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RÉSUMÉ

Les cordes vocales sont deux replis de tissus logés dans le larynx et essentiels à la phona-

tion. Malgré l’apparente simplicité de leur principe de fonctionnement, leur structure interne

est complexe. Chaque corde est composée de différentes couches de tissus aux propriétés

mécaniques variables. La technique de référence pour les étudier, l’histologie, présente l’in-

convénient d’être très invasive.

La microscopie non-linéaire est une technique d’imagerie optique qui permet d’imager des

échantillons en profondeur de manière non-invasive. De plus, elle offre des modes de contraste

qui sont intéressants pour visualiser des protéines fibreuses, l’élastine et le collagène, en partie

responsables des propriétés mécaniques des tissus épithéliaux.

Ce projet de recherche s’intéresse à évaluer la capacité de la microscopie non-linéaire

à fournir des performances similaires à l’histologie dans le cadre de l’imagerie des cordes

vocales.

L’objectif principal est de développer un microscope non-linéaire pour évaluer la capacité

de ce type d’imagerie à observer des cordes vocales. La démarche choisie est de faire dans

un premier temps des images de coupes fines de cordes vocales pour les comparer à une

technique de référence, l’histologie. Dans un second temps, des tests visant à transcrire les

résultats obtenus dans le cadre de l’imagerie in vivo ont été effectués.

Un système d’imagerie non-linéaire multimodal a été conçu spécifiquement pour permettre

les expériences réalisées pendant ce projet. Il a en particulier été équipé pour prendre des

images à grand champ de coupes de cordes vocales. Pour ce faire, il a fallu de créer un

programme de contrôle du microscope, et un autre de traitement des images obtenues. Après

avoir été assemblé, le système a été testé pour vérifier que ses performances s’approchent des

limites théoriques définies dans la littérature.

Des coupes fines de cordes vocales ont été obtenues auprès de l’équipe du Pr. Chris-

topher J. Hartnick du Massachusetts Eye and Ear Infirmary, Harvard Medical School. Les

spécialistes de cette équipe ont analysé les images histologiques pour extraire de l’information

structurelle sur les cordes vocales. Une corrélation a été obtenue entre ces informations et les

analyses faites sur les images non-linéaires des mêmes échantillons.

Une première étape pour évaluer la possibilité de transcrire ces résultats vers l’imagerie

in vivo a été réalisée durant ce projet. Un larynx de porc a été obtenu et les cordes vocales

en ont été extraites pour faire des images. Cette expérience a montré qu’il est possible de

localiser les différentes macrostructures des cordes vocales avec la microscopie non-linéaire.
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ABSTRACT

The vocal cords are two folds of epithelial tissues located in the larynx and are involved

in production of the human voice. Despite their apparent simplicity, their internal structure

is complex. Each fold can be divided into several layers with different mechanical properties.

The gold standard for studying their structure – histology – has the inconvenience of being

very invasive.

Non-linear microscopy is an optical imaging technique which allows images to be taken

in depth within samples in a non invasive manner. It also offers intrinsic contrasts, allowing

the identification of certain fibrous proteins – elastin and collagen – which are responsible

for the mechanical properties of epithelious tissues.

The main goal of this research project was to assess nonlinear microscopy’s performances

for vocal fold imaging. The study has been broken down in two separate tasks. The first one

was to evaluate the nonlinear modalities contrast against histology. For that purpose, we

chose to first take images of thin samples and compare them to the corresponding histological

slides. The second task was to make tests to transcribe the results obtained to in vivo

imaging.

A custom-built nonlinear imaging system was used for these experiments. It was de-

velopped to allow acquisition of wide-field images. A C++ based software was developped

to control the microscope and allow treatment and visualization of the images. After be-

ing built, the system was further tested to check its performances in comparison with the

theoretical limit as described in the literature.

Thin slices of vocal folds were obtained from the team of Pr Christopher J. Hartnick from

Massachusetts Eye and Ear Infirmary, Harvard Medical School. Specialists from his team

analysed the histological samples to extract structural data from the vocal folds. A good

correlation was measured between histological and nonlinear data.

A first step in evaluating the possibility for translating these results towards in vivo

imaging was performed during this project. A swine’s larynx was obtained, and vocal folds

were extracted for imaging purposes. This experiment showed that it is indeed possible to

localize various macrostructures of the tissues with nonlinear microscopy.
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LISTE DES SIGLES ET ABRÉVIATIONS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . xiv

Chapitre 1 INTRODUCTION . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
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Figure 2.3 Schéma de principe de la microscopie optique à grand champ. L’œil nu
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des deux galvanomètres en fonction du temps. . . . . . . . . . . . . . 26

Figure 3.5 Retour de l’axe rapide du balayage unidirectionnel. On ne garde les

points acquis qu’entre t0 et t1. L’opérateur contrôle le ratio t2−t1
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échantillons de cordes vocales. Les flèches indiquent la position des
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Chapitre 1

INTRODUCTION

Mathematics began to seem too much like puzzle solving.

