimen porcin injecté a
la collagénase (a) et la région centrale correspondante (b) capturée en champ large et en
lumiére polarisée au microscope (c-d) (Zeiss-AxioPhot, 5X) afin de rehausser le contraste du
collagéne présent dans cette région. C : commissure antérieure; Ca : cartilage arythioide;
Ep : épithélium; Lp : lamina propria; Ms : muscle vocal ; M : marqueur ; - Echelle : 500 um
en (a) et (c).
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Les images OCT a la Figure 4.21 indiquent cote a coté, un spécimen injecté avec de la col-
lagénase et un spécimen contréle typique. Les changements subis par la corde vocale, suite
a U'injection de la collagénase (colonne de gauche) a différents intervalles de temps sont pré-
sentées. Sur les deux spécimens, apres l'injection, un renflement est visible comparativement
a ’acquisition pré-injection dans la lamina propria. Les marques d’encre visibles sur les deux
spécimens assurent que les données sont acquises et analysées dans la méme région. A 180 mi-
nutes apres 'injection de collagénase, il est possible d’identifier une information structurelle
additionnelle dans les images OCT. Le spécimen injecté a la collagénase présente graduel-
lement un niveau d’intensité plus élevé dans le muscle vocal (partie inférieure) jusqu’a 180
min apres injection. L’injection saline ne semble pas modifier 'intensité en profondeur dans

les images OCT du spécimen contréle.
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Figure 4.21 Images OCT en fonction du temps pour les spécimens traités a la collagénase
(colonne de gauche) et les spécimens controles injectés avec une injection saline (colonne de
droite).

La Figure 4.22a illustre que tous les spécimens injectés a la collagénase présente une augmen-
tation du signal en fonction de la profondeur, contrairement aux spécimens controles. L’ana-
lyse statistique illustrée la Figure 4.22b révele, chez les spécimens traités a la collagénase, que
'intensité est significativement augmentée a 1’endroit de 'injection (IS) comparativement a
la zone sans injection (NS) avec une valeur p < 0.0001. Cette observation n’est pas présente

dans les images OCT du controle. L’augmentation du niveau d’intensité en fonction du temps



86

n’est pas significative (p = 0.3852) dans la région d’intérét des controles et aucune différence
n’est remarquée entre le site d’injection de la solution saline et la région non injectée du
controle (p=0.7644).
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Figure 4.22 Intensité normalisée en fonction du temps pour les spécimens traités a la collagé-
nase et les spécimens controles injectés avec une injection saline. L’intensité dans la lamina
propria est significativement plus élevée chez les spécimens injectés a la collagénase (a). Les
sites d’injection avec la collagénase sont significativement différents des sites sans injection
(b) contrairement au controle.

L’expérience permet d’élucider en partie l'effet du collagene sur le contraste des images
OCT. Lorsque la densité de celle-ci change, les images OCT sont également affectées. Ayant
moins de diffuseurs sur son passage, la lumiére peut potentiellement atteindre des structures

anatomiques localisées plus profondément.
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Figure 4.23 Coupe transverse OCT de la lamina propria de spécimen pré-injection et post-
injection apres 180 minutes d’incubation d'un spécimen traité a la collagénase et d’un spéci-
men controle. Des structures horizontales dans la lamina propira apparaissent sur les spéci-
mens traités avec la collagénase.

La Figure 4.23 illustre une coupe transverse OCT de la lamina propria pré et post-injection
(180 minutes) d’'un spécimen avec et sans collagénase (controle). Des structures horizontales

apparaissent apres 180 d’incubation sur les spécimens injectés a la collagénase.

Afin de confirmer 'apparition de structures orientées horizontalement, une analyse de la
texture a été réalisée sur I’ensemble des spécimens. Le contraste dans les images OCT a été
évalué dans une direction perpendiculaire a I'orientation des fibres de collagene dans la corde
vocale. Tel que décrit plus tot, le contraste représente une valeur métrique de la variation

locale des niveaux de gris et peut étre comptabilisé dans la lamina propria selon

L-1L-1

Contraste = > Y | i—j |* [sa(i, ] | d)]. (4.1)

i=0 j=0



88

La Figure 4.24 illustre les résultats de 'analyse de texture obtenus pour le contraste. La
valeur du contraste de tous les spécimens injectés a la collagénase est supérieure apres 180
minutes suivant I'injection, ce qui n’est pas le cas pour les controles. Le changement relatif

du contraste par rapport au controle peut pratiquement doubler. [Fig.4.24b].

L’apparition de ces lignes horizontales pourrait symboliser la présence de grosses fibres de
collagénes encore non dégradées par la collagénase. Une concentration moins élevée en colla-
gene affecte le passage de la lumiere en homogénéisant 'indice de refraction, ce qui diminue

le coefficient de diffusion, et, en une moins grande mesure, le coefficient d’absorption.

Changement relatif du contraste

® Collagénase au site d'injection .
par rapport au controle

8o0| =™ Cllontréle au site fi'injection

600

Contraste

400

200

Valeur du contraste relatif au contréle

Pré-injection 180 min. apres  Contrdle B Collagénase
injection

a) b)

Figure 4.24 Evaluation du contraste dans la direction perpendiculaire aux fibres de collagéne.
Le contraste dans les images OCT augmente apres l'injection de la collagénase (a). La valeur
peut pratiquement doubler par rapport aux spécimens controle (b).

Bien que les images histologiques Picro Sirus Red permettent d’apprécier la présence de
collagene, elles ne permettent pas différencier le type de collagene impliqué. Une analyse
immnuohistochimique permettrait d’identifier plus finement la relation entre le contraste
des images OCT et le type de collagéne dans la corde vocale. Le collagéne de type I est
principalement retrouvé dans la lamina propria supérieure et inférieure tandis que le collagene
de type IIT est exclusivement dans la partie inférieure de la lamina propria [Tateya et al.
(2006)]. De plus, apreés 180 minutes, il semble que la dégradation du collagéne n’ait pas
été complétée. Il aurait été intéressant de visualiser une corde vocale sans la présence de
collagene. D’autres molécules, présentes dans la matrice extracellulaire, produisent du signal
en OCT. Il serait intéressant d’établir une étude similaire pour la présence d’élastine et

d’acide hyaluronique.
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4.5 Discussion

Bien que 'histologie soit la norme pour évaluer les structures de la corde vocale, en pédiatrie
les spécimens sont rares et ceux disponibles peuvent souffrir d’artéfacts liés a une intubation
ou une fixation prolongée. La conception d’une solution alternative pour imager les cordes
vocales pédiatriques est essentielle pour contribuer a améliorer les traitements de cette po-
pulation. Dans le cadre de ce chapitre, nous avons évalué le potentiel de la tomographie par
cohérence optique pour imager les cordes vocales. L’objectif consistait a caractériser les chan-
gements dans le statut de la lamina propria. Trois spécimens représentant chacun un état
discret de I’évolution de la corde vocale ont été analysés. Le foetus pour une représentation
monocouche, le modeéle porcin pour une représentation bilaminaire et enfin une corde vocale

adulte pour représenter la lamina propria a maturité avec trois couches distinctes.

Durant I’étude ex vivo, il a été relativement facile de délimiter sur les échantillons la zone
d’intérét avant le balayage OCT étant donné que la vraie corde vocale apparait plus rosée
que les structures avoisinantes. Le muscle vocal est situé a environ 1 & 2 mm de profondeur
par rapport a la surface de la corde vocale. L’imagerie OCT des cordes vocales révele que
la résolution offerte par la tomographie par cohérence optique permet d’observer finement
la lamina propria et les structures avoisinantes. Selon les comparaisons effectuées, il semble
que la lamina propria soit différente en fonction de la région anatomique du larynx, et ce sur
I’ensemble des spécimens. La lamina propria de la région de vraie corde vocale est beaucoup
plus homogene que les régions environnantes. Ce résultat est important puisqu’il permet de
cartographier le larynx. La compréhension de la réponse optique de la lamina propria selon la
position anatomique dans le larynx pourrait permettre un repérage de la zone d’intérét plus
facilement en clinique ou le temps et les manipulations en chirurgies sont impérativement

minimisés.

La résolution latérale du systeme OCT utilisé est de 25 microns tandis que les coupes his-
tologiques utilisées ont 5 microns d’épaisseur. Bien que la correspondance parfaite entre les
deux modalités est pratiquement impossible, les coupes utilisées sont bien colocalisées et per-
mettent de valider nos observations. Les structures imagées sont relativement du méme ordre

de grandeur et dans la méme orientation.

L’information qualitative est d'une grande utilité, cependant il est essentiel de matérialiser
ces observations avec des valeurs quantitatives. L’information quantitative permet de carac-

tériser le degré des changements percus. Une analyse de I'atténuation des cordes vocales chez
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les différents spécimens révele que les coefficients d’atténuation sont différents pour chaque
groupe de population. De plus, la lamina propria superficielle possede une plus grande va-
riabilité au sein d'une méme population. Cette variabilité est maximale chez les spécimens
adultes. Cette variabilité peut étre influencée par 1'dge des spécimens utilisés, les traumas

antérieurs et I'inflammation causée par 'intubation répétée.

Lier les changements d’intensité aux propriétés physiques du tissu implique une connaissance
a priori sur la relation qui les unit. Une expérience a été réalisée avec des injections de col-
lagénase sur quelques spécimens porcins. L’objectif principal consistait a faire graduellement
diminuer la concentration du collagéne dans la corde vocale et a en analyser 'impact sur
les images OCT. L’analyse révele qu’en effet il existe une relation entre le collagene et le
contraste dans les images OCT. D’une part, il est possible d’imager plus profondément dans
la corde vocale, d’autre part des structures horizontales apparaissent sur les images OCT.
Ces structures pourraient représenter une densité de fibres de collagene. Toutefois, d’autres
expériences similaires avec d’autres enzymes seront nécessaires pour confirmer cette hypo-

these.

4.6 Conclusion

L’interprétation des images OCT demeure un défi de taille. Les expériences ex vivo réali-
sées avec 'analyse de différent type d’échantillon de corde vocale (foetal, porcin, humain)
permettent d’illustrer I’éventail des configurations possibles pour la lamina propria. Chaque
tissu possede ses caractéristiques propres. Les expériences sur la collagénase permettent de
confirmer que le collagene est un outil de contraste dans les images OCT. La concentra-
tion et sa disposition influencent la diffusion des photons et ainsi les images OCT. Bien que
ces expériences ex vivo soient essentielles a la compréhension du mécanisme de contraste
dans les cordes vocales, il demeure que la visualisation in vivo offre une série de possibilité
et d’autre variabilité a observer. Les résultats encourageant, obtenus dans ce chapitre per-
mettent d’entrevoir une exploration chez des patients en mode intraopératoire. Toutefois,
avant d’y parvenir une série de défis touchant 'instrumentation intraopératoire devront étre

résolus.
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CHAPITRE 5 DESIGN ET CONCEPTION D’UN SYSTEME
D’'IMAGERIE CLINIQUE

La visualisation de la voie aérodigestive avec la tomographie par cohérence optique (OCT),
décrite dans le chapitre précédent, justifie une validation du contraste sur des tissus in
vivo, n’ayant subi aucune altération post-mortem. Cependant, une visualisation optimale
des cordes vocales pédiatriques lors d’un examen laryngoscopique impose des contraintes sé-
veres sur le systeme d’imagerie OCT. Pour en citer quelques-unes, on retrouve des contraintes
liées a la dimension de la sonde endoscopique, a la durée de la procédure sous anesthésie, a
la stérilisation et a la sécurité laser. Dans ce chapitre, nous exposons nos choix de design et
de conception du systeme OCT proposé pour l'imagerie intraopératoire des cordes vocales,
spécifiquement adapté pour la population pédiatrique. Le chapitre décrit les réalisations com-
plétées, notamment ce qui a trait a la partie matérielle et logicielle du projet. Nous présentons
également les résultats de la caractérisation du systeme et les limites du design sélectionné.

Les performances du systeme en imagerie intraopératoire seront abordées au chapitre suivant.

5.1 Architecture du systéme clinique

Chaque projet d’ingénierie répond a des points principaux d’un cahier de charges. Une inté-
gration adéquate en milieu hospitalier nécessite souvent que les projets cliniques soient congus
et validés étape par étape. Cette stratégie favorise les interactions, améliore la compréhension
et fragmente la complexité. Ce projet suit cette démarche. Il est segmenté sous la forme de
plusieurs petites réalisations. Chacune des sections, présentées dans ’ordre de leur réalisation,
expose les enjeux et les solutions proposées pour I’élaboration d’un prototype fonctionnel.

Toutefois, une description générale du systéme clinique envisagé est d’abord présentée.

La Figure 5.1 illustre le flux des données. Cette approche permet de dresser une esquisse de
I’architecture du systeme clinique proposé. On y retrouve les interactions entre chaque module
clé, que ce soit la partie matérielle, la partie logicielle ou bien le traitement des données. Bien
que le systeme OCT demeure la pierre angulaire du projet, I’élaboration d’une stratégie pour
cibler adéquatement la région d’intérét dans le larynx est essentielle. Une méthodologie pour
assurer le positionnement adéquat de la sonde sur la région d’intérét doit étre considérée avant
I’acquisition des données. De plus, ces dernieres devront étre enregistrées sur un systeme de

stockage pour permettre des analyses quantitatives postérieures.
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Figure 5.1 Diagramme de flux des données du systeme OCT clinique. Les fleches indiquent
la nature des interactions entre chaque module.

La premiere itération réalisée sur table optique, sans aucune contrainte propre a ’approche
clinique, est illustrée a la Figure 5.2. Les composantes matérielles clés du montage sont la
source optique centrée a 1310 nm, le module de balayage, la sonde endoscopique, le bras de
référence et le systeme interférométrique [Fig.5.2a).

a) Brasde

Détecteur  Source laser
[ /
référence

b)

Interférométre
Bras de
référence

Détecteur

Systémgfiﬁﬁlayége B

il d’échantillon
— I

Figure 5.2 Les composants matériels clés d’un systeme OCT. Rendu 3D d’'un systeme OCT
réalisé sur SolidWorks (a) et le montage expérimental sur table optique (b).

Le faisceau laser généré par la source OCT est couplé a une fibre optique et acheminé a
I'interférometre. Celui-ci redirige une partie du faisceau vers le bras de référence et 1'autre

partie vers la sonde endoscopique. Les signaux optiques réfléchis dans chacun des bras sont
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couplées dans 'interférometre et transmis sur le détecteur. Le signal électrique analogique du
détecteur est ensuite numérisé par la carte d’acquisition et 'image est finalement reconstruite

par une plateforme logicielle.

Le développement d'une sonde clinique adapté a la chirurgie intraopératoire contient des
défis uniques et approche est bien différente d’'un systéme sur table [Fig.5.2b]. La section
suivante tente, dans un premier temps, d’adresser les contraintes cliniques d’une sonde dédiée
a la pédiatrie. Par la suite, la section illustre les étapes de conception du design proposé et

une caractérisation optique du systeme développé.

5.2 Design d’une sonde adaptée a la pédiatrie

Comme énoncé a la section 3.6, ’endoscopie peut se pratiquer avec un endoscope rigide ou
flexible. Bien qu’une approche flexible et fibrée peut, a premiere vue, sembler étre un choix
naturel pour I’observation des cordes vocales chez les nouveau-nés, elle offre malheureusement
un champ de vue relativement limité. Ce dernier peut étre étendu en ayant recours a des mé-
canismes de balayage complexes tels qu'une jonction rotative ou des scanners piézoélectriques
[Sec.3.6]. Etant donné le contexte intraopératoire et la taille des cordes vocales, Papproche
retenue est un design basé sur un tube de lentilles rigides. En mode intraopératoire, le larynx
est incliné ce qui permet une insertion rectiligne des instruments. La Figure 5.3 illustre le
chemin emprunté par la sonde endoscopique pour visualiser les cordes vocales. Le laryngo-
scope retient I’épiglotte et facilite I'insertion des outils médicaux. Dans ce contexte, insérer un
instrument médical de facon sécuritaire par la cavité orale, sans obstruer les voies aériennes,
requiert un tube rigide d'une portée suffisante et d’'un diametre maximal de quelques milli-
metres. Ces contraintes sont imposées selon la géométrie anatomique du larynx. D’une part,
la portée de la sonde doit étre suffisante pour atteindre les cordes vocales chez les enfants
et les adolescents. D’autre part, la sonde doit respecter un diametre maximal imposé par la

région la plus étroite du larynx : la filiere laryngée.
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Figure 5.3 Géométrie du larynx en suspension.

Le tableau 5.1 illustre les caractéristiques a respecter par la sonde endoscopique en fonction
du groupe d’age respectif [Roberts et Thornington (2005)]. Un diameétre adéquat assure
également un flux d’oxygene suffisant. Un diametre légerement plus élevé que celui indiqué

peut compresser la paroi de la trachée et causer un oedeme.

Tableau 5.1 Caractéristiques physiques de la sonde a respecter selon le groupe d’age.