Physics is puzzle solving, too, but of puzzles created by

nature, not by the mind of man.

Maria Goeppert-Mayer

Les cordes vocales contribuent à la phonation dans le corps humain. Il s’agit de deux

replis de chair logés dans le larynx à la hauteur de la pomme d’Adam. Ils sont écartées

pendant la respiration pour laisser passer l’air et se rapprochent pendant la phonation pour

entrer en vibration. De cette manière, ils amorcent des ondes sonores qui sont amplifiées par

les cavitées nasales et bucales avant d’être expulsées.

Malgré son apparente simplicité, le fonctionnement des cordes vocales repose sur une

structure laminaire complexe. Des études ont décrit les différentes couches qui composent cet

organe et leurs propriétés mécaniques respectives. La structure des cordes vocales varie en

fonction d’un grand nombre de facteurs comme l’âge ou le sexe. Sachant que dépendament

de leur composition, les opérations possibles sur les cordes vocales d’un patient varient, la

compréhension de la structure de ce tissu est très importante pour les cliniciens. Cependant,

aucune technique n’existe à l’heure actuelle pour l’observer in vivo, et son développement en

fonction de l’âge est mal compris à l’heure actuelle.

La microscopie non-linéaire, utilisée pour la première fois par Denk et al. (1990), est une

technique optique qui permet de faire des images en trois dimensions avec une résolution

de l’ordre du micromètre. Sa profondeur de pénération varie en fonction de l’échantillon

étudié, et s’étend jusqu’à 1 mm dans les tissus biologiques (Theer et al. (2003)). Par rapport

aux techniques de microscopie optique classiques, elle offre des modes de contraste différents

qui permettent d’observer des molécules spécifiques sans utiliser de colorants externes. C’est

pourquoi elle se présente comme une technique intéressante pour imager les cordes vocales.

Ce projet amorce l’évaluation de l’utilisation clinique de la microscopie non-linéaire pour

imager les cordes vocales in vivo. Son point de départ est une technique d’imagerie des

tissus biologiques, l’histologie, qui est actuellement utilisée comme référence pour imager

les structures internes des cordes vocales. Un microscope non-linéaire est conçu et assemblé

au laboratoire d’optique diagnostique et d’imagerie de l’École Polytechnique de Montréal

(LODI) pour répondre aux besoins spécifiques de l’imagerie des échantillons de cordes vocales
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utilisés pour l’histologie. Ce même système est ensuite utilisé pour faire des images de cordes

vocales entières, et ainsi s’approcher des conditions d’imagerie in vivo.

Au début du chapitre deux, on trouve une revue des connaissances portant sur les cordes

vocales et sur leur structure interne. Les modèles issus des études présentées sont utilisés

comme références pour l’ensemble de ce projet. Dans un second temps, les techniques d’ima-

gerie médicale qui sont utilisées pour observer les cordes vocales sont abordées. Cette partie

permet de comprendre leur complémentarité, et les raisons pour lesquelles la microscopie

non-linéaire pourrait remplir un vide pour l’imagerie des cordes vocales.

Le troisième chapitre présente le système d’imagerie développé pour ce projet de re-

cherche. Le microscope est présenté au complet dans un premier temps pour en donner au

lecteur une vue d’ensemble. Dans une deuxième section, les choix des différents composants

sont justifiés et les alternatives de conception possibles sont abordées. Enfin, une troisième

section présente les cahiers des charges et l’implémentation des logiciels développés pour

contrôler le microscope et fournir des outils pour observer les images résultantes.

Une description de tous les spécimens étudiés pendant ce projet est donnée au chapitre

quatre, ainsi que leur protocole de préparation et d’imagerie. On trouve aussi les paramètres

qui ont été fixés pour le microscope pendant les sessions d’imagerie.

Le chapitre cinq présente les résultats obtenus pendant ce projet. Les performances du

système d’imagerie conçu pendant le projet sont mesurées dans un premier temps pour

vérifier son bon fonctionnement. Ensuite, les images obtenues des différents spécimens sont

analysées pour obtenir des informations quant à l’efficacité de la microscopie non-linéaire

pour l’imagerie des cordes vocales.

Le dernier chapitre rassemble une synthèse des travaux effectués pendant ce projet,

une description des limites de la technique proposée pour observer les cordes vocales et

les améliorations qui sont possibles pour permettre l’imagerie in vivo.
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Chapitre 2

REVUE DE LITTÉRATURE

It is important to realize that in physics today, we have no

knowledge of what energy is.