Diametre Diametre  Portée
Age filiere laryngée [mm| sonde [mm| [mm]
Naissance 4-5 3.0 80
6 mois 5-95.5 3.0 120
18 mois 5.5 -7 3.5 150
4 ans 7-8 3.5 180
7 ans 8-9 4.0 200
14 ans 9-11 5.0 220
Adulte 12- 14 5.0 280

Afin de répondre aux contraintes de stérilisation, des enveloppes protectrices commerciales
ont été évaluées. Bien que cette stratégie impose des limites géométriques au design, elle
permet de minimiser le temps requis entre deux sessions d’imagerie en salle opératoire. De

plus, ces enveloppes protectrices a usage unique sont approuvées par la FDA (de I'anglais,
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pour « Food and Drug Administration ») et évitent de surcroit les risques de contamination
pour les patients et la dégradation des équipements optiques liées aux autres méthodes de

stérilisation (chimique et a température élevée).

En ce qui concerne les contraintes optiques, elles sont ajustées afin de permettre ’analyse
clinique de la partie centrale de la corde vocale (le bord libre), précisément la zone de contact
entre les cordes vocales. Cette région d’intérét subit un stress biomécanique tres élevée lors
de la phonation [Titze et Martin (1998)]. Un bon nombre de pathologies prennent forme a
cet endroit [Jiang et Titze (1994)].

La Figure 5.4 permet d’illustrer le design retenu. Le schéma montre un systeme de balayage,
une lentille objectif suivie de trois lentilles a gradient d’indice (GRIN). Les GRINs semblent
un choix approprié dans ce contexte. Contrairement aux lentilles traditionnelles, les GRINs
offrent la possibilité de satisfaire une variété de configurations optiques en terme de diametre
et de distance focale. Le nombre de lentilles peut étre ajusté selon la portée de la sonde
endoscopique souhaitée pour atteindre les cordes vocales. En plus, leurs rigidités facilitent
I’assemblage et la manipulation intraopératoire. Elles maximisent le champ de vue et elles

offrent la possibilité d’un revétement anti-réflexions.

Signal Plan |
an image . _____,
ocr Galvo Relais I ' Plan focal
Coll Pitch =1 1 mm ! de la sonde
| E
. 1 mm| rm————— \
Lentille )/ \
Signal Systéme objectif 7 \
électrique  de balayage coTTTTTTTTTTTTTTrmmmm T '
\ 2 mm |
1 '—‘ 1
| Lamina i
! propria — IZ mm i
| |
1 1
! Distance |
! de travail |
| |
1 1
1 1
1 1

Figure 5.4 Représentation schématique du design retenu pour la sonde endoscopique. Insert
démontrant le champ de vue.

Les formules qui régissent 'utilisation des GRINs sont énoncées par les relations 5.1 et 5.2.
A partir du profil d’indice en fonction du rayon (r), il est possible d’identifier la longueur

nécessaire (Z) pour atteindre le « pitch » (P) envisagé. Le « pitch » de la lentille GRIN
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correspond a la fraction d’une période sinusoidale du parcours du rayon lumineux dans la
lentille. Un pitch entier correspond a un cycle complet. Il permet un relais parfait des faisceaux
lumineux (a lexception des aberrations). La constante A correspond au gradient d’indice

utilisé par le fabricant de lentilles.

A/A

2

p= (5.2)

Un logiciel de simulation optique nous permet d’évaluer les différents pitchs disponibles.
L’obtention d’une résolution optimale dans la lamina propria exige que la focale se situe tout
juste a I'intérieur du tissu vocal. La configuration optique du design est flexible. Cette distance
peut étre ajustée au besoin avec un déplacement du plan image, c¢’est-a-dire la distance entre
la lentille objectif par rapport & la premiére GRIN (voir Figure 5.4). Etant donné la faible
distance de travail (sonde contact), un balayage de 15 degrés est souhaité pour acquérir un
champ de vue suffisant de la zone d’intérét. Une lentille doublet achromatique permet de
minimiser les aberrations chromatiques a la longueur d’onde sélectionnée. Un miroir a 45
degrés, positionné a la pointe de la sonde, redirige le faisceau laser a 90 degrés par rapport

a I'axe optique. La fabrication des micro-miroirs est discutée a la section 5.4.4.
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Figure 5.5 Configuration de la simulation sur Zemax.
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La faisabilité du design optique, choix des lentilles, revétement optique et la portée de la sonde

est validée sur Zemax, un logiciel de tracé de rayons. Les lentilles GRIN sont sélectionnées

pour relayer le faisceau laser jusqu’aux cordes vocales. Chaque composant optique est simulé

avec un revétement infrarouge afin diminuer les réflexions nuisibles. La configuration utilisée

pour la simulation du design optique est illustrée a la Figure 5.5. Le respect des dimensions

physiques, le poids de la sonde, I’ergonomie et I'intégration des pieces sous un prototype sont

des facteurs évalués a I’aide d’un logiciel de conception assistée par ordinateur 3D (Solidworks,

Dassault Systemes, Waltham,Massachusetts).
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Figure 5.6 Prototype d’une sonde endoscopique pédiatrique et simulation des faisceaux op-
tiques sur Zemax.

La simulation sous Zemax est exécutée avec une longueur d’onde centrale de 1310 um et sous
six angles différents. Il s’agit de dévier le faisceau lumineux de quelques degrés selon 'axe y
(composante y déviée de 0, -1, +2, -2, -3, +3). Cette simulation permet d’identifier I'impact
du balayage sur les performances optiques du systeme. Chaque angle du faisceau simulé est
représenté par une couleur différente. La Figure 5.6 illustre le résultat de la simulation. Les
faisceaux dont I'angle est plus prononcé ont des points focaux plus étalés spatialement par
rapport a ceux avec un angle de champ plus faible. Ceci est lié a la présence d’aberrations : la
courbure de champ, I'astigmatisme et de coma. Toutefois, c’est 'aberration sphérique qui est
prépondérante dans le systeme, principalement causé par 1'utilisation de la lentille objectif,
comme illustrée par le diagramme de Siedel [Fig.5.7] qui identifie la contribution de chaque

élément optique aux aberrations du systeme.
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Figure 5.7 Diagramme de Siedel. Chaque aberration optique de la sonde endoscopique est
représentée par une couleur. C’est 'aberration sphérique qui est la plus prépondérante dans
le systeme, principalement a cause de lentille objectif.
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La Figure 5.8 illustre des résultats additionnels de la simulation qui caractérisent le systeme

optique.
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Figure 5.8 Résultats optiques obtenus sous Zemax. La fonction d’étalement (a), la courbure
de champ (b), le diagramme de points (c) et la grille de distorsion (d) sont obtenus au focus

de la sonde endoscopique.

Dans un premier temps, la fonction d’étalement du point [Fig.5.8a] montre que largeur du pic
centrale est de 15 pm. La hauteur du pic centrale (Strehl ratio = 0.2) indique que le systéeme
n’est pas limité par la diffraction (Strehl ratio > 0.8). Le Strehl ratio correspond a U'intensité
maximum du pic central par rapport a son intensité sans la présence d’aberration. Bien que
I'énergie incluse dans le pic central ne représente que 10% de I’énergie du faisceau [Fig.5.8¢],

la faible hauteur relative des pics secondaires permet d’obtenir une résolution selon le critere

de Rayleigh d’environ 15 pm.

Une des autres aberrations présentes dans la sonde endoscopique est la courbure de champ,

illustrée a la Figure5.8b. Cette courbure de champ a pour effet de déplacer axialement la
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position du focus par rapport a la position latérale du faisceau. Dans le présent systeme, ce
déplacement est d'une centaine de microns ce qui est négligeable par rapport a la distance
Rayleigh. Cet effet ne devrait pas étre visible sur les volumes acquis. Enfin, sur la grille de
distorsion [Fig.5.8d] on remarque que I'image est droite, sans distorsions majeures. Bien que
le systeme souffre d’aberrations sphériques, il est adéquat pour imager les cordes vocales en
OCT. Toutefois, les simulations ne représentent pas les défauts de fabrication et d’aligne-
ment. Une lentille objectif désignée spécifiquement pour cette sonde pourrait contribuer a
diminuer les aberrations sphériques et par conséquent améliorer la résolution et 'efficacité

de transmission et de collection.

5.3 Sécurité laser et matérielle

Les exigences en matiere de sécurité laser et électriques en milieu hospitalier imposent des
conditions d’utilisation strictes. Une évaluation rigoureuse des risques pour le patient, de
I’équipe médicale et des autres équipements en fonction est requise. Tout d’abord, chaque
laser est évalué pour respecter les exigences en termes de puissance optique. Bien que la
sensibilité de 'OCT soit proportionnelle a la puissance optique, les tissus ne peuvent pas étre
exposés a des radiations au-deld des normes établies par ANSI (American National Standards
Institute, 1993) [Barat (2014)]. A 1300 nm, I'exposition maximale permise (EPM) pour la
peau est approximativement 40 mW, lorsque le faisceau possede une taille de 30 um et qu’il
est balayé sur distance de 10 mm a 30 images par seconde. De fagon équivalente, a partir
des normes établies, a 5 mW a la pointe de la sonde endoscopique, les calculs indiquent que
I’énergie déposée sur les cordes vocales est 20x inférieure a 'EPM. Cette puissance de sortie a
la pointe de la sonde est fixée & 5 mW 1’aide coupleur 90/10 situé a 'entrée de I'interférometre
(90% de I'énergie est envoyé dans le bras de ’échantillon). A cette puissance le rapport signal

sur bruit demeure acceptable.

Quelques mécanismes sont en place pour assurer que l’équipement est utilisé de fagon sé-
curitaire (liste complete disponible a I’Annexe A). Avant chaque opération, la puissance de
sortie du laser est évaluée a 'aide d'un détecteur puissance (PM100 Thorlabs, Newton, New
Jersey). De plus, par mesure de prévention, un assistant s’assure également d’activer le la-
ser seulement lors des acquisitions. Cette directive est importante. Elle limite les risques

d’exposition au laser lorsque la sonde est manipulée hors de la cavité buccale.

Des fibres commerciales sont utilisées (SMF28 - 9 um de coeur et 125 um de gaine) avec

une ouverture numérique (NA) de 0.14. Une gaine protectrice additionnelle en métal (OM6,
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Montréal, Québec) est ajoutée afin d’obtenir plus de robustesse et minimiser les risques
d’endommager les fibres accidentellement : un atout essentiel lors des déplacements. Un
support pour la sonde a été ajouté sur le charriot clinique (STORZ, Florida, USA). Il permet,
d’une part, le maintien de la sortie laser face au sol et d’autre part, facilite I'insertion de la

gaine stérile par ’assistant.

Les précautions électriques sont aussi essentielles. Une fuite de courant peut causer au patient
une stimulation involontaire des muscles, des nerfs ou causer des brulures aux tissus. Afin
d’éviter les fuites de courant, la sonde possede des cables électriques de qualité avec une gaine
protectrice. Le charriot est muni d’'un transformateur d’isolation qui permet d’alimenter tous
les composants électriques (galvanometres, détecteur OCT et ordinateur) a 1’aide d’un seul
interrupteur principal. Le transformateur dispose d'un indicateur de charge afin d’anticiper

une surcharge électrique.

5.4 Conception de la sonde endoscopique OCT

Apres plusieurs itérations, nous avons convergé vers le systeme schématisé a la Figure 5.9.
Le systeme OCT est composé d’une source a balayage (OCS1310V1 Thorlabs , Newton, New
Jersey) modifié pour tenir compte d'un bras de référence externe [Fig. 5.9b] qui est & son

tour ajusté a la sonde endoscopique [Fig. 5.9¢].
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Figure 5.9 Schéma du systeme d’imagerie OCT (a) et les détails du bras de référence (b) et
de la sonde endoscopique (c¢). DB : Détecteur balancé; C : circulateur; Coll : collimateur ;
[:iris; G1 et G3 : lentille a gradient d’indice de 95 mm de long; G2 : lentille a gradient
d’indice de 127 mm de long; L : lentille objectif de 19 mm de focale ; Galvo : galvanometres;
M : miroir.

Tel qu'illustré plutot [Fig.5.3], 'évaluation peropératoire du larynx justifie I'utilisation d’une
sonde rigide. Le placement de la pointe de la sonde s’effectue précisément a la zone de
contact des cordes vocales. Afin d’obtenir une résolution optimale sous la surface, dans la
lamina propria, la lumiere est focalisée a une distance de 1 mm a partir de la partie distale de
la sonde. Le design permet de régler la profondeur optimale de la focale a I'intérieur du tissu
en ajustant convenablement la distance de lentille d’objectif avec la premiere interface de la
lentille GRIN. Cette configuration est réalisée au moyen d’une lentille de 19 mm de focale
(Thorlabs, AC127-019-C) qui focalise le faisceau a I'intérieur d’un ensemble de lentilles GRIN.
Cet ensemble est composé de trois lentilles GRIN (GradientLens Corporation, Rochester, New
York) de 2.7 mm de diametre et séparé par deux rondelles de 1 mm d’épaisseur. Dans cette
configuration, les lentilles GRIN agissent comme un relais optique. Le tout est assemblé dans
un tube de 3.5 mm de diametre. Un miroir a 45 degrés est monté a I'extrémité de la sonde
avec de la colle optique (Norland Optical Adhesive 84), ce qui permet de réfléchir le faisceau
lumineux sur le bord libre de la corde vocale. La longueur du miroir a été polie jusqu’a
3.5 mm afin de limiter le décalage de la fenétre d’imagerie, installée sur a la pointe de la

sonde pour faciliter le positionnement sur les structures anatomiques.
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Chaque interface optique (collimateur, lentille d’objectif, lentille GRIN) est munie d’un re-
vétement anti-réflexion pour 'infrarouge. Les lentilles GRIN sont insérées dans un tube en
acier inoxydable (2.9 mm de diameétre intérieur, épaisseur de 0.8 mm ) pour augmenter la
rigidité de la sonde. L’assemblage final fait une longueur totale de 324 mm. Cette longueur
est suffisante pour de nombreux patients (de 3 mois a 17 ans) [Tab.5.1]. La taille de la sonde
est également compatible avec une gaine translucide stérile et jetable (Slide-ON Endosheath,
Medtronic, Jacksonville, Floride), ce qui permet une transition rapide entre les patients. Le
tube extérieur est gradué en millimetres [Fig. 5.10] pour faciliter 'orientation et le position-
nement de la sonde; et pour estimer les dimensions des lésions. Enfin, tel qu’illustré sur la
Figure 5.11, le tube optique est muni d’'un mécanisme a mandrin qui agit comme une pince

et permet d’auto-centrer les lentilles.

Monture de Support a
rotation enveloppe stérile

A

-

Marqueurs Fenétre de
d’orientation visualisation

\ Fibre

optique

Figure 5.10 Sonde endoscopique OCT avec une insertion illustrant les marqueurs d’orientation
et la fenétre de visualisation a la partie distale de la sonde.

5.4.1 Laser de guidage

Puisque la longueur d’onde centrale est située dans l'infrarouge, et donc invisible a ’ceil, nous
avons ajouté une source secondaire de lumiere a 532 nm qui utilise le méme chemin optique

a travers I’endoscope. Ce faisceau de positionnement permet au chirurgien de localiser le site
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d’intérét. Le tableau 5.3 résume les spécifications techniques de la sonde.

(a) Mandrin 3.45 |
Support

a eanIoppe 36 % %
_&l\ il
|
g - N

7.95 Monture
74 rotation

Figure 5.11 Design du mécanisme d’arrimage (a) et les composants (b) de la sonde endosco-
pique OCT.

Tableau 5.2 Spécifications techniques de la sonde OCT

Spécifications Valeurs
Résolution latérale (FWHM) 25 pm
Résolution axiale () 12 pm
Champs de vue 2 mm
Taux de lignes-A 100 kHz
Puissance source <5 mW
Diameétre de la sonde 3.7 mm
Longueur de la sonde 324 mm

5.4.2 Bras de référence

La Figure 5.9b montre un diagramme schématique du bras de référence externe utilisé. Le
bras de référence a été congu pour compenser la dispersion induite par les optiques de la sonde
endoscopique afin d’éviter la dégradation de la résolution axiale. Dans le bras de référence,
la lumiere collimatée se propage a travers trois GRIN de 2.7 mm de diametre. La longueur
totale de la section optique de la sonde est de 317 mm. Cet assemblage agit comme un relais
optique qui concentre la lumiere sur un miroir. Un iris est utilisé pour optimiser le rapport

signal sur bruit sur les images.
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5.4.3 Source laser fibrée OCT

Tout comme les autres tissus, les cordes vocales diffusent et absorbent la lumiere. La lu-
miere proche infrarouge (1000 nm - 1450 nm), est une plage intéressante pour visualiser la
microstructure des cordes vocales sur 2 mm de profondeur (telle qu’illustrée sur la fenétre
thérapeutique a la Figure 3.6). Dans notre configuration actuelle, nous utilisons une diode
laser & cavité verticale émettant par la surface (VCSEL, de I'anglais pour « Vertical-Cavity
Surface-Emitting Laser ») [Jayaraman et al. (2013)]. Cette source commerciale (OCS1310V1
Thorlabs, Newton, New Jersey) a été couplée un interférometre et conceptualisée de sorte a
permettre 'ajout d’une sonde sur mesure avec un bras de référence adapté. La source laser
est centrée a 1310 nm et la largeur spectrale mesurée est de 117 nm (a -10 dB). La résolution
axiale mesurée est de 16 pm (%) dans l'air et 12 um (&) dans le tissu. Le spectre de la
source et la sensibilité du systéme sont tracés a la Figure 5.12. Le bruit relatif d’intensité
« RIN » est une source de bruit qui limite considérablement la sensibilité des systemes OCT.
Il représente I'instabilité de la puissance de la source en fonction du temps. Il s’éleve a moins
de 1% et est concentré principalement sur les extrémités du spectre. Il est & noter que cette
partie du spectre n’est pas utilisée : cela a pour effet de réduire le cycle de service (« Duty

cycle »).

—— Spectre OCS1310V1 ' | e Profile d’intensité du laser
-10 " 9 | N | RIN

-———
v - -

RIN (%)
~
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| . o "1 3 {\; ] 5 3

Figure 5.12 Spectre du laser utilisé (a) et la courbe de bruit RIN.

Une acquisition rapide évite les artéfacts de mouvement et permet I'imagerie 3D. De plus,
elle permet minimiser le temps requis pour la procédure sous anesthésie générale. Le systeme

proposé a un taux d’acquisition de 100 000 lignes-A par seconde (100 kHz) ce qui permet
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d’obtenir 60 images/seconde (pour 1040 lignes-A de 1040 pixels par image). La puissance
moyenne en sortie du laser est de 30 mW. Enfin, cette source fournit une grande longueur de
cohérence (> 100 mm), ce qui permet d’imager sur une plage pouvant aller jusqu’a 10 mm de
profondeur ; une caractéristique particulierement utile pour 'imagerie de 1ésions présentant
une déformation grave de I’épithélium. Le tableau 5.3 illustre les spécifications techniques de

la source laser utilisée.

Tableau 5.3 Spécifications techniques de la source OCT utilisée

Spécifications Valeurs
Résolution axiale (=) 12 pm
Taux de ligne-A 100 kHz
Puissance source <30 mW
« Duty cycle » <65 %

& Relative Intensity Noise (RIN) » <1%
Classification laser (IEC 60825-1) M
Longueur de cohérence >100 mm
Profondeur supportée <11.5 mm

5.4.4 Fabrication des micro-miroirs

Les caractéristiques uniques et spécifiques de la sonde endoscopique justifient la fabrication
sur mesure des micro-miroirs. Situé a la pointe de la sonde, le miroir a 45 degrés redirige
le faisceau sur le bord libre de la corde vocale. Un miroir avec un diametre de 2.4 mm
permet de maximiser le champ de vue. Une longueur de moins de 3 mm limite I’écart entre
la pointe de la sonde et la fenétre de visualisation. Ce dernier point est important puisqu’il
contribue & améliorer significativement le positionnement et évite d’atteindre des structures

sous-glottiques ou le diametre du larynx est réduit.

La Figure 5.13 illustre le procédé de fabrication de la piece en laiton qui possede 16 micro-
miroirs. La conception des micro-miroirs est réalisée sur une machine-outil a commande
numérique (CNC) (Moore Nanotechnology Systems, Swanzey, NH). Cette machine munie
d’une pointe de diamant permet d’obtenir une qualité de surface suffisante pour fabriquer
des pieces optiques. Initialement 16 tiges de 2.4 mm de diametre sont insérées dans une piece
de 50.8 mm sur laquelle des trous a 45 degrés ont été préalablement machinés. Celle-ci est
ensuite usinée a la CNC pour produire une matrice de micro-miroirs avec une surface tres
lisse, de qualité optique [Fig.5.13b]. Afin d’améliorer la réflectivité a la lumiere infrarouge, un

procédé de déposition est effectué au laboratoire de micro fabrication de ’'Ecole Polytechnique
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de Montréal (LMF). Le revétement consiste en une couche de chrome de 30 pm d’épaisseur,
nécessaire a I’adhésion de la couche d’or de 100 um d’épaisseur. La couche d’or est essentielle
pour améliorer les propriétés optique de la matrice de micro-miroirs. Enfin, une couche 30 um
de silice est appliquée pour protéger la surface. Ensuite, chaque miroir est retiré avec une
pince par 'extrémité et polie a une longueur d’environ 3 mm. Apres ces étapes successives, les

micro-miroirs sont enfin préts a étre installés sur la sonde avec un adhésif optique [Fig.5.13c].

Miroir

/ a 45 deg.

Pointe de

/ la sonde

Figure 5.13 Fabrication des micro-miroirs a 45 degrés. Usinage d’une piece de 50.8 mm en
laiton sur une CNC (Moore Nanotechnology Systems) (a). Vue de face de la piéce en laiton
une fois machinée (b). Miroir prét a étre assemblé sur la sonde avec un adhésif optique (c).
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5.4.5 Sensibilité et calibration de ’intensité

Malgré une utilisation de plus en plus répandue de 'imagerie OCT, il est encore tres difficile de
caractériser ou comparer des systemes OCT. Bien qu’il existe plusieurs objets de calibration
qui réalisent cette tdche dans les secteurs d’imagerie traditionnelle (IRM, ultrason, rayons
X), il n’existe toujours pas de consensus sur une méthodologie de caractérisation ou de
calibration pour les systémes OCT [Tearney et al. (2012)]. Afin de permettre de caractériser
les performances optiques des systemes OCT (champ de vue, résolution axiale, courbure
de champ), un objet de calibration en aluminium avec plusieurs segments en profondeur
a été développé dans le cadre de ce projet sur une machine outil [Strupler et al. (2015)].
La précision des segments est inférieure a un micron. La Figure 5.14 illustre les dimensions
de T'objet de calibration utilisé. Une couche de polyuréthane mélangé avec du dioxyde de
titane (7'102) est superposée sur la piece afin d’imiter les propriétés des tissus biologiques
[Fig.5.14b]. Ce procédé permet d’évaluer et caractériser les performances de la sonde dans
plusieurs contextes. Par exemple, apres l'installation d’un nouveau systeme OCT ou tout

simplement apres le réalignement optique de la sonde.

)

///(///m\\\\\\\

Figure 5.14 Objet de calibration réalisé a la CNC avec un insert représentant les dimensions
des segments gravés (a). Objet apres le dépot d’une couche de dioxyde de polyuréthane de
titane qui imite les propriétés des tissus biologiques (b).
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5.4.6 Meéthode de balayage

Les données volumétriques sont obtenues avec un mécanisme de balayage 2D rapide, la troi-
sieme dimension étant inhérente a 'imagerie OCT. Le balayage latéral est mis en ceuvre avec
deux scanners : des miroirs de 3 mm montés sur ’axe rotatif de galvanometres (6215H Cam-
bridge Technology, MA, USA). L’axe rapide permet de balayer le faisceau sur une distance de
2 mm pour former une image en mode-B trés rapidement (60Hz). Ce mode d’opération 2D est
utilisé pour une rétroaction visuelle du positionnement de la sonde sur les structures anato-
miques. Une fois la position d’intérét trouvée, 'axe lent est balayé également sur 2 mm pour
une acquisition tridimensionnelle de la région d’intérét. L’espacement latéral entre ligne-A est
évalué afin d’étre sous la résolution latérale du systeme. Chaque axe de balayage comprend

1040 mesures ce qui correspond a un espacement de 3 um entre les lignes A.

Un mécanisme de rotation a également été ajouté a la sonde [Fig. 5.10] afin de permettre une
analyse symétrique des cordes vocales permettant d’imager la corde vocale droite et gauche
a la méme position antéro-postérieure. Cet ajout permet a la main du chirurgien de rester
toujours dans une position neutre et de faire une rotation de la fenétre de visualisation. A
0 degré le faisceau OCT est aligné de sorte qu'un balayage de la corde vocale droite peut
étre fait perpendiculairement a la zone d’intérét (c’est-a-dire le plan coronal), alors qu’a 180

degrés la région identique appartenant a la corde vocale gauche peut étre a son tour balayée.

b)

Soudure
d’appoin

Figure 5.15 Mécanisme de balayage 2D par galvanometres. Le design est exécuté sur Solid-
works et la réalisation est effectuée par I'usinage des pieces avec des soudures d’appoint.

La synchronisation des galvanometres est également assurée par la carte d’acquisition, étape

essentielle pour le traitement des images a haut débit. Une impulsion de la source laser
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(« trigger ») est acheminée a la carte d’acquisition qui permet d’accumuler les échantillons

pour chaque déplacement angulaire du miroir.

5.4.7 Plateforme logicielle

L’ordinateur utilisé est équipé d’une carte d’acquisition a grande vitesse (ATS9350 Alazar
Technologies, Pointe-Claire, Québec). Le signal électrique provenant du détecteur balancé est
échantillonné a 500 MHz avec une résolution de 12 bits. Les images acquises sont visualisées et
enregistrées sur le disque dur simultanément par le logiciel ThorImage (Version 4.2, Newton,
NJ). Cette plateforme est utilisée d'une part pour configurer le champ de vue, la taille de
I'image en pixel, I'angle de balayage et d’autre part pour I'enregistrement des données brutes
du signal OCT. La Figure 5.16 illustre la plateforme logicielle utilisée : a droite figure les

parametres de configuration et au centre la visualisation des données.
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Figure 5.16 Plateforme logicielle ThorlmageOCT.



112
5.4.8 Systeme clinique

La sonde, la source et I'interférometre sont installés sur un charriot mobile, ce qui permet une
intégration efficace au flux clinique. Ce charriot (GoKart 9601A, Karl Storz Endoscopy, El
Segundo, CA) est montré a la Figure 5.17. Etant donné 'espace restreint en salle de chirurgie,
nous avons opté pour un charriot médical vertical a paliers multiples adapté a nos besoins
(ajout de sections intérieures) [Fig.5.17b]. L’ensemble de ’électronique (source, PC) se situe
au premier palier du charriot. La partie optique se trouve sur les deux autres paliers. Le
systeme est robuste aux vibrations et peut facilement étre déplacé du laboratoire a la salle

chirurgicale.

Figure 5.17 Systeme OCT développé pour l'analyse intraopératoire des cordes vocales. Le
charriot OCT (a) permet de transporter tous les composants du systéme (c).

5.5 Résultats

Plusieurs parametres caractérisent un systéme optique. Cette section réunit les performances

du systeme proposé. Dans un premier temps, une caractérisation des spécifications réelles est
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comparée avec les valeurs théoriques projetées. Ensuite, les aberrations optiques du systeme

sont abordées.

5.5.1 Intégration a I’environnement chirurgical

L’espace occupé par le charriot en salle d’opération est de moins de 0.8 m?, ce qui est conforme
a I’évaluation initiale. Le systeme OCT est installé tout pres du moniteur de laryngoscopie. Le
clinicien et 1’équipe médicale peuvent suivre l'intervention sur les deux modalités d’imagerie
simultanément. La Figure 5.18 illustre le positionnement du systeme en clinique. Le systeme
permet une imagerie tridimensionnelle rapide. I’acquisition s’effectue en 18 secondes pour

un volume de 2 mm x 2 mm x 7 mm .

Systéme d’enf osﬁopie
——

4 g ‘ Sys'té”b",
= _— : d’'acquisition

(OCT)
Table—

d'acquisition , d’opération

Figure 5.18 Positionnement du systeme dans la salle de chirurgie.
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5.5.2 Caractérisation de la sonde

Cette section traite de la caractérisation du systeme OCT et de la sonde intraopératoire en ce

qui a trait a la puissance du signal transmis, aux résolutions (axiales, latérales et temporelles).

Puissance transmise

Le systeme proposé offre une puissance a la sortie de 'interférometre de 10 mW. Bien que la
puissance a la pointe de la sonde soit suffisante, les pertes sont importantes. Chaque réflexion
interne du systeme induit une perte en puissance et contribue a I’augmentation du bruit dans
les images. La puissance finale, a la pointe de la sonde correspond a la puissance initiale moins
les pertes aux interfaces. A partir de la somme des réflexions de Fresnel (relation 5.3), il est

possible d’estimer la puissance a la pointe de la sonde comme :

Nair (ﬁ — 1)2
Psonde:PO_Zw y

n;—1

(5.3)

ou P, est la puissance a la sortie de la sonde de la fibre optique et n; est I'indice de réfraction

du milieu, la sommation se faisant sur toutes les interfaces air-milieu.

Celle-ci correspond a 4.9 mW. Malgré I'utilisation d’un revétement antireflet (pour 'infra-
rouge proche) sur les lentilles GRIN, le parcours optique engendre une perte de 3 dB (50%).
La Figure 5.19a illustre le profil d’intensité d’une région encadrée sur l'image acquise en
salle de chirurgie. Les réflexions multiples issues des interfaces optiques sont visibles. Ces
changements d’indice, présents dans le parcours (Rgir, M fires Mentille, Mgaine), Provoquent de
fortes réflexions. La réflexion la plus prononcée dans le systeme provient de l'interface air-
GRIN a l'extrémité distale de la sonde. On remarque également des artéfacts se répéter le
long de la zone sélectionnée. Ces artéfacts sont des échos générés par la saturation de la
gaine protectrice. L’amplitude des réflexions est normalement bien plus élevée que le signal
issu de I’échantillon. Un déplacement adéquat du bras de référence permet d’ajuster la po-
sition de ces échos pour éviter qu’ils ne soient trop apparents dans nos images. L utilisation
d’une seule longue GRIN réduirait la complexité de I'assemblage et aurait pour effet d’éviter
quatre interfaces (air-verre). Toutefois, ce changement aurait également pour effet de fragi-
liser la sonde. Des mécanismes additionnels seraient souhaités pour augmenter la rigidité de

la sonde endoscopique comme par exemple des tubes en fibre de carbone.
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Figure 5.19 Artéfacts liés aux réflexions internes dans la sonde endoscopique. Profil d’intensité
en fonction de la profondeur (a) provenant de la région encadrée dans I'image OCT (b).

Calibration

La calibration d’instruments d’endoscopie se fait par I’entremise de mires standardisées.
L’OCT étant relativement nouvellement établie cliniquement, aucun standard n’a encore
été adopté [Tearney et al. (2012)]. L’objet de calibration permet d’une part, d’optimiser le
signal & une profondeur souhaitée, avec un ajustement des optiques (lentilles, iris et miroir
de référence), et d’autre part, d’évaluer le rapport signal sur bruit (RSB) du systéme. Tel
qu’illustré a la Figure 5.20a, la sonde est déposée horizontalement sur 1’objet de calibration.
Ensuite, le balayage du faisceau permet de générer les images mode B montrées a la Figure
5.20b. La premiere interface, tout en haut de I'image OCT, correspond a la gaine de pro-
tection utilisée en salle opératoire. Elle est suivie par la couche diffusante de polyuréthane
mélangé au dioxyde de titane (7%03). Enfin, la derniére surface correspond a l'interface de
référence. Plus on s’éloigne de la distance focale (fixée a 1 mm de la pointe de la sonde) plus
on assiste a la dégradation de la résolution, visible par un élargissement des plateaux. C’est
équivalent a I’élargissement de la réponse impulsionnelle (fonction d’étalement), dévoilé par
les simulations effectuées sous Zemax a la section 5.2. L’objet de calibration a été légerement
incliné pour minimiser les réflexions spéculaires. Une deuxiéme version d’objet de calibration

est en cours de réalisation avec une surface moins réfléchissante.
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Figure 5.20 Calibration de la sonde endoscopique. Positionnement de la sonde sur 'objet de
calibration (a) et image OCT de I'objet de calibration.

La Figure 5.21 illustre la dégradation du RSB en fonction de la distance qui sépare la sonde
du tissu biologique (doigt). Le RSB représente l'intensité maximum de la surface par rapport
a l'écart type du bruit de I'arriere-plan, énoncé a la relation 5.4. Les mesures obtenues sont

calculées a partir d’une seule image acquise a la vitesse de 60 Hz.

RSB = 20log,, (maxim> (5.4)

Obruit
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Figure 5.21 Mesure de sensibilité de la sonde évaluée a plusieurs distances a partir de la
premiere interface d’un objet de calibration et d’un tissu biologique (doigt).

5.6 Discussion

Dans ce chapitre, nous avons décrit les enjeux et le contraintes associées au développement
d’une sonde endoscopique pour la laryngologie pédiatrique. Le design proposé répond aux
besoins cliniques identifiés a priori ainsi qu’a ceux découverts en cours de route. Le sys-
teme OCT développé pour I'endoscopie peropératoire des cordes vocales pédiatriques permet
d’imager de facon non invasive la corde vocale en particulier la région centrale d’une grande
importance clinique. Le systeme a une résolution et une sensibilité adéquates, un champ de

vision suffisant et une vitesse d’acquisition rapide.

Le diametre externe de 3.7 mm permet d’imager une grande partie de la clientele pédiatrique
allant de 3 mois a 17 ans. Pour I'imagerie des nouveau-nées, la sonde doit étre miniaturisée
davantage (< 1,7 mm de diametre) afin d’éviter d’obstruer les voies respiratoires. Cette
tache peut étre réalisée en utilisant des lentilles GRIN plus petites a la fois en diametre et en
longueur. Le mécanisme mécanique a mandrin proposé dans le design actuel peut s’adapter a
plusieurs diametres de sonde, un ajustement du bras de référence serait toutefois nécessaire.

Une sonde entierement fibrée est également une alternative a l'imagerie des nouveau-nées.
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Bien que dans les deux cas le champ de vision soit considérablement réduit, chez de tres
jeunes enfants, la taille de la corde vocale est également beaucoup plus petite. Un champ de

vue de 'ordre du millimetre serait suffisant pour capturer la région d’intérét.