Richard Feynman

Dans ce chapitre, on présente dans un premier temps l’état des connaissances sur la

structure des cordes vocales. Les techniques d’imagerie qui permettent de les observer sont

ensuite présentées. A la lumière de ces connaissances, on présente enfin les propositions de

recherches sur lesquelles ce projet ce base.

2.1 La corde vocale

Les cordes vocales sont des replis des membranes du larynx qui servent à la phonation.

Elles se divisent de deux paires, les fausses et les vraies cordes vocales, maintenues en ten-

sion dans le sens dorso-ventral et séparées par le ventricule. La figure 2.1 présente une vue

schématique en coupe coronale de ces structures du larynx. Les vraies cordes, seules respon-

sables de la production de sons, se distinguent des fausses par leur structure interne, et par

les muscles vocaux qui les sous-tendent.

Figure 2.1 Vue dorsale schématique du larynx présentant les cordes vocales.

Les cordes vocales ont été décrites très tôt comme une structure non-homogène, en par-
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ticulier par Ferrein (1741) dans le livre De la formation de la voix de l’homme. Un modèle

largement accepté pour les décrire a été proposé plus tard par Hirano (1975). Dans son ar-

ticle, ce dernier propose que les cordes vocales devraient au minimum être décrites comme une

structure à deux couches. Sa description la plus détaillée différentie l’épithélium en surface

et le muscle vocal en profondeur, ainsi qu’une couche intermédiaire, la lamina propria. Cette

dernière est subdivisée en plusieurs sous-couches dépendamment de leur composition. Hirano

(1977) a énoncé que les adultes possèdent trois sous-couches ; la lamina propria supérieure qui

se caractérise par l’absence de protéines fibreuses, la lamina propria médiane où l’élastine 1

est abondante et la lamina propria profonde qui contient beaucoup plus de collagène 2. Pour

introduire la question de l’évolution en fonction de l’âge, Sato et al. (2001) ont fait une étude

sur la structure des cordes vocales des nouveau-nés. Ils ont montré que chez cette population,

la lamina propria n’est pas encore divisée en plusieurs sous-couches. Kurita et al. (1983) ont

proposé des modèles pour différents animaux. En particulier, leur modèle pour le porc divise

la lamina propria en une couche supérieure plutôt pauvre en élastine et en collagène, et une

couche profonde encore plus pauvre en élastine mais fournie en collagène.

Figure 2.2 La structure des cordes vocales telles que décrite par Hirano (1975).

En général, pour étudier la structure des cordes vocales, il est nécessaire d’obtenir des

biopsies 3 des tissus d’intérêt. Cette opération n’est pas bénigne, on comprend donc que

1. Protéine fibreuse structurelle. Tire son nom de ses propriétés élastiques.
2. Famille de protéines fibrillaires qui donnent aux tissus une résistance à l’étirement.
3. Prélèvement d’un fragment de tissu ou d’organe pour l’examen au microscope.
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le nombre de cas observables ne permette pas de percevoir des tendances particulières à

certaines populations spécifiques de sexe ou d’âge donné.

Une compréhension plus fine de la structure des cordes vocales et en particulier de son

évolution avec l’âge semble importante pour diverses raisons. Selon Hartnick et al. (2005), il

semble qu’il soit possible de prévoir l’apparition de maladies dans le tissu en observant ses

stades de croissance. D’autre part, il serait possible de déterminer à l’avance les mécanismes

de cicatrisation en cas de blessures ou de chirurgies.

2.2 Imagerie médicale appliquée aux cordes vocales

Parmi la multitude de modalités d’imagerie médicale utilisées actuellement par les clini-

ciens ou encore au stade de recherche, nous portons notre intérêt dans les prochains para-

graphes sur celles qui se montrent intéressantes pour l’imagerie des cordes vocales.

Modalités classiques Parmi les techniques de laryngoscopie couramment utilisées, on

note l’observation par miroir laryngien, télescope laryngien et nasopharyngolaryngoscope

flexible (Hawke (1997)). Le miroir laryngien est un simple réflecteur monté sur une tige,

alors que les deux autres techniques emploient un endoscope 4 pour observer le larynx. Ils

peuvent être munis de caméras pour remplacer l’œil du praticien. Ces appareils permettent

d’observer la surface des cordes vocales pour détecter des anomalies, mais pas de discerner

leur structure interne. Elles tombent donc en dehors du champ d’étude de ce projet.

Échographie Le principe de l’échographie consiste à mesurer les réflexions d’une onde

acoustique à haute fréquence envoyée par un transducteur. Dans une certaine limite d’in-

tensité, cette technique est sans danger pour les patients. En fonction de la fréquence de

l’onde sonore envoyée, le compromis entre profondeur de pénétration et résolution change.