Malgré sa petite taille, la sonde est ergonomique. Elle possede des marques gravées au laser
pour le positionnement et d’'un mécanisme d’alignement laser efficace. La monture de rotation
permet une sélection de 1'axe d’acquisition (antérieur-postérieur ou supérieur-inférieur) in-
dépendamment de I'angle de balayage. Ce degré de liberté additionnel s’avere extrémement
utile pour imager les deux cordes vocales en évitant que le chirurgien n’ait a induire une
rotation de ses mains. Cet ajout important a la sonde endoscopique permet un alignement
rapide avec le tissu d’intérét. Les données s’avere ainsi beaucoup plus reproductible entre des

acquisitions successives.

La modification d’un systeme commercial et un design itératif a permis d’aboutir a un systeme
d’imagerie compact, robuste et tres stable. Trois prototypes de sonde endoscopique ont été
réalisés : chacun d’entre eux permettant d’apporter des changements importants au concept
incluant les suggestions de 1’équipe médicale. Par exemple, la conception initiale de la sonde
prévoyait un manche pour la manipulation. Toutefois, il s’est avéré que le manche limitait
la dextérité et la possibilité d’appliquer des micros mouvements du chirurgien. De plus, le
nettoyage constant de la sonde avec de I’alcool a eu pour effet de faire apparaitre des débris
de peinture. Le dernier prototype utilise un revétement en polyéthylene pour répondre a cette

problématique. La Figure 5.22 permet de visualiser les prototypes réalisés durant le projet.
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Figure 5.22 Itération des sondes OCT. (a) Prototype initial, (b) deuxieéme prototype avec
manche et (c) troisiéme prototype avec graduation et sans manche doté d'un laser de posi-
tionnement visible.

Cependant, malgré I'atteinte des spécifications (résolution, contraste et vitesse d’acquisition),
la sonde souffre d’artéfacts de saturation (c’est-a-dire lignes verticales qui chevauchent le
signal venant de I’échantillon). Ces rétro-réflexions proviennent de la gaine protectrice. Cette
gaine jetable augmente 'efficacité en salle d’opération (facilité de stérilisation), toutefois elle
n’a pas été congue pour I'imagerie dans l'infrarouge. La disponibilité des gaines éthylene-
propylene fluorées (FEP), serait bénéfique pour I'imagerie OCT. Car elles permettent une

transmission plus élevée de la lumiere dans le proche infrarouge.

D’autres composants optiques pourraient également étre améliorés. La focalisation sur le plan
image n’est pas parfaite pour toutes les longueurs d’onde. L’utilisation d’une lentille triplet
pour remplacer la lentille objectif de la sonde, avant le relai des GRIN, pourrait contribuer a
diminuer les aberrations observées. De plus, le fini de surface optique est une tache difficile a
accomplir. Les micro-miroirs sont difficiles & machiner a la polisseuse. Des 16 micro-miroirs
réalisés, 50% d’entre eux ont été écartés. La contamination de la surface durant le transport,
avant la déposition, est principalement la cause du haut taux de rejet. Le LMF a récemment

fait 'acquisition d’une polisseuse sur place ce qui permettrait d’éviter la manipulation des
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pieces et réduirait les risques de contamination.

Malgré la portabilité du systeme, le déplacement entre la salle de laboratoire et la salle
d’opération (ascenseur pour changer d’étage) implique de nombreuses vibrations durant le
trajet et requiert parfois une optimisation du signal OCT avec ’alignement du faisceau dans
le bras de référence. Il serait souhaitable d’automatiser le processus d’optimisation du signal
OCT. Une boucle de rétroaction selon l'intensité du signal au plan focal pourrait étre une

solution envisageable.

Les GRIN de 2.7 mm diameétre demeure fragile, un tube externe de moins de 800 microns
d’épaisseur ne permet pas d’avoir suffisamment de rigidité en flexion. Une tentative a été
réalisée avec un tube externe de 3.2 mm, tel qu’illustré a la Figure 5.23, soit une épaisseur
de 400 microns et les GRIN ne résistent pas a la courbure imposée par la 1égere pression du
tube sur la corde vocale. Réduire le diametre externe du tube pourrait étre réalisé avec un

tube plus résistant (acier inoxydable renforci).

Figure 5.23 Lentilles GRIN exposées a une flexion avec un tube externe inférieur a 800 microns
d’épaisseur.

La sonde compacte OCT offre un potentiel unique pour la visualisation des cordes vocales
de fagon non invasive. Bien que les spécifications techniques soient respectées, ultimement ce
sont les expériences intraopératoires qui permettent d’évaluer adéquatement 'outil clinique

proposé. Ces expériences sont décrites aux chapitres suivants.
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CHAPITRE 6 ETUDE DU DEVELOPPEMENT DES CORDES VOCALES
A PARTIR DE L’IMAGERIE OCT INTRAOPERATOIRE

Le design du systeme et les techniques de fabrication et d’assemblage ont été justifiés au
chapitre précédent. Ultimement, ’évaluation des performances de l'instrument prend son
sens dans le cadre clinique. Au cours de ce projet, plusieurs expériences ont été réalisées en
milieu hospitalier. Le présent chapitre décrit dans un premier temps une méthodologie pour
acquérir systématiquement des volumes OCT de la région d’intérét. Une fois cette métho-
dologie développée et maitrisée, il est enfin possible d’entamer les premieres études cliniques
rigoureuses sur les cordes vocales pédiatriques. L’étude a pour objectif précis d’évaluer une
stratégie permettant d’identifier et de quantifier le développement vocal a partir de données
OCT intraopératoires. Est-ce que 'OCT permet de détecter des différences entre une corde
vocale chez de jeunes enfants et celle chez des adolescents ? Est-ce que les descripteurs iden-
tifiés dans la phase ex vivo sont applicables en mode intraopératoire? Ce chapitre tente de

répondre a ces questions.

6.1 Introduction

Le nombre restreint d’échantillons cadavériques pédiatriques limite considérablement 1’éten-
due des études possibles ainsi que notre compréhension de la microanatomie de la corde
vocale. La capacité d’obtenir de 'information de facon totalement non invasive avec 'OCT
permet de poser et d’explorer de nouvelles hypotheses sur le développement vocal. Pour ce
faire, un outil pour caractériser le développement des cordes vocales en laryngologie pédia-
trique serait un atout. Jusqu’ici, il est convenu que la muqueuse de la corde vocale adulte
possede trois couches distinctives, principalement subdivisée selon la nature et la concen-
tration en collagéne et élastine : les couches superficielle, intermédiaire et profonde [Hirano
(1975)]. La variété des voix humaines selon I’dge et entre I'individus serait tributaire d’'une
différence dans cette structure trilaminaire. Des études histologiques ont démontré que la la-
mina propria ne possede qu’une seule couche a la naissance et qu’a I’age de dix ans celle-ci est
bilaminaire. La transition vers une structure trilaminaire est complétée durant I’adolescence
[Hartnick et Zeitels (2005)]. Le parcours de cette structure en développement pour arriver
enfin a maturité est toujours incompris. Est-ce un développement linéaire ou bien passe-t-il

par des sauts quantiques? Les captures singulieres de quelques échantillons ne permettent
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malheureusement pas d’identifier le modele de progression de cette couche anatomique. Il
serait souhaitable qu’une technique puisse apporter une source d’informations additionnelles
sur le développement de cette structure. Ces informations critiques pourraient contribuer a

I’élaboration de stratégies de traitement adapté a la population pédiatrique.

6.2 Protocole intraopératoire

C’est dans ce contexte, que 'imagerie OCT intraopératoire a été réalisée sur de jeunes enfants
et des adolescents. Tous les patients évalués dans le cadre de cette étude (n = 20) ont regu une
description détaillée des expérimentations envisagées et des formulaires de consentement ont
été remis aux parents et aux enfants avant la procédure. L’approbation de cette étude a été
obtenue aupres du comité d’éthique de 'Ecole Polytechnique de Montréal et du Massachusetts
Eye and Ear Infirmary a Boston. Les candidats ont été recrutés parmi les patients subissant
une bronchoscopie ou une chirurgie mineure et n’indiquaient aucun historique de pathologies
laryngées. Les patients sont regroupés selon leur age pour former deux groupes distincts. Le
premier groupe (n = 10) représente les jeunes enfants dont 1'dge se situe de 7 mois a 2 ans

et le second groupe (n = 10) représente des adolescents dont ’dge varie de 11 a 16 ans.

Les premiers cas cliniques ont permis au chirurgien et a I’équipe de se familiariser avec la sonde
endoscopique et de raffiner le protocole clinique. Il s’agit d’'une dizaine d’étapes exécutées
dans un ordre précis afin de faciliter et encadrer 'acquisition intraopératoire. Ces étapes
sont exposées en Annexe B. On retrouve, entre autres, la procédure d’allumage du laser,
de strérilisation et du transfert de la sonde au chirurgien. Le déroulement typique consiste a
préparer et configurer le systéme quelques minutes avant le début de la séance intraopératoire.

Le charriot est placé de fagon a permettre au chirurgien de visualiser facilement le moniteur.

Les patients sont positionnés en suspension comme pour une intervention en laryngoscopie
directe, telle qu’illustré a la Figure 6.1a. Un laryngoscope permet de relever la langue et
I’épiglotte afin d’offrir un champ de vue complet du larynx. La téte du patient est alors
légerement suspendue et le chirurgien a la possibilité d’utiliser ses deux mains pour procéder
a 'intervention. Celle-ci est réalisée sous anesthésie générale. Un suivi particulier est accordé
a la console des signes vitaux, visible en tout temps a ’anesthésiste et le corps médical. La
Figure 6.1b illustre le déroulement de l'insertion des instruments médicaux. Le bronchoscope
est d’abord introduit par I'ouverture offerte par le laryngoscope. Il est placé tout juste a
I’entrée du larynx et offre un champ de vue du larynx. Ensuite, la sonde est glissée dans la

cavité orale jusqu’a la partie centrale des cordes vocales.
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Figure 6.1 Séance d’imagerie OCT intraopératoire pendant une microlaryngoscopie en sus-
pension. Disposition des instruments chirurgicaux pour l'acquisition d’'un volume OCT de
la vraie corde vocale gauche d’un patient masculin de 16 ans (a). Séquence d’imagerie per-
opératoire de la glotte (b) avec insertion des outils endoscopiques et le positionnement de la
pointe de la sonde dans la zone infraglottique avant d’appuyer la pointe légerement sur le
tissu pour l'acquisition 3D.

La procédure de positionnement de la sonde endoscopique OCT sur la région d’intérét est
essentielle. Elle assure une stabilité et une répétabilité des données recueillies. La Figure 6.2
illustre la méthodologie développée dans le cadre du projet. La sonde OCT est initialement
placée au centre antéropostérieur, tout juste sous la corde vocale, littéralement dans la région
infraglottique. La fenétre d’imagerie est légerement en contact avec le tissu. Elle est placée
perpendiculairement au bord libre de la partie du pli vocal. Sous visualisation directe ou sous
I’assistance vidéo, la sonde est ensuite déplacée lentement dans la direction supérieure a la

zone infraglottique, vers la cavité buccale. Le mouvement rectiligne du chirurgien permet de
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traverser et visualiser entierement la zone d’intérét, jusqu’a I'apparition du ventricule dans

les images OCT. C’est a ce moment précis que l'enregistrement 3D est déclenché.

¢— Fausse corde vocale

; et ventricule

: X== '
<—: Vraie corde vocale

........ . Mouvement
Infraglottique - L
— Jrottic inférieur— supérieur

Figure 6.2 Schéma anatomique et positionnement de la sonde portable OCT pendant la pro-
cédure d’acquisition. La sonde est initialement positionnée au centre de la corde vocale sur
I’axe antérieur postérieur dans la zone infraglottique. La sonde est ensuite déplacée supérieu-
rement vers la vraie corde vocale ou l'acquisition 3D est déclenchée. Image histologique tirée
de Feldman (2015).

Les acquisitions OCT sont effectuées sur la corde vocale droite dans un premier temps, suivies
de la corde vocale gauche. Chaque volume possede une dimension de 2 mm x 2 mm x 7 mm.
Afin de s’assurer de capturer la zone d’intérét, un champ de vue en profondeur de 7 mm est
capturé. Ce balayage permet de récupérer un maximum de photons balistiques. Un fenétrage
des données est par la suite effectué, c’est-a-dire que les données sont rognées afin de ne
conserver que la partie du champs de vue contenant la corde vocale. Bien que I'imagerie de
chaque volume prenne 18 secondes & compléter, la procédure compléte (positionnement et
acquisition) prend environ 2 minutes. Immédiatement apres l'imagerie OCT, le traitement

initialement prévu est réalisé.

Cette marche a suivre est exécutée sur ’ensemble des patients agés de 7 mois a 16 ans.
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6.2.1 Analyse des images

L’analyse des images OCT in vivo permet, d'une part, de valider les réalisations ex vivo en
ce qui a trait au contraste des structures anatomiques observées de la voie aérodigestive et,
d’autre part, elle permet d’établir des valeurs normatives pour les dimensions et la caractéri-

sation de la microstructure des cordes vocales observé chez les deux groupes de population.

La caractérisation de la lamina propria de la vraie corde vocale, a partir des données OCT,
est effectuée sous imageJ [Schneider et al. (2012)]. Un prétraitement est appliqué afin d’isoler
la région d’intérét tel qu’illustré a la Figure 6.3. Une région rectangulaire représentative de
la lamina propria est extraite sur chaque échantillon, pres du pli vocal. Chaque rectangle
analysé est un ensemble de «lignes-A» qui représente le signal d’intensité de rétrodiffusion
normalisé en fonction de la profondeur. La profondeur analysée identique pour les deux
groupes et correspond a 2 mm. Les images de la gaine de protection et de la couche épithéliale,
préalablement identifiées, sont retirées du signal original. Toutes les régions a forte saturation

sont également exclues.

Etant donné que la longueur des cordes vocales est différente entre les deux groupes étudiés,
la colocalisation des structures anatomiques entre les groupes d’age est ajustée selon un
facteur de proportionnalité. Ce facteur de proportionnalité est établi en fonction des études
précédentes [Boseley et Hartnick (2006)]. La longueur de la corde vocale double entre ’enfance
(7 mois a 2 ans) et 'adolescence (11 a 16 ans). Par conséquent, la taille de la région analysée
et la distance ou la zone est sélectionnée sont ajustées selon le groupe d’age. Les dimensions
latérales respectives de ces régions sont de 150 um (64 lignes-A) et 300 pm (128 lignes-A).
De plus, 'emplacement du début de la zone imagée a partir de la limite inférieure de la corde
vocale est reglée a 300 um pour les jeunes enfants et 600 pm pour les adolescents. La Figure
6.3 illustre I'emplacement des régions d’analyse pour le développement des cordes vocales.

Les régions rectangulaires couvrent entierement la lamina propria chez les deux groupes.

Finalement, afin de diminuer la présence du bruit dans les données, trois images consécutives

ont été moyennées par patient avant d’étre analysées.
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Figure 6.3 Zone d’analyse quantitative de la vraie corde vocale d'un adolescent (a) et d'un
jeune enfant (b). Le rectangle représente la région analysée dans la lamina propria. Elle exclue
la gaine protectrice et 1’épithélium. Ep : épithélium ; Gp : gaine protectrice. Echelle : 200 pum
en (a) et (b).

6.2.2 Coefficients d’atténuation relatifs de la lamina propria

Les coefficients d’atténuation, représentant les propriétés intrinseques de la lamina propria,

sont extraits des lignes-A des images obtenues.

Afin de comparer adéquatement les deux groupes de patients, les profils d’atténuation ont été
analysés selon trois sections en profondeur. L’emplacement des sections est obtenu a partir

des pentes distinctives du groupe d’adolescents (11 -16 ans).

Les coefficients d’atténuation relatifs a chaque patient sont calculés a partir d'une régression
linéaire sur chaque zone. Au-dela de la troisieme zone, le signal est considéré comme du bruit
provenant de diffusion multiple. Ces valeurs sont par la suite divisées par un facteur (-2),

conformément au modele de Beer-Lambert [Sec.3.7.1].

Une analyse statistique des coefficients d’atténuation relatifs est effectuée a l'intérieur de
chaque groupe d’age avec un modele mixte. Cependant, pour analyser la relation entre les

groupes d’age une analyse statistique ANOVA [Fisher (1925)] a été réalisée et 'analyse des
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zones entre elles est effectuée avec la méthode de Kramer.

6.3 Résultats

Dans un premier temps, les images sont analysées qualitativement afin de valider les ob-
servations obtenues ex vivo. Une cartographie in vivo du larynx pédiatrique est présentée.
Ensuite, les résultats de 'analyse quantitative avec les coefficients d’atténuation relatifs des

deux groupes (jeune enfant et d’adolescent) est révélée.

6.3.1 Cartographie optique du larynx pédiatrique

Une cartographie de la voie aerodigestive est initialement obtenue avec un balayage des struc-
tures anatomiques du larynx (infraglottique, vraie corde vocale et la fausse corde vocale). 11
s’agit du repérage OCT 2D standard, avant le déclenchement de ’acquisition tridimension-
nelle. Une séquence 2D typique d’une acquisition OCT de la partie aérodigestive est illustrée
a la Figure 6.5. Le parcours de la sonde est d’environ 10 mm, a partir de la région inférieure
(infraglottique) et traverse la vraie corde vocale pour atteindre le ventricule et la fausse corde

vocale (de gauche a droite de I'image de la Figure 6.5).

Les images OCT de ces zones et des transitions entre elles permettent de faciliter le re-
pérage des structures anatomiques. Les vidéos des séquences endoscopiques peropératoires
sont fortement utiles et permettent de batir cette carte de correspondances entre les deux

modalités.

La Figure 6.4a illustre une vue intraopératoire du larynx chez un sujet masculin de 9 ans en
bonne santé avec aucune pathologie apparente sur les cordes vocales. La sonde est en contact
et positionnée a la mi-hauteur de la corde vocale droite [Fig.6.4b]. Malgré que la sonde
ne fasse que quelques millimetres de diametre, elle obstrue 50% des voies aériennes. Cette
proportion devient plus grande chez de jeunes enfants. Etant donné que la partie d’intérét
est au centre de la corde vocale, et que la procédure se déroule rapidement, il est possible

d’imager la structure sans trop de difficulté.
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Figure 6.4 Vue endoscopique peropératoire de la glotte d’un sujet sain masculin de 9 ans sans
(a) et avec (b) la sonde portable OCT.

Infraglottique Vrai corde Fausse corde Mouvement
vocale \V} vocale o de lasonde

Figure 6.5 Collage d’une acquisition 2D. La sonde OCT est lentement déplacée supérieure-
ment a partir de la région infraglottique des voies aériennes. La premiere interface indique
la gaine stérile utilisée. T : transition infraglottique et vraie corde vocale; V : ventricule;
Echelle : 200 pm.

L’interprétation sur la localisation de la sonde dans le larynx, strictement a partir des images
OCT, est un atout essentiel. Les particularités de chacune des régions permettent de différen-
cier la région d’intérét et cibler plus précisément la vraie corde vocale. Les caractéristiques

distinctives sont détaillées dans les sections suivantes.
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Région infraglottique

Le Figure 6.6 illustre une représentation typique d’une projection tridimensionnelle OCT
obtenue a partir de la région infraglottique, tout juste inférieure a la vraie corde vocale.
On remarque que I’épaisseur de la couche épithéliale (de I'ordre de 80 um) est relativement
constante le long de cette région. Elle est suivie par une couche hyper-refiéchissante : la couche
supérieure de la lamina propria. Cette couche comprend plusieurs variations d’intensité en
fonction de la profondeur. On remarque des zones sombres et principalement distribuées
dans le centre de la lamina propria. Celles-ci indiquent la présence potentielle de structures
glandulaires. La lamina propria de la région infranglottique est reconnue pour une concen-
tration élevée de glandes séreuses permettant une lubrification adéquate de la muqueuse. Les
limites supérieures et inférieures de lamina propria sont visibles, ce qui permet d’identifier
la transition vers le muscle thyro-aryténoidien. Toutefois, a cette profondeur (>2 mm), I'in-
terprétation des images est plus difficile a accomplir étant donné le faible rapport signal sur
bruit.

Patient M - 13 ans

Figure 6.6 Représentation typique d'une projection OCT de la région infraglottique chez des
patients sains de 13 ans (a) et 15 ans (b). Les glandes séreuses sont tres présentes dans la
lamina propria, ce qui se traduit par un changement brusque d’intensité dans cette région.
Gp : gaine protectrice; Ep : épithélium; Lp : lamina propria; Ms : muscle vocal.

Tous les patients observés affichent une transition nette entre ’espace infraglottique et la
vraie corde vocale. Les images obtenues, ici sur d’autres sujets sains de 9 ans [Fig.6.7a] et 12
ans [Fig.6.7b], affichent clairement une différence structurelle entre la région infraglottique et
la vraie corde vocale. Cette transition est marquée par la disparition de ces glandes séreuses.

De plus, la lamina propria, a cet endroit précis, semble s’accroitre en profondeur.
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Figure 6.7 Représentation typique d'une projection OCT de la région de transition entre
I'espace infraglottique et la vraie corde vocale chez des patients sains de 9 ans et 12 ans.
Cette transition semble indiquer un changement de configuration dans la lamina propria. T :
transition ; Ep : épithélium; Lp : lamina propria; Ms : muscle vocal.

La vraie corde vocale

L’apex de la vraie corde vocale est identifié a I’aide du ventricule (V). Les images OCT
obtenues a partir de la vraie corde vocale révelent une couche épithéliale tres fine, de I'ordre
de 50 microns, comparativement aux structures environnantes. L’étude quantitative de la
microstructure vocale, sujet de la prochaine section, semble généraliser cette observation a
I’ensemble des sujets observés jusqu’a présent. La lamina propria de la vraie corde vocale
est beaucoup plus homogene que celle de la région infraglottique, aucune glandes séreuses
n’y est observée. De plus, la lamina propria est plus hyper-réfléchissante dans les premieres
centaines de microns de profondeur. Par la suite, 'intensité décroit graduellement. La région
musculaire semble étre a la limite d'un rapport signal sur bruit suffisant pour distinguer sa
présence. Cette observation corrobore les résultats des expériences ex vivo réalisées et décrites

au chapitre 3.
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Figure 6.8 Représentation typique de la vraie corde vocale. Ep : épithélium; Lp : lamina
propria; Ms : muscle vocal ; V : ventricule; Gp : gaine protectrice. T : transition. - Echelle :
200 um en (a) et (b).

La fausse corde vocale

La région de la fausse corde vocale est caractérisée par une couche épithéliale qui s’épaissit
vers la zone supérieure du larynx (vers la droite de la figure). De plus, la lamina propria
semble peu réfléchissante contrairement a la vraie corde vocale. Enfin, la fausse corde vocale

comprend quelques glandes superficiellement placées dans la lamina propria.
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Fausse corde vocale

Patient M - 13 ans

Figure 6.9 Représentation typique d’une fausse corde vocale. Ep : épithélium; Lp : lamina
propria; V : ventricule; Gp : gaine protectrice. Echelle : 200 um.

6.4 Dimensions des microstructures des cordes vocales

Les valeurs morphométriques des couches des cordes vocales sont extraites a partir des images
OCT. Les dimensions de I’épithélium et de la lamina propria sont évaluées et comptabilisées
pour chacun des patients a I'aide du logiciel VazQt. Les données sont ensuite regroupées selon

le groupe d’age : jeunes enfants (0 a 2 ans) et adolescents (11 a 16 ans).
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Figure 6.10 Epaisseur des couches vocales obtenue a partir des images intraopératoires OCT.

L’épaisseur moyenne de la couche épithéliale est légerement plus grande chez les adolescents.
L’écart type semble toutefois exprimer une variabilité plus accrue chez les adolescents (11 a
16 ans) que chez les jeunes enfants (0 a 2 ans). En ce qui concerne la lamina propria, il est
plus difficile d’identifier le plateau inférieur (la fin de la lamina propria) avec certitude chez

un bon nombre de patients (45%, n=20).

6.5 Analyse quantitative de la lamina propria entre jeunes enfants et adolescents

Les profils d’intensité de chaque population pédiatriques : jeunes enfants et adolescent sont
illustrés a Figure 6.11. Afin de comparer adéquatement les deux groupes, les profils d’atté-
nuation ont été segmentés en profondeur (zone 1,2,3). Ces zones sont obtenues & partir des

pentes distinctives du groupe d’adolescent (11 -16 ans).
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Figure 6.11 Profils d’atténuation de deux populations pédiatriques. Les courbes sont illustrées
en fonction des zones (1,2,3) représentative des pentes distinctives du groupe d’adolescent.

Les coefficients d’atténuation relatifs sont ensuite comptabilisés et illustrés a la Figure 77.
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Figure 6.12 Coefficients d’atténuation relatif selon I’age (a) et la zone (b). En (b) I’analyse
sur le groupe 0 - 2 ans s’est faite a 300 um et a 600 um de distance a partir du ventricule.
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Les coefficients d’atténuation relatifs de la zone 1 des jeunes patients sont statistiquement
différents de ceux des zones 2 et 3 (p< 0.0001) pour ce groupe d’dge. Toutefois, pour les

zones 2 et 3 les coeflicients d’atténuation ne sont pas statistiquement différents (p = 0.1129).

En ce qui concerne le groupe d’adolescent, la zone 1 est également statistiquement différente
de la zone deux et trois (p< 0.0001). Toutefois, contrairement au premier groupe, la zone 2

est statistiquement différente de la zone 3 (p = 0.0370).

Lorsque nous comparons les zones entre les deux populations, les coefficients d’atténuation
relatifs sont statistiquement différents dans les zones deux et trois (p< 0.0001, = 0.0315),
mais pas la zone 1 (p = 0.1438) .

Afin de s’assurer que la région d’analyse a partir du ventricule ne cause pas d’effet sur les
profils des jeunes patients, une sélection de la région d’intérét a 600 microns du ventricule a été
analysée. Cette analyse des coefficients d’atténuation en fonction de la distance du ventricule
n’a aucun effet sur les valeurs des coefficients d’atténuation relatifs (p = 0.7579, 0.2944, et
0.9601 pour les zones 1, 2, et 3 respectivement) [Fig.6.12b] . La zone 1 est toujours distincte de
la région 2 et trois (p< 0.0001) tandis que les zones 2 et 3 sont toujours statistiquement non
distinctes (p = 0.1955). Lorsque elle est comparée avec les patients plus 4gés, la zone 1 reste
statistiquement non distincte et les zones deux et trois restent statistiquement différentes (p
= 0.0011, p = 0.0168, respectivement).

6.6 Discussion

L’objectif principal consiste a quantifier le développement de la microstructure de la corde
vocale. Jusqu’ici les cordes vocales pédiatriques ont été analysées sur une base histopatholo-
gique. Le nombre restreint d’échantillons pédiatriques cadavériques et la qualité des échan-
tillons post-mortem rendent les études de cette microstructure tres difficile a réaliser. Un
systeme d’imagerie non invasif pour I'observation des cordes vocales offre la possibilité d’ex-
plorer cette structure sous une perspective nouvelle. Cependant, la transition en clinique
d’une nouvelle modalité d’imagerie requiert un protocole et une stratégie efficace pour la

collecte des données in vivo.

Une période d’apprentissage s’est avérée tres utile pour raffiner le protocole clinique. Quelques
cas ont été requis avant d’atteindre une certaine efficacité en salle opératoire. Par exemple,

Iinstallation de la gaine protectrice demande un certain niveau de dextérité et de la minutie.
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Celle-ci doit étre installée rapidement, quelques secondes avant le début de la procédure afin

de minimiser les risques de contamination.

L’utilisation d'une source rapide VSCEL facilite I'acquisition des données en chirurgie. La
région d’intérét est entierement capturée, en 3D, dans un laps de temps cliniquement accep-
table. Le temps requis pour le positionnement et I'acquisition des données correspond a une
minute par corde vocale. Ces valeurs avaient été estimées au départ a 35 secondes, toutefois
les précautions additionnelles pour assurer un bon déroulement augmentent légerement les
estimations prévues. Il est a noter qu’aucune difficulté technique ou complication clinique

n’est survenue au cours de I’étude intraopératoire.

Etant donné le champ de vue restreint en salle opératoire, il s'est avéré rapidement tres
difficile, sans une méthodologie claire, d’obtenir systématiquement des images semblables
sur des acquisitions successives. La surface d’intérét est de l'ordre de 1 & 4 mm? sur une
surface qui s’étend a plus de 50 mm?. La stratégie développée permet d’identifier la région
de transition a partir d'un balayage 2D du larynx. Cette région représente une différence
structurelle entre la zone infraglottique et la vraie corde vocale. La disparition des structures
apparente a des glandes salivaires et le changement de I'épaisseur de la lamina propria sont

des indices qui permettent de localiser la région d’intérét.

Les expériences intraopératoires ont permis d’exposer les limites de 1’épithélium et de la
lamina propria. Tout comme chez les spécimens ex vivo, il existe au sein de chaque cas pédia-
trique rencontré une section épithéliale beaucoup plus fine, précisément a la région de contact
entre les cordes vocales. Cette région, visible a I’OCT, est caractérisée par un épithélium pavi-
menteux stratifié. L’épaisseur de la couche épithéliale de la vraie corde vocale, comptabilisée
chez les adolescents (11 a 16 ans) est 20% supérieure a celle des jeunes enfants (0 & 2 ans).
Dans les images obtenues, il est toutefois difficile d’interpréter la fin de la lamina propria
et le début du muscle (thyroarytenoidien). Des études histologiques précédentes suggerent
que 'épaisseur de la muqueuse varie de 750 um a 1 mm entre 7 mois et 16 ans [Hirano K.S.
(1983)]. A partir de ces données, il semble que la transition entre la muqueuse et le muscle se
situe pratiquement dans la région de diffusion multiple. Toutefois, il est a souligner que ceci
ne prend pas en compte les artéfacts de coupes qui pourraient augmenter 1’épaisseur réelle

de la lamina propria.

De plus, les coefficients d’atténuation relatifs nous permettent d’établir qu’il existe également
une différence dans la lamina propria entre les deux groupes. Ces coefficients pourraient étre

un indicateur de signe de maturation dans les cordes vocales. La zone 1 observée chez les
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sujets pourrait coincider avec la couche dense de collagene présente tout juste sous la couche
épithéliale. Chez les jeunes enfants, les zones 2 et 3 sont semblables tandis qu’elles sont
différentes chez les adolescents. Ces observations pourraient suggérer que les zones 2 et 3
sont l'indication d'une couche dans la lamina propria. Les zones 2 et 3 seraient alors une
piste intéressante pour évaluer la progression des coefficients relatifs d’atténuations durant
I’enfance a l'adolescence. Cependant, sans ’histologie, il demeure difficile de confirmer ces
observations. Plusieurs autres investigations sont nécessaires afin d’élucider le moment ou la

différenciation des zones 2 et 3 a lieu.

Malgré les observations trés prometteuses, le présent échantillonnage est de petite taille et ne
permet pas de dresser une courbe précise du développement selon ’age et le sexe du patient.
Un bassin de patient plus grand serait souhaitable et pourrait contribuer a temporellement
identifier I’émergence des zones. Pour I'instant, seulement deux groupes ont été analysés, de 7
mois a 2 ans et des patients de 11 a 16 ans. Toutefois, il serait intéressant d’étendre 1'analyse
a partir de la naissance a la fin de I’adolescence, donnant ainsi une représentation complete

de la population pédiatrique.

6.7 Conclusion

Cette cartographie optique du larynx, obtenue in vivo chez différents groupes d’age, permet
d’accumuler un atlas d’images des cordes vocales. Ces images permettent de renforcer la
capacité d’'interprétation des structures laryngées. Une cartographie adéquate du larynx avec
la stratégie de repérage développée consiste sans aucun doute en un jalon important pour la

visualisation de la région d’intérét et la comptabilisation des données statistiques fiables.

Malgré le nombre limité de patients étudié, les observations obtenues a partir des coefficients
d’atténuation relatifs sur la lamina propria démontrent une relation quantitative entre 1’age
et cette microstructure. Il serait intéressant de poursuivre cette analyse avec un échantillon-
nage plus élevé a partir de la naissance jusqu’a la fin de I’adolescence. Notre compréhension
sur cette microstructure pourrait ainsi permettre d’évaluer et traiter plus efficacement les

interventions chirurgicales aux cordes vocales.
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CHAPITRE 7 IMAGERIE DES CORDES VOCALES PATHOLOGIQUES

Les premieres expériences intraopératoires ont permis de cartographier le larynx et de déve-
lopper une procédure d’analyse systématique des cordes vocales pédiatriques saines a partir
des images OCT. L’atlas des images de patients constitue une référence qui permet d’identi-
fier et caractériser les cordes vocales pathologiques. Ce chapitre présente une étude réalisée
sur 'apport de la tomographie par cohérence optique (OCT) au sein des pathologies bénignes

pédiatriques. Il illustre la méthodologie et les résultats obtenus en salle opératoire.

7.1 Introduction

Le bon fonctionnement des cordes vocales est essentiel a la phonation, la déglutition et a la
protection des voies respiratoires. Un déreglement de cette structure provoque rapidement
des conséquences notoires. La consultation chez le clinicien pour 'enrouement de la voix com-
prend 'analyse des antécédents médicaux du patient, une analyse auditive et une inspection
visuelle du larynx. L’inspection peut s’effectuer au moyen d’un nasolaryngoscope en clinique
ou a l'aide d’un bronchoscope rigide dans la salle d’opération. Selon les mouvements de la
muqueuse, la fermeture glottique et les vaisseaux sanguins superficiels, les otolaryngologistes

fondent un diagnostic et une stratégie de traitement pour le patient.

Bien que la visualisation des cordes vocales par endoscopie soit essentielle aux cliniciens,
les images sont difficiles & interpréter. L’aspect superficiel (la morphologie, la coloration, la
vascularisation) des structures du larynx dépend des conditions d’éclairage et de I'angle de
la caméra. En outre, la plupart des pathologies se développent sous la couche épithéliale et
demeurent invisibles aux techniques d’imagerie superficielles. Il est encore difficile de diffé-
rencier ces lésions sous épithéliales d’un point de vue clinique et histologique [Wallis et al.
(2004); Oates et Winkworth (2008)]. Prenons par exemple la surface extérieure des nodules
et des kystes, elles sont relativement similaires. Elles apparaissent de fagon macroscopique
comme un épaississement de la couche superficielle. Pourtant, la stratégie de traitement uti-
lisée dans le cadre de ces lésions est bien différente [Rosen et al. (2012)]. L’évaluation des
caractéristiques distinctives est déterminante dans I’élaboration et 'efficacité des traitements

donnés aux patients.