Les plus basses fréquences de quelques mégahertz sont utilisées pour observer les structures

en profondeur dans le corps humain. A l’inverse, Dedecjus et al. (2010) et Huang et al. (2007)

ont utilisé un appareil à haute résolution (47 MHz) pour observer les cordes vocales. Leur

résultats montrent que cette technique est capable de mettre en évidence des dysfonctionne-

ments macroscopiques. Cependant, il n’est pas possible de distinguer les trois sous-couches de

la lamina propria avec l’échographie car la résolution est trop faible (de l’ordre de 100 µm).

4. Tube optique muni d’un dispositif d’éclairage, destiné à être introduit dans une cavité du corps humain
pour l’examiner (Dictionnaire Larousse)
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Tomographie par cohérence optique (OCT) De la même manière que l’échographie

utilise des ondes sonores pour sonder les tissus, l’OCT utilise des ondes lumineuses. Cette

technique se base sur un principe d’interférence pour mesurer le trajet optique de la lumière

réfléchie par les tissus. On retrouve ici le compromis entre profondeur de pénétration et

résolution, mais à une échelle beaucoup plus fine. Les images obtenues par cette technique

ont un bon rapport signal sur bruit jusqu’à quelques millimètres de profondeur avec une

résolution de l’ordre de 10 µm. Le signal obtenu est modulé par la réflectivité des tissus dans

le volume focal du système. Les images qui en résultent sont donc des représentations des

variations d’indice de réfraction dans l’échantillon. Cette technique à déjà été utilisée par

Boudoux et al. (2009b) pour observer les cordes vocales, et a été comparée avec d’autres

techniques d’imagerie optique. Il n’a pas encore été montré qu’il est possible avec l’OCT de

différentier les différentes sous-couches de la lamina propria, mais des études sont en cours

en ce sens (Maturo et al. (2012)).

Microscopie confocale La microscopie confocale a été développée en 1955 par Minsky.

Elle se présente alors comme une puissante alternative à la microscopie optique à grand

champ. Cette dernière technique consiste à illuminer une grande zone de l’échantillon à

observer, et à faire l’image d’une fraction de cette surface sur une camera ou la rétine de

l’expérimentateur (figure 2.3).

CCD

ObjectifÉchantillonSource Capteur

Image du capteur sur l’échantillon

Figure 2.3 Schéma de principe de la microscopie optique à grand champ. L’œil nu remplace
souvent la caméra illustrée ici.

Parmi les inconvénients de la microscopie à grand champ, on note que l’échantillon doit

être suffisamment fin pour que son taux de transmission de la lumière soit élevé. D’autre

part, même si chaque point du détecteur reçoit en priorité les photons issus de son image par
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le système optique dans l’échantillon, de la lumière diffuse provenant d’autres endroits lui

arrive également. Le rapport signal sur bruit des images produites par ce type de microscope

est donc diminué par des photons “parasites”, étant donnée la nature turbide des tissus

biologiques. Enfin, la limite ultime de résolution latérale 5 de ce microscope est fixée par

la fonction de transfert du système optique de collection. On ne reprend pas ici le calcul de

cette fonction de transfert, mais Webb (1996) fournit dans son article une formule qui permet

d’obtenir sa valeur (rgrand champ) en fonction de l’ouverture numérique 6 (NA) de l’objectif et

de la longueur d’onde λ de la source lumineuse :

rgrand champ =
0,61λ

NA

La spécificité du microscope confocal tel que décrit par Minsky tient au fait que l’échantillon

ne soit plus illuminé sur une grande zone, mais sur un point aussi petit que l’élément de

résolution de la microscopie grand champ, qui est balayé dans l’échantillon pour reconstruire

des images. Pour obtenir une source lumineuse ponctuelle, Minsky place un sténopé devant

une source conventionnelle. Cette approche sera plus tard remplacée par l’utilisation de la-

sers, dont les rayons collimatés se comportent comme provenant d’une source ponctuelle

située à l’infini. Dans un microscope confocal, la collection ne se fait pas avec une caméra,

mais avec un détecteur unique et ponctuel. L’alignement du microscope est critique dans

cette configuration. L’image de la source lumineuse par le système optique d’illumination

doit correspondre à l’image du sténopé du capteur par le système optique de collection pour

obtenir le signal d’intérêt.

Comme l’illustre la figure 2.4, il est possible d’utiliser le même objectif pour l’illumination

et la détection par le biais d’une lame séparatrice. On dit que le microscope fonctionne en

épi-illumination, ce qui permet d’utiliser des échantillons épais. Du fait que l’illumination

soit ponctuelle, le volume de l’échantillon qui diffuse de la lumière à un instant donné est

beaucoup plus faible qu’en microscopie grand champ, ce qui améliore le rapport signal sur

bruit des images. En outre, de par son caractère ponctuel, le détecteur rejette les photons

qui ne sont pas issus du point focal. Cette propriété est valable dans les directions normales

à l’axe optique de l’objectif de microscope (directions latérales), mais également suivant cet

axe (direction axiale). Alors que le rejet dans les directions latérales participe au gain en

résolution du microscope, celui dans la direction axiale lui offre une toute nouvelle capacité,

nommée “sectionnement optique”. Il est possible de faire des images en profondeur dans les

5. Résolution dans les directions normales à l’axe optique de l’objectif de microscope.
6. L’ouverture numérique vaut NA = n. sinα avec n l’indice de réfraction du milieu à la sortie de l’ob-

jectif et α le demi-angle du cône d’illumination. L’ouverture numérique est une indication de la limite de
résolution atteignable avec un objectif. Le volume focal en fonction de l’ouverture numérique est une fonction
décroissante mais non-linéaire.
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Figure 2.4 Schéma de principe de la microscopie confocale à balayage. Le demi-angle α du
cône d’illumination est utilisé dans le calcul de l’ouverture numérique de l’objectif.

échantillons et d’en obtenir des représentations tridimensionnelles en balayant le volume focal

dans les trois dimensions spatiales. Cette faculté est limitée par la turbidité de l’échantillon

étudié qui participe à diffuser les photons incidents avant qu’ils n’atteignent le volume focal,

et diminue le rapport signal sur bruit des images obtenues à mesure que la profondeur de

pénétration augmente. La résolution latérale ultime n’est plus donnée par la fonction de

transfert du système optique de détection, mais par le produit de la fonction d’illumination

et de détection, qui est meilleure d’un rapport
√

2 selon Wilson et Carlini (1987). Une valeur

approchée de cette résolution est donnée par Webb (1996) avec l’équation suivante :

rconfocal =
0,44λ

NA

La microscopie confocale n’est pas limitée à observer les variations d’indice de réfraction

dans les tissus. Il est possible de l’utiliser pour observer des phénomènes de fluorescence dans

les échantillons. La lame séparatrice est alors remplacée par un miroir dichröıque 7. Ce dernier

doit être ajusté pour transmettre la lumière à la longueur d’onde d’excitation du fluorophore

visé (celle de la source lumineuse), et réfléchir les longueurs d’onde d’émission de ce même

fluorophore.

Selon Pawley (2006), la microscopie optique en biologie a connu de très grands change-

ments avec l’apparition de la microscopie confocale. Les deux seuls points sur lesquels cette

dernière ne surpasse pas dès son apparition la microscopie optique grand champ est la vi-

7. Un miroir dichröıque présente un taux de réflexion de la lumière incidente différent en fonction de la
longueur d’onde.
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tesse d’acquisition et l’intensité de la source lumineuse requise. Placer un sténopé devant une

source lumineuse pour la rendre ponctuelle est en effet très coûteux en terme d’intensité.

Ce problème a été réglé avec l’apparition des lasers et leur utilisation dans les microscopes

confocaux. Pour trouver une solution au problème de vitesse, White (1991) remplace le mi-

roir oscillant d’un axe de rotation par un polygone rotatif recouvert de miroirs et obtient

des acquisitions à quatre images par seconde. Des vitesses bien plus élevés ont été obtenues

plus tard avec la même méthode (60 images par seconde par exemple pour Rajadhyaksha

et al. (1999)). Des techniques différentes ont été développées en parallèle. Petráň et al. (1968)

remplacent les deux sténopés et les miroirs oscillants du microscope par une roue de Nipkow.

Il s’agit d’un disque opaque rotatif percé en plusieurs endroits. À une position donnée, la

roue agit comme plusieurs sténopés. Les signaux collectés sont transmis à une camera au

lieu d’un détecteur ponctuel. En faisant tourner le disque, les sténopés balayent les points

d’illumination et de détection dans l’échantillon et permettent de reconstruire l’image fi-

nale. Cette technique permet des vitesses d’acquisition très élevées, mais le taux de photons

d’intérêt collectés par le détecteur est faible. Cette mauvaise efficacité a été améliorée gran-

dement par Ichihara et al. (1996) qui ont placé sous le disque de Nipkow une matrice de

lentilles de collimation. D’autres concepts comme la microscopie par balayage de fente (Ujike

(2008)) sacrifient une partie de la résolution de la microscopie confocale pour multiplier

considérablement la vitesse d’acquisition.

En dehors de la question de la vitesse pure, la microscopie confocale a également connu

des développements qui lui permettent des modes de contrastes différents comme la tech-

nique de Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (FLIM), développée par Chang et al.