Malgré de nombreuses études in vivo OCT sur les pathologies affectant le larynx [Wong
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et al. (2005); Armstrong et al. (2006)], tres peu ont exploré I'utilisation de 'OCT sur une

population pédiatrique.

L’imagerie in vivo OCT a été utilisée pour examiner les voies aérodigestives supérieures en
utilisant un systéme OCT dans le domaine temporel (TD-OCT) [Ridgway et al. (2007)].
Cependant, les études ne portent pas spécifiquement sur les lésions des cordes vocales. En
outre, la vitesse d’acquisition (quelques images par seconde) et la sensibilité des systemes 2D
TD-OCT ne sont pas suffisantes pour saisir I’étendue spatiale de certaines pathologies des
cordes vocales. Des études récentes, utilisant plutot des systemes dans le domaine de Fourier,
ont permis d’investiguer plus profondément la détection des sténoses sous-glottique chez les
nouveau-nés [Volgger et al. (2015); Sharma et al. (2015)].

Les prochaines sections tentent d’explorer I'utilisation de 'OCT dans I’évaluation des lésions
pédiatriques. Le protocole, la démarche utilisée et les résultats obtenus avec la sonde endo-
scopique OCT sont présentés. Les atouts additionnels qu’offre I'imagerie OCT 3D pour la
discrimination des frontieres et 'extraction des dimensions des lésions sont également expli-

qués.

7.2 Protocole

Le systeme décrit au chapitre 4 a servi a acquérir des images OCT intraopératoires sur
une cohorte de 10 patients pédiatriques, agés de 3 mois a 16 ans, affligés d’une pathologie
laryngée. Tout comme pour I'analyse des patients sains, une description du déroulement et
un formulaire de consentement ont été donnés aux parents et aux enfants avant la procédure.
La procédure d’acquisition et d’insertion de la sonde optique est similaire a celle décrite au
chapitre précédent sur les patients sains. Préalablement a I’étude in vivo, 10 échantillons
cadavériques d’adultes avec des pathologies vocales ont été analysés. Pour chaque échantillon
ex vivo, un balayage complet de la partie antérieure au segment postérieur de la corde vocale

est effectué.

Le protocole utilisé pour ’analyse ex vivo est semblable a celui décrit au chapitre 4. Le champ
de vision comporte, en plus de la vraie corde vocale, les structures adjacentes telles qu'une

partie du ventricule, qui sert de point de comparaison avec ’histologie.
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7.3 Résultats

Les images obtenues de cordes vocales présentant une pathologie sont présentées en deux

temps. Celles faites sur des échantillons ex vivo, puis celles issues d’images in vivo.

7.3.1 Imagerie des lésions vocales ex vivo

La Figure 7.1 montre des lésions imagées ex vivo avec le systéeme OCT et les sections histo-
logiques correspondantes. Les marqueurs de référence (M1-M2) utilisés pour la comparaison
sont visibles a la fois dans les images OCT et a I'histologie. L’épithélium recouvrant la zone
du nodule [Fig. 7.1a] est plus épais que celle de la région inférieure ou supérieure (a droite ou
a gauche de I'image). Cet épaississement localisé n’est pas observé chez nos patients sains. La
membrane basale (Mb) apparait irréguliére, courbée avec quelques invaginations, ce qui pour-
rait ressembler a des signes d’hyperplasie épithéliale [Martins et al. (2010)]. Dans la région
superficielle, on observe une augmentation du signal de rétrodiffusion dans la lamina pro-
pria par rapport aux tissus adjacents, qui peuvent étre une indication d’'un cedeme ou d’'une

fibrose localisée, phénomeéne couramment observé dans les nodules [Martins et al. (2010)].

b) Nodule : Ep2

Figure 7.1 Section transversale OCT d’un nodule (a) (spécimen cadavérique) avec coupe
histologique correspondante (b) (coloration H&E, 100X). Section transversale OCT d’un
pseudo-kyste de rétention de mucus (c¢) (spécimen cadavérique) avec coupe histologique cor-
respondante (d) coloration H&E, 100X. Ep : couche épithéliale; Lp : lamina propria; V :
ventricule ; G : glande séreuse; M1 et M2 : marqueurs de référence ; Mb : membrane basale ;
Ms : muscle ; - Echelle 200 pm en (a-d).

Les Figures 7.1c et 7.1d montrent un pseudokyste muqueux pluriloculaire (avec de multiples

cavités), au-dessous de la couche épithéliale , qui occupe un espace significatif dans la lamina
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propria . La structure et le type du kyste ont été confirmés par histopathologie [Fig.7.1d].
La zone de la lésion est presque circulaire, partitionnée et remplie d’une solution aqueuse.
Par conséquent, I'image OCT affiche une région sombre tres délimitée. Tel qu’illustré dans
la section histologique [Fig.7.1d], le contour de kyste est dépourvu d’une couche épithéliale.

Sa structure pluriloculaire est clairement visible a I’histologie et a 'OCT.

La visualisation de données volumétrique permet d’extraire des informations qualitatives et
quantitatives essentielles comme la symétrie et la dimension des lésions. La figure 5 montre
un rendu 3D (Amira, FEI Visualization Sciences Group, Burlington, MA) d’un nodule [Fig.
7.2a] et d’un kyste [Fig.7.2¢c] montré précédemment avec leur région respective agrandie [Fig.
7.2b-d].

Les lésions sont situées a quelques millimetres a partir du bord libre du pli vocal (c¢’est-a-dire
a 1’écart du ventricule). Les dimensions du nodule et du volume occupé par le pseudokyste
sont évaluées apres la segmentation des données 3D. Le nodule occupe 1.5 mm de l'axe
antéro-postérieur et des axes supérieurs inférieurs. Le kyste n’est pas symétrique et s’étend
sur 1.8 mm sur ’axe supérieur inférieur et sur 1.5 mm de ’axe antéro-postérieur et sur 1 mm

en profondeur dans la lamina propria.

Les projections 3D illustrées a la Figure 7.2 permettent de mettre en évidence les régions

d’intensités distinctes (LP1-LP2) au sein de la lamina propria.
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(a)
Nodule

Figure 7.2 Rendu volumétrique de cordes vocales adultes avec une pathologie bénigne du
larynx. Un nodule (a) et son insertion en (b) et un pseudo-kyste de rétention de mucus (c) et
son insertion en (d). Mb : membrane basale; Lp : lamina propria ; Lpl-Lp2 : lamina propria
avec des zones de différentes intensités optiques.

7.3.2 Imagerie des lésions intraopératoires

Quelques pathologies laryngées pédiatriques ont été imagées en mode intraopératoire, entre
autres des nodules, des kystes et une lésion causée par le virus du papillome humain. Ces
lésions sont illustrées dans la présente section. Les acquisitions se sont déroulées telles que
prévues par le protocole et aucune complication technique n’est survenue pour ’ensemble des

patients imagé en salle de chirurgie.

Nodules

La Figure 7.3 montre des nodules bilatéraux obtenus sur une patiente de 11 ans. Ces nodules
sont symétriquement situés sur le tiers antérieur de la vraie corde vocale. Ce gonflement
épithélial est perceptible sur I'image endoscopique (souligné par les fleches noires [Fig. 7.3al).
L’image OCT [Fig. 7.3b] est capturée a la jonction de la région normale (Epl) et 'empla-

cement du nodule (Ep2). Il existe une augmentation de 1'ordre de 30% de ’épaisseur de la
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couche épithéliale, ce qui peut indiquer la présence d’un épithélium pavimenteux hyperkéra-
tosé. La membrane basale dans cette région de transition subit également un épaississement
important (voir fleche). Ces observations sont similaires pour tous les cas de nodules intrao-
pératoires étudiés (n = 3). Une région hétérogene peut étre observée sous la paroi épithéliale
(mise en évidence par I'astérisque des Figures 7.3b et 7.3¢). Cette structure pourrait découler
de la présence d’un dépot de fibronectine superficielle a la lamina propria ou de la présence
d'un cedeme [Gray et al. (1994); Martins et al. (2010)]. On remarque que dans cette région
particuliere la transition entre I’épithélium et la membrane basale est plus diffuse [Fig. 7.3¢]).

La Figure 7.3d illustre la distribution tridimensionnelle du nodule.

Figure 7.3 Nodules bilatéraux chez un patient de 11 ans de sexe féminin. Vue d’endoscopie
peropératoire de la glotte (a) avec des fleches noires pointant vers le gonflement épithélial.
Section transversale correspondante OCT (b) montrant ’épaississement de la membrane
basale (fleche blanche) et 'apex du nodule (c). Visualisation tridimensionnelle du nodule (d).
Sh : gaine de protection; Epl : emplacement épithélium 1; Ep2 : emplacement épithélium
2: Mb : membrane basale ; Lp : lamina propria; V : ventricule; - Echelle : 200 pm en (b) et

().



144
Kyste

La Figure 7.4 montre des images obtenues d’un patient de 12 ans de sexe masculin avec
un kyste muqueux. La Figure 7.4a est une image endoscopique peropératoire qui illustre un
renflement sur la corde vocale gauche (identifiée par une fleche). La coupe transversale OCT
[Fig.7.4b] démontre la présence d'un kyste profondément ancré dans la lamina propria. Le
kyste est caractérisé par une région de diffusion homogene entourée par une structure de
60 wm d’épaisseur dont la diffusion est plus faible. La rétrodiffusion provenant de l'intérieur
du kyste suggere un contenu non aqueux. La diffusion observée au coeur du kyste muqueux
est typique d’un contenu riche en diffuseurs, tels que des protéines, de la mucine et débris
cellulaires [Fig. 7.4b]. Par opposition, un kyste aqueux est une région complétement homogene
et sombre sans diffuseur. La section histopathologique correspondante est illustrée a la Figure
7.4c. Elle confirme la présence d’un kyste muqueux et d’une couche épithéliale tout autour
du kyste (Epl). Le volume OCT permet d’extraire la lésion kystique [Fig. 7.4d]. Elle a une
forme complexe qui s’apparente en partie a une forme ovale. Comme dans le modeéle ex vivo,
ce kyste est non symétrique et s’étend sur 2 mm sur 'axe supérieur inférieur et 2 mm sur

I’axe antéro-postérieur et s’étend a 1.5 mm de profondeur dans la lamina propria.
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Figure 7.4 Kyste chez un enfant de 12 ans de sexe masculin. Vue d’endoscopie peropératoire
de la glotte (a) avec une fleche noire pointant au gonflement épithéliale. Section transver-
sale correspondante OCT (b) montrant une structure de forme ovale au sein de la lamina
propria. Coupe histologique correspondante (c¢) (coloration H&E 100x). Visualisation tridi-
mensionnelle du kyste (d). Gp : gaine de protection ; Epl : emplacement épithélium 1; Ep2 :
emplacement épithélium 2; Lp : lamina propria; V : ventricule ; - Echelle : 200 pm en (b) et

().

Virus du papillome humain

La Figure 7.5a montre une image endoscopique peropératoire d’un patient de trois ans de sexe
masculin, avec de multiples excroissances (papillomes) dans de la commissure antérieure. Tel
qu’illustré sur 'image OCT [Fig.7.5b], cette lésion est associée a une augmentation significa-
tive de ’épaisseur de 1’épithélium. La couche épithéliale est de forme irréguliere (Epl, Ep2)
et des invaginations sont visibles a l'intérieur de la lamina propria. Ces observations sont
conformes a ’hyperplasie épithéliale typiquement vue dans les lésions du papillome humain.

La Figure 7.5b montre également une région sombre de forme ovale dans la couche épithéliale
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(indiqué par les fleches), qui pourrait correspondre & un vaisseau sanguin.

Figure 7.5 Papillomatose laryngée chez un enfant de 3 ans de sexe masculin. Vue d’endosco-
pie peropératoire de la glotte (a) avec des fleches noires pointant & ’hyperplasie épithéliale.
Section transversale correspondante OCT (b) montrant les invaginations de la couche épi-
théliale au sein de la lamina porpria. L’astérisque indique la position de ce qui pourrait étre
un gros vaisseau sanguin. Gp : gaine de protection; Epl : emplacement épithélium 1; Ep2 :
emplacement épithélium 2; Lp : lamina propria; V : ventricule; - Echelle : 200 pm.

Segmentation des lésions bénignes

L’étendue de la pathologie peut s’avérer bien différente que celle estimée par la vue endosco-
pique traditionnelle. Une sonde avec la capacité d’obtenir des images 3D permet de délimiter
les frontieres des pathologies. Ces frontiéres peuvent étre segmentées pour extraire la forme
et la complexité de la pathologie. Par exemple, bien que les nodules et les kystes apparaissent
superficiellement similaires, sous la couche épithéliale, ils se manifeste bien différemment. La
segmentation des lésions, réalisée sur Amira (FEI Visualization Sciences Group, Burlington,
MA), et montrée a la Figure 7.6, montre la spécificité des formes totalement asymétrique de
ces pathologies, contrairement a ce que laisse présager la vue endoscopique. A partir de ce
nombre limité d’échantillons, on remarque que les nodules ont une représentation tres allon-
gée tandis que les kystes sont plutot représentés par une forme ovale. Une segmentation de la

forme et des mesures quantitatives pourraient permettre le suivi des pathologies laryngées.
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Patiente de 11 ans avec Patient de 12 avec un
des nodules bilatéraux kyste muqueux

Figure 7.6 Caractéristiques morphométriques des lésions bénignes. Segmentation d’un nodule
chez une patiente de 11 ans (a) avec et d'un kyste muqueux chez un patient de 12 ans (b).

7.4 Discussion

Les cordes vocales représentent 1’endroit le plus propice du larynx pour le développement
de pathologies. C’est précisément a la jonction ou se réunissent les plis vocaux que le stress
mécanique est le plus élevé. L’occasion d’observer les cordes vocales sous la surface de 1’épi-
thélium permet de détecter les structures anormales a un stade précoce ou des alternatives
a la chirurgie peuvent encore étre appliquées. La distinction entre lésions n’est pas toujours
évidente avec I’endoscopie traditionnelle. En effet, plusieurs pathologies présentent des carac-
téristiques d’inflammation similaires. De plus, certaines lésions peuvent étre profondément
ancrées dans la muqueuse et demeurer invisibles aux cliniciens. L’OCT adapté a la laryngo-
logie pédiatrique est une approche non invasive prometteuse pour visualiser et caractériser

les pathologies de la microstructure de la corde vocale.

L’imagerie ex vivo des échantillons cadavérique a révélé un contraste OCT élevé entre les
structures saines et pathologiques. Les pathologies provoquent des changements structurels
importants dans la corde vocale. Ces lésions sont souvent irrégulieres et possedent des formes
complexes. L’imagerie in vivo des pathologies a révélé que, malgré leur apparence externe
similaire a 1’endoscopie vidéo, la tomographie par cohérence optique révele d’importantes
distinctions. Dans le cas des nodules, la couche épithéliale est légerement plus épaisse, ce
qui peut s’apparenter a une hyperplasie ou dans certains cas a de 'hyperkératinisation. Les

nodules affichent également un changement structurel et la membrane basale s’épaissit. Par
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opposition au nodule, les kystes sont situés plus profondément dans la lamina propria et
possedent une forme complexe et asymétrique. Les kystes muqueux démontrent une région
turbide avec un contour épithélial dans la lamina propria, tandis que les pseudokystes pré-

sentent plutét une région sombre a I’OCT suggérant une solution plutot aqueuse.

Toutefois, les papillomatoses laryngées sont rapidement visibles en imagerie intraopéartoire
avec I’endoscopie traditionnelle. Cependant, dans ces cas cliniques, ’OCT apporte une infor-
mation complémentaire : la localisation des régions les plus affectées (épithélium tres épais)
par une cicatrisation. Elle indique également les endroits d’invagination dans la lamina pro-
pria. L’utilisation de ’OCT conjointement avec les lasers a impulsion pourrait permettre de
controler plus finement 'énergie déposée sur la corde vocale, causant ainsi une préservation
de cette structure sensible a la cicatrisation et a la formation de fibrose. Une sonde avec un
diametre réduit (< 1.7 mm) permettrait d’explorer davantage cette pathologie ou souvent la
dimension de la glotte est terriblement réduite par la présence des papillomes. De plus, une

sonde plus petite permettrait aussi d’inclure les nouveau-nées (moins 3 mois).

L’OCT permet d’identifier les frontieres de ces lésions, autrement impossible a obtenir avec
des modalités d’imagerie 2D. Elle souffre encore d’une incapacité a détecter les changements
moléculaires engendrés par les pathologies. Il serait intéressant de joindre a I'OCT, une
modalité moléculaire comme la fluorescence, I'imagerie non linéaire ou la spectroscopie pour

permettre d’ajouter une information fonctionnelle a 'imagerie structurelle.

Bien que la capacité de la sonde a imager des lésions est démontrée, une étude avec un
bassin beaucoup plus grand permettrait d’élargir les représentations des pathologies bénignes
et tumorales. D’autres questions sont envisageables. Par exemple, quand et comment ces
pathologies se forment-elles? Cette évaluation non invasive du type et de la sévérité des

lésions pourrait contribuer a améliorer 'efficacité des interventions chirurgicales.

7.5 Conclusion

La sonde endoscopique développée permet de visualiser et localiser les lésions pédiatriques
avec suffisamment de contraste, de résolution et de champ de pénétration pour en tirer des
informations quantitatives d’intérét pour 1’évaluation des pathologies laryngées. Malgré le
nombre limité de cas étudiés, la géométrie et la position semblent étre reliées au type de
lésion observé. Ces caractéristiques distinctes pourraient contribuer a enlever 'ambiguité as-

sociée a l'identification de certaines lésions bénignes, tels les nodules, les kystes et polypes.
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D’autant plus, sachant que ces lésions affectent la voix, il serait intéressant d’associer ces
caractéristiques aux impacts acoustiques ou biomécaniques des cordes vocales. Cette com-
binaison d’approches pourrait permettre d’approfondir nos connaissances sur la dynamique
des couches de la lamina prorpia. Enfin, la sonde OCT tridimensionnelle développée offre une
opportunité pour guider et améliorer l'efficacité des traitements chez les jeunes enfants ou,

souvent, le choix d’une intervention chirurgicale est le dernier recours.
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CHAPITRE 8 CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

La microarchitecture des cordes vocales pédiatriques n’a pas encore été complétement élu-
cidée, du moins, pas a partir d’'un modele permettant une évaluation clinique. Le caractére
invasif des techniques d’imagerie actuelles et la rareté des spécimens cadavériques pédia-
triques ont grandement limité 'avancement des connaissances de cette structure anatomique
unique. Bien que nous connaissons l'impact qu’a cette structure sur le développement de

I'individu et de sa personnalité, il existe tres peu d’étude sur son développement.

8.1 Syntheése des travaux

Au sein des technologies optiques, 'imagerie OCT semble particulierement prometteuse pour
I'observation des cordes vocales. Elle permet d’obtenir une résolution de I'ordre de quelques
microns (voire quelques 10 um), proche de celles obtenues par 1'histopathologie, et elle est
d’un & deux ordres de grandeur supérieure & l'imagerie conventionnelle par ultrason. A la
différence de l'ultrason, ’OCT peut imager directement a travers l'air sans contact avec le
tissu et ne nécessite aucune modification aux tissus, contrairement a 1’histologie. De plus,
les progres réalisés ces dernieres années permettent d’obtenir des images, voire des volumes,
en temps réel, ce qui facile I'intégration en salle opératoire pour le diagnostic et le suivi des

pathologies. Enfin, les systemes OCT peuvent aussi étre compacts et portables.

Ce projet consistait a développer un systéeme d’imagerie optique non invasif pour I’observation
des cordes vocales. Cet objectif a été réalisé en étapes afin de peaufiner le cahier des charges.
Premierement une validation ex vivo a été réalisée avant d’entreprendre la construction d’un
systeme adapté a l'imagerie intraopératoire des cordes vocales saines et pathologiques. Les

sous-sections suivantes synthétisent les travaux exécutés.

8.1.1 Expériences ex vivo

Dans un premier temps, I’évaluation du contraste optique des cordes vocales avec I'imagerie
OCT a été réalisée avec une étude ex vivo. Les études en histopathologie sur des spécimens ca-
davériques adultes ont révélé que la corde vocale est composée d’un épithélium, d’une couche

trilaminaire appelée lamina propria et d’'un muscle vocal. Sachant qu’il s’agit de I’étape ul-
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time de maturation, nous avons aussi validé 'OCT sur des modeles de développement a des
stades intermédiaires : les structures monocouche et bilaminaire sont représenté par des spé-
cimens foetaux et porcins respectivement. Ce choix est justifié par la quasi-non-disponibilité
des spécimens pédiatriques. L’ensemble des échantillons a été visualisé et analysé a ’'OCT
pour identifier des caracteres distinctifs lié au développement de cette microstructure. Les
comparaisons qualitatives entre 'OCT et I’histologie ont permis la construction d’un atlas
représentatif de chaque région du larynx, pour chaque type de spécimen. La variabilité des
spécimens foetaux est tres faible. Dans tous les cas, on remarque une lamina propria homo-
gene et dans quelques cas, une transition franche avec la couche musculaire. Dans le modele
porcin, I’épithélium uniforme est suivi d’une couche bilaminaire qui possede une variation
de l'intensité dans la couche superficielle de la lamina propria. Complétement a ’autre bout
du spectre, les spécimens adultes possedent une couche épithéliale plus épaisse et la région
superficielle de la lamina propria posséde une variation notoire du signal d’intensité. Cette
région pourrait étre caractéristique des changements encourus par les cordes vocales durant

le développement.

Une analyse quantitative des cordes vocales de chaque population a été réalisée a partir du
signal d’atténuation. L’analyse de 'atténuation du signal OCT peut étre révélatrice de ’ar-
rangement structurel et de la composition moléculaire. Chez les foetus, ce signal d’atténuation
suit une courbe exponentielle décroissante monotone. Par contre, chez les porcs, ot une struc-
ture bilaminaire est révélé par I’histologie, on remarque deux régions distinctes, mais dont
I’épaisseur peut variée entre spécimens. Les adultes ont par ailleurs trois régions distinctes
dont les transitions peuvent étre difficiles a identifier sur certains spécimen aussi bien a ’'OCT
qu’a I'histologie. Bien que les coefficients d’atténuation peuvent révéler les différences entre

ces spécimens, ils ne permettent pas d’indiquer ’origine moléculaire de ces changements.

Pour arriver a comprendre plus intimement la relation entre le contraste des images OCT et
la structure des cordes vocales, le contenu en collagene dans la corde vocale a été altéré. Des
cordes vocales de porc ont été injectées avec une enzyme qui détruit les fibres de collagene :
la collagénase. Les spécimens traités a la collagénase ont été comparés a différent moment
avec des spécimens controles. L’étude démontre clairement que le collagene contribue signi-
ficativement a l'atténuation du signal OCT. Des structures horizontales apparaissent apres
180 minutes d’exposition a la collagénase ce qui pourrait étre une indication des structures

fibrillaires de collagene espacées dans la lamina propria.

Bien que la méthode de contraste soit tres différente entre 1’histologie et ’OCT, une grande

correspondance structurelle est observée entre ces deux modalités. Ces résultats intéressants
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ont contribué a envisager des acquisitions in vivo. Bien que ce contexte soit plus contraignant,
il offre une analyse beaucoup plus réaliste puisque la déshydratation des spécimens peut

influer le contraste optique.

8.1.2 Systeme d’imagerie OCT intraopératoire

Dans le cadre de ce projet, nous avons concu un systeme d’imagerie OCT adapté a la clientele
pédiatrique. L’outil développé a une résolution, un champ de vue et une vitesse adéquate pour
répondre aux besoins cliniques. La longue cohérence et la grande vitesse du systéeme OCT
permettent des acquisitions volumétriques de la corde vocale gauche et droite en moins de
deux minutes en salle d’'opération. Le concept modulaire de la sonde permet d’interchanger
I'optique facilement pour un alignement optimal avec un effort minimal : un aspect essentiel
en clinique ou chaque seconde est cotiteuse. Les marques laser sur la sonde permettent au
chirurgien, de s’orienter plus facilement. La monture de rotation ajoute un degré de liberté
additionnel a la sonde. Elle permet d’ajuster le champ de vue a la région d’intérét de fagon
rapide et répétitive. Ce design permet, entre autres, de modifier la section transverse OCT,
sans, changer ’angle de balayage. Cette réalisation est importante et s’est avérée tres utile
pour naviguer a travers les structures du larynx. Enfin, le diametre de la sonde permet
d’imager la clientele pédiatrique a I'exception des nouveau-nées. Le systéme repose sur un

charriot médical stable et robuste aux vibrations.

L’approche itérative a été préconisée au cours de la conception du projet. Plusieurs proto-
types ont été construits et évalués. Malgré les simulations en laboratoire et les anticipations
des probléemes techniques, les premieres expériences cliniques peuvent étre surprenantes et
révelent rapidement les faiblesses du design proposé. Par exemple, bien qu'une solution de
stérilisation (autoclave) ait été proposée pour permettre une transmission maximum de la
lumiere, celle-ci a été rejetée par les équipes responsables de la stérilisation des instruments.
L’introduction de nouveaux instruments doit s’accompagner d’une procédure de nettoyage et
d’une formation solide avant leur utilisation en clinique. L utilisation d'une gaine protectrice
a usage unique s’est avérée une solution de stérilisation simple et flexible pour la réalisation

des expériences in vivo.
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8.1.3 Expériences in vivo

Tout comme dans les expériences ex vivo, plusieurs acquisitions in vivo ont été effectuées
a divers endroits dans le larynx afin de cartographier adéquatement les structures environ-
nantes a 'OCT. Les trois grands segments du larynx initialement imagés sont : la région

infraglottique, la vraie corde vocale et la fausse corde vocale.

Un protocole d’acquisition a été développé afin d’identifier systématiquement la méme région
anatomique entre différents patients. Il s’est avéré que les connaissances acquises a partir des
images ex vivo et de l'imagerie intraopératoire OCT ont facilité le repérage de la région

d’intérét.

Cette procédure d’acquisition a permis d’analyser les différences entre les cordes vocales de
deux groupes de population, soit une population de moins de 2 ans (n=10) et une population
dont 1'dge varie de 11 a 16 ans (n=10). L’imagerie intraopératoire de ces deux groupes a
révélé qu’il existe une différence significative dans la microstructure des cordes vocales. Cette
différence se situe surtout dans la partie supérieure de la lamina propria, une indication

probable de la région ou des changements structurels surviennent lors du développement.

A Paide de 'ensemble des cordes vocales saines observées, il est possible d’identifier et carac-
tériser plus facilement les cordes vocales pathologiques. Une étude sur I'imagerie OCT des
lésions laryngées bénignes a été réalisée. L’étude initiale regroupe 10 patients pédiatriques
avec des pathologies multiples : nodule bilatéral, kystes et une lésion causée par le virus du
papillome humain. Il a été démontré au cours de cette étude que 'information tridimension-
nelle permet d’identifier la forme et les frontieres des pathologies. De plus, elles exposent des
caractéristiques distinctives entre les pathologies bénignes qui pourraient superficiellement
étre similaires. Ces informations précises sur I'état sous-épithélial de la microstructure ana-
tomique pourraient influencer le diagnostics et permettre de minimiser la morbidité lors des

traitements.

8.2 Limites des études cliniques et améliorations futures

Les expériences in vivo ont permis d’observer des similitudes structurelles entre 'OCT et
I'histologie. Toutefois, une étude récente de notre groupe [Infusino et al. (2015)] expose la
difficulté des pathologistes expérimentés a évaluer, a I’aveugle, des coupes histologiques avec

une, deux ou trois couches dans la lamina propria. Les pathologistes exposés a des coupes
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histologiques faetales, porcines et adultes ont identifié avec une précision d’environ 50% 1’ap-
partenance des spécimens au bon groupe. Quoique cette disparité puisse étre occasionnée par
les artéfacts liés a I'histologie et au manque d’information sur la source des spécimens, ces
résultats soulignent que cette distinction n’est toujours triviale. Ces conclusions poussent a

chercher des alternatives pour caractériser la maturité de la lamina propria.

Bien que I'approche proposée permette d’éviter la biopsie et les artéfacts liés aux coupes histo-
logiques, une analyse seulement avec les coefficients d’atténuation relative n’est pas suffisante
pour décrire la distribution du collagene et d’élastine dans la corde vocale. D’autres méthodes
de contraste optique pourraient permettre de révéler des informations sur la composition de
la matrice extracellulaire de la lamina propria. Entre autres, la tomographie par cohérence
optique en polarisation pourrait permettre de détecter un changement dans l'organisation
dans les fibres de collagene en exploitant la biréfringence de ces fibres. L’OCT combiné avec
la microscopie par fluorescence pourrait étre aussi une piste intéressante pour la détection de

macromolécules autofluorescentes, telles que I’élastine, le collagene et le NAD(P)H.

Malheureusement, le nombre de cas accumulé limite les conclusions des études réalisées. Le
nombre de cas est insuffisant pour permettre d’obtenir une valeur significative sur la spécificité
et la sensibilité de 'outil proposée pour détecter les pathologies. De plus, bien qu’il existe
une différence morphologique selon le sexe du patient, le nombre limité de cas cliniques ne
permet pas de distinguer le sexe du patient dans les études. Un projet est en cours pour

augmenter a une centaine le nombre de patients pathologiques et sains.

Les expériences en salle opératoire permettent une véritable évaluation du systeme. C’est a ce
moment que les moindres petits défauts de conceptions sont amplifiés, comme des fibres op-
tiques encombrantes, I'intensité du laser de guidage trop faible et la robustesse en flexion des
lentilles GRIN. D’autres surprises imprévisibles imposent aussi une réévaluation du design
comme : l'ergonomie de la sonde, le nettoyage brusque de la sonde et les difficultés de po-
sitionnement. Ces difficultés ont été surmontées avec la révision des prototypes. Cependant,

d’autres améliorations seraient souhaitables.

Bien que la sonde intraopératoire réponde aux normes et permette de récolter des données
cliniques, elle pourrait bénéficier d’améliorations. Les jeunes patients requiérent souvent une
approche plus délicate pour atteindre la partie centrale des cordes vocales. Une miniaturi-
sation de la sonde serait un atout pour évaluer les patients de moins de 2 ans. Une sonde
rigide avec un diametre externe de moins de 1.7 mm serait suggérée pour atteindre ces struc-

tures. Il serait possible d’envisager une seconde sonde, cette fois flexible pour un acces par les
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voies nasales. Cette sonde pourrait étre utilisée en salle clinique et donner acces a une nou-
velle clientele. Pour y arriver, la sonde devra étre entierement fibrée et posséder un diametre

externe de 'ordre du millimeétre.

Le contraste des marques de positionnement gravées sur la sonde devient moins visible une
fois la gaine protectrice appliquée. Une gaine completement translucide pourrait permettre
d’améliorer la visibilité des marques. Cependant, apres quelques cas cliniques, la familiari-
sation avec l'outil rend ces marques beaucoup moins essentielles au repérage. Le chirurgien
traitant, trés conscient des micros mouvements appliqués et la longueur de 1'outil, se base da-
vantage sur les reperes anatomiques visibles. Toutefois, elles demeurent utiles a la calibration

ou lors de I'alignement optique.

Le temps d’acquisition est présentement acceptable pour un balayage de la région centrale
de la corde vocale. Cependant, un balayage rotatif pourrait permettre d’acquérir les deux
cordes vocales simultanément et certaine structure sous glottique pour l'identification des
sténoses sous glottique. Ce mécanisme de balayage permettrait de réduire de moitié le temps
d’acquisition. Des micromoteurs ont été achetés a cette fin et des étapes préliminaires ont

été amorcées pour permettre de caractériser et valider leur utilisation en clinique.

La vitesse des sources OCT est en constante croissance. Une source de 'ordre du MHz
permettrait non seulement de raccourcir le temps d’acquisition, mais permettrait également
d’obtenir en salle d’opération un rendu 3D en temps réel. Cette possibilité ouvre la porte a
une panoplie d’applications potentielles pour ’assistance chirurgicale des cordes vocales. Ce
changement implique toutefois de faire approuver a nouveau le systeme par le département

de génie biomédical de ’hopital.

Le transport du charriot entre le laboratoire et les salles de chirurgie peut provoquer des
vibrations majeures sur le montage opto-mécanique. Ces vibrations a long terme peuvent
provoquer une instabilité de la source et du bras de référence. Pour y remédier, une plaque
d’aluminium d’un centimetre a été combinée avec des pieces de caoutchouc pour absorber
les vibrations sur le bras de référence. La source est quant a elle réajustée au besoin. Pour
I'instant, cet ajustement est exécuté lorsque la qualité des images décroit. Il serait intéressant

d’ajouter des périodes de maintenance prévues au calendrier pour garder le montage optimal.

Le design a été réalisé pour permettre une utilisation du systeme aussi bien dans un envi-
ronnement in vivo qu’ex vivo. La conception de deux bras de référence et des fibres attitrées

a chacune des configurations permet ainsi de minimiser les opérations entre les deux modes
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d’acquisition. Malgré tout, le passage d’une configuration a une autre peut causer des fluctua-
tions dans la puissance de la source, principalement occasionné par la fragilité des connexions
fibrées. D’autant plus que le laser utilisé pour 'imagerie OCT ne possede pas de mécanisme

de rétroaction pour identifier la puissance envoyée a 1’échantillon.

La manipulation de l'instrument est exécutées manuellement. 11 se peut que quelques cen-
taines de microns séparent la région d’intérét sur deux acquisitions successives. Une méthode
de repérage tridimensionnelle de l'instrument serait un atout pour valider la précision a
laquelle I'outil est en mesure d’étre placé sur la méme région d’intérét. Par exemple, des

marqueurs réflectifs actifs ou passifs pourraient étre utilisés dans ce contexte.