(2007), qui permet de différencier le temps de vie des fluorophores. D’autre part, Hell et

Wichmann (1994) ont montré que la limite de résolution théorique donnée par Wilson et Car-

lini (1987) peut être dépassée sous certaines conditions. Leur technique nommée “déplétion

par émission stimulée” (Stimulated Emission Depletion Microscopy, STED), qui utilise la

désexcitation stimulée de certaines molécules, a permis de faire des images de fluorophores

endogènes avec une résolution atteignant 35 nm. Il existe maintenant beaucoup de principes

de super-résolution comme la microscopie par localisation de photoactivation de fluorophores

(Fluorescence Photoactivation Localization Microscopy, FPALM) développée par Gould et al.

(2009) et la microscopie par reconstruction optique aléatoire (Stochastic Optical Reconstruc-

tion Microscopy, STORM) de Rust et al. (2006).

La microscopie confocale a été développée directement pour des chercheurs en biologie

(Amos et White (2003)). Leurs besoins très spécifiques ont ensuite guidé les développements

de cette technique. Ces capacités ont cependant attiré l’attention d’autres domaines de re-

cherche comme le génie biomédical, qui ont voulu mesurer l’intérêt qu’elle peut avoir dans
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d’autres environnements et en particulier pour imager des tissus épais in vivo. Les défis sont

ici très différents, mais des études comme celle de Rajadhyaksha et al. (1995) ou Jalbert

et al. (2003) ont montré en imageant respectivement la peau et la cornée humaine in vivo

que la microscopie confocale est capable de quitter l’environnement contrôlé du laboratoire

pour s’installer en clinique. Dans le domaine de la laryngologie, cette technique a été utilisée

en parallèle de l’OCT par Boudoux et al. (2009b) pour observer des cordes vocales porcines

ex-vivo puis in vivo (Boudoux et al. (2009a)). Il a été montré qu’elle permet une observation

fine de l’épithélium, de la membrane basale et de la lamina propria supérieure.

Microscopie par fluorescence à deux photons La fluorescence à deux photons (F2P)

fait partie des processus d’interaction non-linéaires entre lumière et matière. Cette déno-

mination sous-entend que la relation entre la polarisation des tissus observés et le champ

électrique incident s’écarte de l’approximation linéaire. On peut décomposer la polarisation

(~P ) d’un milieu en séries de Taylor pour obtenir la somme de toutes ses composantes de

différents ordres qui sont fonction des tenseurs de susceptibilité χ(i) du matériau et du champ

électrique ( ~E) incident :

~P ∝
∞∑
i=0

χ(i) ~Ei (2.1)

Comme son nom l’indique, la fluorescence à deux photons est l’homologue du second

ordre de la fluorescence conventionnelle. La figure 2.5 présente ces transitions en termes

énergétiques en utilisant un diagramme de Jablonski.

La première démonstration théorique d’un processus de fluorescence non-linéaire se trouve

dans la thèse écrite par Maria Goeppert-Mayer en 1929. Le schéma de principe d’un micro-

scope utilisant la fluorescence à deux photons est très similaire à celui d’un microscope

confocal. On en trouve un exemple en figure 2.6. La lame séparatrice du montage confocal

est remplacée par un miroir dichröıque qui réfléchit les longueurs d’ondes correspondant aux

photons de fluorescence et transmet ceux de la source. D’autre part, le sténopé placé devant le

détecteur sur un microscope confocal est ici enlevé. En effet, la probabilité d’interaction non-

linéaire est proportionnelle au carré de l’intensité de la lumière incidente. La limite ultime

de la résolution latérale est donc donnée par le carré de la fonction de transfert de l’optique

d’illumination. Elle est similaire à celle d’un microscope confocal tout en s’affranchissant du

sténopé, ce qui permet de collecter plus de lumière.

En hommage à la découverte de Mme Goeppert-Mayer, l’unité de la section efficace des

transitions non-linéaires d’ordre deux porte son nom, en abrégé GM. Sa conversion en unités

du système international est donnée en équation 2.2.
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Niveau fondamental

Niveau excité

F1P F2P

État virtuel

Désexcitation non-radiative

Photon absorbé

Photon de �uorescence

Niveau vibrationnel

Figure 2.5 Diagramme de Jablonski de la fluorescence à un photon (F1P) et de la fluores-
cence à deux photons (F2P).

1 GM = 10−50cm4 s molecule−1 photon−1 (2.2)

En pratique, les valeurs des sections efficaces des transitions à deux photons sont extrêmenent

faibles, ce qui jusitifie que les effets non-linéaires puissent être négligés dans toutes les appli-

cations de microscopie conventionnelle. Pour s’en convaincre, on peut donner une application

numérique pour le cas de la fluorescéine, dont les sections efficaces d’absorptions sont :

σ1p(490 nm) = 3,4× 10−16 cm2 (2.3)

σ2p(780 nm) = 40 GM (2.4)

Les longueurs d’ondes choisies correspondent aux pics d’absorption dans les deux moda-

lités. Sachant que les probabilités d’interaction p sont :

p1p = σ1p.I (2.5)

p2p = σ2p.I
2 (2.6)
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Figure 2.6 Schéma de principe d’un microscope non-linéaire utilisant la fluorescence à deux
photons. Une représentation qualitative de la transmittance du miroir dichröıque est trouvée
en figure 2.9.