La qualité de I'image pourrait étre également améliorée avec quelques modifications au de-
sign. L’utilisation d’une gaine de protection stérile FEP, transparente a l'infrarouge, est une
option intéressante, mais celle-ci doit encore étre approuvée par des organismes réglemen-
taires qui régissent I'emploi des matériaux dans les institutions de santé (Food and Drug
Administration, Santé Canada). De plus, submerger la pointe de la sonde avec une huile bio-
compatible pourrait significativement réduire les artéfacts produits par 'interface air-miroir.
Cette modification aurait pour effet de permettre une plus grande transmission dans les

tissus.

Bien que la plateforme réalisée soit opérationnelle, comme tout logiciel, des fonctionnalités
pourraient étre ajoutées. Pour l'instant, deux plateformes logicielles sont utilisées dans le
cadre de 'acquisition et I'analyse des données. Un regroupement des plateformes permet-
trait une rétroaction immédiate en salle d’opération. L’ajout d’outils pour une segmentation
automatique des structures et la caractérisation des coefficients d’atténuation en temps réel
pourrait contribuer a améliorer le diagnostic. La gestion des données tridimensionnelle reste
un défi logistique a surmonter. Plusieurs giga-octets sont nécessaires pour une seule acquisi-
tion. Ces données doivent étre manipulées, transférées et sauvegardées pour référence future,
ce qui impose d’optimiser la structure de stockage. Enfin, pour I'instant, les données spéci-
fiques liées au patient, longueur des cordes vocales, age, sexe et photos endoscopiques sont
manuellement transférés du PACS (de I'anglais, pour « Picture Archiving and Communica-
tion System ») vers une plateforme logicielle locale. Il serait intéressant d’automatiser un

transfert des données anonymisées entre les deux bases de données.

Le contraste des images OCT est le résultat des variations de 'index de réfraction dans le
tissu, ce qui est completement différent de I’histologie, ou un colorant est appliqué pour un

rehaussement de certaines structures spécifiques. Par conséquent, l'interprétation des images
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peut étre difficile a réaliser. Par exemple, la présence du bruit tavelure peut étre confondu
avec ’apparition de microstructure et ’orientation des fibres de collagene peut générer des ar-
téfacts dans les images OCT liés aux effets de polarisation. Ces défis pourront étre surmontés

avec I'expérience et le nombre de cas évalués.

Bien que la sonde soit légerement en contact avec la corde vocale lors des acquisitions,
il se peut que celle-ci provoque un changement non seulement dans 1’épaisseur des tissus
imagés, mais également sur le contraste des images OCT. Il serait intéressant d’une part de
quantifier cet impact, a 'aide d’étude biomécaniques, et d’autre part de relier les changements

biomécaniques au changement d’intensité ou du patron de bruit de tavelure dans les images
OCT.

Le systéme clinique OCT développé permet d’obtenir, a partir d’acquisitions tridimension-
nelles, des informations supplémentaires sur 1’état des cordes vocales. Cependant, la réalisa-
tion d’études sur un plus grand bassin de population pédiatrique pourrait permettre d’établir

un modele plus complet du développement des couches vocales.

A la lumiére des résultats obtenus, un systéme d’imagerie OCT clinique révéle un potentiel
énorme pour le diagnostic des pathologies pédiatriques ou pour le suivi de la maturité de
la lamina propria. Bien qu’il soit possible avec I'imagerie OCT de visualiser 'entiere pro-
fondeur de la lamina propria, il demeure impossible, avec ce mode d’imagerie, d’obtenir un
contraste moléculaire. Une distinction moléculaire des structures superficielles de la lamina
propria pourrait s’avérer tres utile pour le diagnostic de plusieurs pathologies étant donné
que celles-ci prennent naissance sous la membrane basale & moins d’'une centaine de microns
de profondeur dans la corde vocale. La combinaison de 'imagerie hyperspectrale et 'OCT en
un seul endoscope pourrait permettre de capturer en trois dimensions le contraste structurel
et moléculaire en temps réel. L’addition de la modalité hyperspectrale permettrait de diffé-
rencier plus précisément le contenu moléculaire des pathologies laryngées et 1’état superficiel
de la lamina propria. La microendoscopie non linéaire pourrait également s’avérer une option
intéressante. Une piste pour son intégration clinique est fournie en annexe (A). Enfin, un
endoscope multimodal consiste en une perspective intéressante pour la suite du projet. Il
permettrait d’approfondir les connaissances acquises sur la relation biomécanique de la corde

vocale et 1’état de la lamina propria.
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ANNEXE A MICROENDOSCOPIE NON LINEAIRE DES CORDES
VOCALES

La microscopie non linéaire permet d’obtenir un contraste intrinseque du collagene et de
I'élastine sans l'ajout de fluorophore exogenes [Miri et al. (2012)]. Ces macromolécules pré-
sentent dans la matrice extracellulaire sont un indicateur de 1’état de maturité de la corde
vocale [Hirano (1975)]. Bien que les microscopes de table soient présents depuis quelques
années dans les laboratoires de biologie, de neurologie et d’oncologie, cette technique d’ima-
gerie est encore limitée au contexte ex vivo. De récents développements en fibres optiques
[Lemire-Renaud et al. (2011); Madore et al. (2014); De Montigny et al. (2014)] permettent
d’envisager une intégration de la microscopie non linéaire en milieu clinique. Notamment, de
nouveaux coupleurs en fibre optique a double gaine (DCFC, de I’anglais pour « Double Clad
Fiber Coupler » permettent une efficacité d’excitation et de collection inégalée. Les sections
suivantes décrivent, d’'une part, un montage non linéaire pour ’observation des cordes vo-
cales, et, d’autre part, une proposition visant a jumeler la microscopie non linéaire et ’'OCT

dans une méme sonde endoscopique.

Imagerie non linéaire des cordes vocales

Un microscope de table non linéaire a été développé et assemblé au laboratoire d’optique et
diagnostique de I’Ecole Polytechnique. Il permet d’extraire la fluorescence & deux photons et

la génération de seconde harmonique simultanément. Le montage est représenté a la Figure
Al
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Figure A.1 Schéma d’un microscope optique non linéaire développé pour la visualisation des
cordes vocales. S : spectrometre; CSP : cube séparateur de polarisation; Galvo : galvano-
metres ; DF @ diviseur de faisceau; M : miroir ; OB : obturateur ; MP : moniteur de puissance ;
LD : lame dichroique ; PMT : photomultiplicateur ; PM : platine motorisée ; PA : photodiode
avalanche ; L1-L2 : Lentilles d'un systeme afocale.

Un laser femtoseconde Titane :Saphire (FemtoRose 10, Hongrie, Budapest) d’une longueur
d’onde centrale \. = 800 wm et de largeur spectrale 0\ = 80 wm avec une puissance de sortie
de 300 mW est utilisé pour imager les cordes vocales ex vivo. Une lame demi-onde permet
de controler la puissance envoyée a 1’échantillon. Cette puissance est calibrée a la sortie de
I'objectif & 10 mW. Le déplacement de I'objectif (UMPLFLN 20XW, 0.5 NA, immersion &
I'eau, Olympus, Japon) permet d’ajuster la distance focale a 1’échantillon, une platine de
translation motorisée est utilisée a cette fin (M-111, Physik instumente, Allemagne). Deux
galvanometres (6215H, Cambridge Technology, Etats—Unis) sont utilisés pour permettre de

balayer I’échantillon spatialement en X et Y pour former une image (512 x 512 pixels). Chaque
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image correspond a une superficie de 250 um par 250 um. Un espace de recouvrement entre
deux images successives permet d’assurer une continuée et un recalage adéquat. La vitesse de
pointe des galvanometres est de 2 kHz, ce qui permet d’acquérir 4 images par seconde. Une
platine de translation motorisée (MAX202, Thorlabs, New Jersey, EtatS—UniS) permet de dé-
placer ’échantillon dans les axes X et Y permettant ainsi d’atteindre une grande surface, de
I'ordre quelques centimetres. Le systeme d’imagerie non linéaire est assemblé en mode d’épi-
illumination, c’est-a-dire qu'un seul objectif est utilisé pour I'illumination et la détection des
photons. Les photons détectés sont redirrigés par des lames dichroiques (filtres en longueur
d’onde) pour séparer adéquatement les signaux d’auto fluorescence (F2P) et de diffusion
(SHG). Le signal confocal est également recueilli, cependant en amont des galvanometres
pour maintenir la colocalisation des faisceaux (illumination-détection). Chacune des modali-
tés possede son détecteur respectif (PMT, Hamamatsu Photonics, Japon). La numérisation
des signaux provenant des détecteurs est réalisée par une carte d’acquisition (PCI-6115, Na-
tional Instrument, Etats—Unis) intégrée a un ordinateur. Un logiciel réalisé pour les besoins
de I'imagerie des cordes vocales permet de controler les parameétres d’acquisition (exposition
laser, puissance, déplacement des platines de translation...etc.). Quelques lamelles histolo-
giques de cordes vocales ont été analysées avec le microscope non linéaire. Une acquisition

complete de I'échantillon de la corde vocale prend 40 minutes a compléter.

L’imagerie confocale, 'autofluorescence a deux photons et la génération de seconde harmo-
nique sont utilisées pour caractériser la microstructure de la corde vocale. La représentation
typique d’une corde vocale d’un spécimen porcin est illustrée a la Figure A.2. La couche
épithéliale (E) est clairement différenciable de la lamina propria (LP). Tel qu’indiqué par
les fleches, 1’épithélium est visible en confocal et fluorescence a deux photons (F2P), mais
invisible en génération de seconde harmonique (GSH) étant donné I'absence de collagene et
de structures fibrillaires. Le grossissement de la région d’intérét, illustré a la Figure A.3 per-
met d’identifier une fine couche de collagene, tout juste apres la couche épithéliale. Elle est
particulierement visible en F2P. Le contraste afficher en confocal et en F2P, est cependant
différent tel qu’indiqué par les fleches (A). La réponse optique des noyaux est sombre en deux

photons contrairement a 'imagerie confocale.
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Confocal

200 pm

Figure A.2 Section d'une corde vocale d'un spécimen porcin imagé avec le microscope non
linéaire. Des images confocale, GSH, et F2P sont acquises simultanément pour former une
image composite. Le bleu, le rouge et le vert représente, respectivement, les signaux confo-
caux, GSH et F2P. Les fleches indiquent sur chacune des modalités la couche épithéliale.
La coupe histologique correspondante illustre la différence de contraste entre les modalités
optiques et la coloration H&E. Adapté et tirée de [Strupler et al. (2016)]
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Confocal

Figure A.3 Grossissement de la section d’une corde vocale d'un spécimen porcin représenté
a la Figure A.2. Les fleches A indiquent la différente réponse optique de la couche épithéliale
selon la modalité optique utilisée. Tirée et adaptée de [Strupler et al. (2016)]
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Cette technique d’imagerie a l'avantage de fournir une information moléculaire de fagon
intrinseque, une information manquante en OCT. Toutefois, la profondeur de pénétration
limitée de ce type d’imagerie balistique ne permet pas d’imager toute la lamina propria.
Une imagerie combinée permettrait de joindre les deux forces de ces techniques. La section

suivante propose une piste pour la conception d’un tel instrument intraopératoire.

Endomicroscopie multimodale

Il s’agit ici d’adapter le systeme décrit a la section précédente a un environnement clinique.
La Figure A.4 représente un montage qui permettrait d’acquérir simultanément les signaux
d’imagerie non linéaire et de tomographie par cohérence optique. La source du systéeme non
linéaire et du systeme OCT sont jumelés a la sonde endoscopique par le biais d’une lame
dichroique (LD). L’émission et la collection des signaux non linéaire est réalisé avec un cou-
pleur DCFC. Le signal d’excitation est acheminé par le coeur de la fibre a partir du port 3 au
port 1 du coupleur DCFC. Le signal de fluorescence est collecté par la gaine interne du port 1
et est acheminé efficacement au détecteur par le biais du port 2 du coupleur. Le signal OCT
de retour demeure dans le coeur de la fibre et est récupéré par un circulateur. Une sonde a
balayage rotatif distal avec un micromoteur est suggérée pour acquérir des images radiales

rapidement du larynx.

Dans cette premiere version, seule la fluorescence a deux photons serait collectée. Toutefois,
ultimement un deuxieme photomultiplicateur pourrait étre ajouté pour permettre de collecter

la génération de seconde harmonique.
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Figure A.4 Schéma d’un microscope multimodal non linéaire et OCT développé pour la
visualisation des cordes vocales in vivo. Un coupleur a double gaine et une sonde rotative a
micromoteur sont utilisés pour acheminer le faisceau aux cordes vocales. S : spectrometre ;
CSP : cube séparateur de polarisation; CD : compensateur a dispersion; DF : diviseur de
faisceau ; M : miroir; OB : obturateur ; MP : moniteur de puissance; LD : lame dichroique;
PMT : photomultiplicateur; PM : platine motorisée; PA : photodiode avalanche; L1-L2 :
Lentilles d’un systeéme afocale; DCFC : « Double Clad Fiber Coupler »; P1-P4 : Port de
sortie du coupleur a double gaine.

Discussion

La microscopie non linéaire est un outil tres puissant pour explorer la corde vocale. Elle
permet d’identifier les macromolécules (collagene et élastine) avec une excellente résolution
sans aucune modification au tissu. Toutefois, elle possede un taux de pénétration plus faible
que 'OCT. La microscopie non linéaire peut imager jusqu’a 350 pm de profondeur, ce qui
est insuffisant pour observer ’entiere lamina propria. Toutefois, elle peut s’avérer étre un
complément intéressant a lI'imagerie OCT pour l'observation de I'épithélium et la région
superficielle de la lamina propria a haute résolution. Le montage multimodal proposé pourrait

permettre d’intégrer ces deux modalités au sein d’un seul instrument clinique.
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ANNEXE B PROTOCOLE

Cette section décrit le protocole clinique et les étapes a suivre pour ’évaluation adéquate des

cordes vocales avec le systeme OCT.

Protocole clinique

Les patients sont maintenus en suspension pendant I'intervention. Cette configuration permet
a la sonde d’imagerie d’étre introduit par le biais d'un laryngoscope pour assurer une stabilité.
La sonde est insérée et placée légerement en contact avec la partie inférieure de la corde
vocale. Des images OCT en temps réel sont acquises pendant que la sonde est déplacée
supérieurement vers le pli de la corde vocale : région d’intérét. Une fois la région d’intérét
identifiée, une acquisition 3D est effectuée et la sonde est retirée de la cavité buccale. Les

images obtenues sont stockées numériquement pour consultation ultérieure.

Critere d’inclusion

Enfant 4gé de 1 mois a 18 ans subissant une laryngoscopie ou bronchoscopie pour I’évaluation

des voies aériennes avec anesthésie générale.

Critére d’exclusion

Des enfants qui ont déja été intubés ou des enfants fumeurs. Les autres criteres d’exclusions

sont a la discrétion du chirurgien traitant.

Protocole d’acquisition en salle opératoire

— 1. S’assurer que le consentement éclairé des parents et patients est obtenu daté et
signé.

— 2. Alimenter le charriot OCT,

— 3. Démarrer le systeme OCT,

— 4. Allumer le laser de guidage,
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5. Allumer la source,

6. Démarrer une acquisition 2D,

7. Tester et valider I'image sur son doigt,

8. Vérifier la puissance a la pointe de la sonde,

9. Fermer la source OCT,

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Nettoyage de la sonde avec 1’alcool,

Application de gaine de stérile sur la sonde,

Remettre la sonde au chirurgien,

Une fois la sonde dans la cavité buccale, allumer la source,

Suivre sur les images OCT la transition entre I'espace sous glottique et la glotte,
Une fois la région d’'intérét identifiée, démarrer ’acquisition 3D,

Répéter 13-14, pour corde vocale gauche.

Fermer la source,

Collecter les données complémentaires (dge, sexe, longueur des cordes vocales).
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ANNEXE C COMPLEMENT OCT

Les grands joueurs en OCT

La tomographie par cohérence optique connait un ressort important dans le domaine de
I'imagerie médicale. Un bon nombre d’entreprises sont présentes. A ce jour plus d’une cin-
quante de compagnies sont recensé 2016). Voici la liste des entreprises (tiré de http://

opticalcoherencetomography.net) :

Agfa Healthcare, Alazartech, Avinger, Axsun, Bausch+Lomb/Technolas Perfect Vision, Leica
Bioptigen, Convai Medical/Colibri, Compact Imaging, Corning, CyLite Optics, Dermalu-
mics, Diagnostic Photonics, Exalos, Gooch & Housego, Haag-Streit, Heidelberg Engineering,
Imalux, Innoluce, Insight Photonics, LLTech, Mabri.Vision, MedLumics, Michelson Diagnos-
tics, MicroTech, Shenzhen Moptim Imaging Technology, NinePoint Medical, NKT Photonics,
Novacam, OCT Medical Imaging, OFS/Furukawa, OPMedT, Optores, Optos, Optovue, Per-
imeter Medical, PhotoniCare, Physical Sciences Incorporated, Praevium, Santec, Schwind
Eye-Tech Solutions, Sensors Unlimited/United Technologies Corporation, St. Jude Medi-
cal, Superlum, Terumo, Thorlabs, Tomey, Tomophase, Topcon, Tornado Spectral Systems,
Unnamed Company, Unnamed Company, Voxeleron, Wasatch Photonics, WiO Technology
Limited, Carl Zeiss Meditec.


http://opticalcoherencetomography.net
http://opticalcoherencetomography.net
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