L’intensité lumineuse nécessaire pour observer la même quantité de fluorescence dans les

deux modalités est :

I = 3,4× 1034 W m−2 (2.7)

Cette valeur d’intensité très élevée justifique qu’il a fallu attendre l’apparition des lasers,

puis des années de développement, pour que Denk et al. (1990) présentent les premières

images de microscopie par fluorescence deux photons. L’observation de phénomènes non-

linéaires nécessite des champs électriques très intenses dans les tissus. Pour les atteindre

sans causer de dommages thermiques, des lasers impulsionnels sont utilisés. Le rapport

très élevé entre la puissance crête et moyenne d’émission de ces sources permet de main-

tenir l’échauffement des échantillons à des niveaux acceptables tout en obtenant ponctuel-

lement des effets non-linéaires suffisamment intenses pour être mesurables. En revanche, le

fait d’utiliser des lasers impulsionnels entrâıne des effets secondaires dont certains peuvent

être délétères. Par exemple, les amplitudes temporelles et spectralles d’une impulsion étant

reliées par la transformée de Fourier, le produit de leur largeur respecte l’inégalité suivante :

σt ≥
1

σν
(2.8)

Avec σt l’écart-type temporel de l’impulsion et σν son écart-type spectral. Dans le cas

particulier σt.σν = 1, on dit que l’impulsion concernée est “Fourier-limitée”. La largeur

spectrale des lasers femtosecondes utilisés actuellement est tellement grande qu’elle devient
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problématique car l’indice de réfraction de tous les matériaux varie en fonction de la longueur

d’onde. Sachant que la vitesse de propagation des ondes lumineuses dans un milieu est in-

versement proportionnelle à l’indice de réfraction local, une impulsion a tendance à s’élargir

temporellement en se déplaçant. Ce phénomène, appelé dispersion, doit être traité en intro-

duisant dans les systèmes optiques des éléments compensateurs. On trouve un exemple de

mesure de cette variation pour différents verres dans l’article de Wray et Neu (1969).

La fluorescence à deux photons présente plusieurs différences majeures par rapport à

la microscopie confocale. Premièrement, son mode de contraste est totalement différent. Le

signal provient des composés qui fluorescent à une longueur d’onde moitié de celle de la source

lumineuse, et non plus des variations d’indice de l’échantillon. Deuxièmement, la profondeur

de pénétration est améliorée car le détecteur ne sélectionne pas spatialement les photons

incidents, et il est donc possible d’exploiter les photons de fluorescence diffus (Helmchen et

Denk (2005)). En utilisant des marqueurs appropriés, Theer et al. (2003) ont démontré des

profondeurs de pénétration atteignant 1 mm. Troisièmement, de par le fait que le signal non-

linéaire soit proportionnel à l’intensité surfacique du signal incident au carré, changer la taille

du volume focal, et donc la section du laser au point focal, a des conséquences importantes

sur le rapport signal sur bruit des images obtenues. En pratique, il est indispensable d’utiliser

des objectifs dont l’ouverture numérique est supérieure à 0,5. Les optiques qui offrent une

si grande ouverture numérique n’offrent pas un très grand champ de vue. Les microscopes

non-linéaires sont donc limités à environ 0,25 mm2 d’aire observable.

Cette dernière limitation n’est pas gênante pour un grand nombre d’applications, et c’est

pourquoi la microscopie par fluorescence à deux photons a été utilisée pour imager des tissus

biologiques comme des embryons de drosophiles (Desprat et al. (2008)) ou des ganglions

lymphatiques (Miller et al. (2002)). Elle a également montré des applications potentielles

intéressantes comme le contrôle de l’intégration de tissus cardiaques transplantés (Rubart

(2004)). Pour les techniques où un grand champ de vue est nécessaire, des systèmes de

mosäıques d’images ont été développés comme celui de Drive et al. (2006) qui automatise la

prise de vue par le microscope.

Les fluorophores utilisés pour faire les images de TPEF peuvent soit être ajoutés à

l’échantillon par l’expérimentateur, soit y être présents naturellement. Pour assurer que la

technique d’imagerie développée pendant ce projet soit non-invasive, il est choisi de ne pas

utiliser de fluorophores exogènes. Les possibilités de la fluorescence à deux photons seront

donc limités aux fluorophores endogènes. Selon Zipfel et al. (2003), les deux principales

classes de ces composés dans les tissus humains sont les dérivés d’aminoacides aromatiques

et les dérivés de vitamines. L’élastine fait partie de cette seconde catégorie, et représente la

principale source d’autofluorescence non-linéaire dans la matrice extracellulaire. Sachant que
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l’élastine est selon Hirano et al. (1983) une des molécules dont la concentration varie suivant

les différentes couches de la lamina propria, la fluorescence à deux photons se présente comme

un excellent candidat pour observer les cordes vocales.

Figure 2.7 Diagramme de Jablonski représentant la diffusion Rayleigh et la génération de
seconde harmonique (GSH).

Microscopie par génération de seconde harmonique Après la mise en application

pour la microscopie de la fluorescence à deux photons, de nouvelles modalités non-linéaires

ont été démontrées parmi lesquelles se trouve la génération de seconde harmonique (GSH).

Franken et al. (1961) ont observé ce phénomène expérimentalement, et Roth et Freund (1979)

l’ont utilisé pour la première fois à des fins de microscopie. De la même manière que la

fluorescence à deux photons est la réciproque non-linéaire de la fluorescence classique, la

génération de seconde harmonique est la réciproque non-linéaire de la diffusion Rayleigh. On

trouve un diagramme de Jablonski représentant ces deux phénomènes en figure 2.7. Selon

la décomposition en séries de Taylor vue précédemment de la polarisation d’un milieu, on

remarque que la GSH n’apparait que dans des matériaux de χ(2) non-nul. Cette condition

se traduit pour les électrons des molécules par le fait qu’ils soient contenus dans des puits
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de potentiels anharmoniques 8. Une représentation de ce type de puits est donnée en figure

2.8. La GSH est un processus cohérent qui nécessite une conformation spatiale régulière du

matériau dans lequel il est généré. La longueur d’onde des photons générés par ce processus

est exactement la moitié de ceux de la source. Pour qu’ils soient observables, il est nécessaire

d’une part qu’un grand nombre de molécules génèrent ces photons d’énergie double et d’autre

part que ces derniers interfèrent constructivement entre eux. Cela signifie en particulier que

l’intensité du signal de GSH dépend de l’angle de la détection. Le signal est la plupart du

temps généré essentiellement vers l’avant, mais il est possible d’en récupérer une partie dans

un montage en épi-illumination grâce à la diffusion du milieu environnant, comme le montre

la figure 2.10.

Figure 2.8 Représentation de l’énergie potentielle E d’un électron en fonction de sa distance
d au noyau. La distance au repos est notée d0 et l’énergie d’ionisation Ei

Le collagène qui se trouve dans les cordes vocales forme une structure très régulière.

C’est un bon candidat pour fournir du signal en GSH, comme l’ont montré Georgiou et

Theodossiou (2000). La génération de seconde harmonique a déjà été utilisée pour imager

cette macromolécule dans des tissus, par exemple par Strupler et al. (2012) dans le rein.

Dans la mesure où la GSH et la F2P générées avec la même lumière d’excitation on des

contenus spectraux suffisament distincts, il est possible de les sélectionner avec un miroir

dichröıque pour faire des acquisitions simultanées de ces deux modalités. Enfin, on note que

les composants nécessaires pour réaliser un système d’imagerie non-linéaire n’entrent pas

en conflit avec ceux qui permettent de faire un microscope confocal. Il est donc tout à fait

envisageable de concevoir un appareil permettant de faire simultanément des acquisitions

en fluorescence à deux photons, en génération de seconde harmonique et en microscopie

confocale. A titre d’information, on trouve en figure 2.9 une représentation des différents

spectres des phénomènes physiques en jeu dans un microscope non-linéaire.

8. La fonction énergie potentielle en fonction du déplacement de l’électron par rapport à sa position
d’équilibre pour un puits anharmonique est sans parité.
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Figure 2.9 Représentation qualitative des spectres des différents phénomènes physiques
en œuvre dans un microscope non-linéaire. On considère ici un laser de fréquence νl. La
superposition entre les spectres de F2P et de GSH constitue une source possible de diaphonie.

La GSH a déjà été utilisée en parallèle de la F2P par Miri et al. (2012) pour observer

les cordes vocales. Des variations de signaux non-linéaires en fonction de la profondeur dans

les tissus ont été observées et correspondent aux variations de concentrations en élastine

et en collagène énoncées par Hirano et al. (1983). Cette étude supporte le fait qu’un mi-

croscope utilisant simultanément la microscopie confocale, la GSH et la F2P constitue une

approche intéressante pour dépasser les limites des techniques actuelles pour observer les

cordes vocales. Elle souffre cependant de ne pas présenter de comparaison directe entre des

images histologiques et non-linéaires, ce qui aurait permis de valider les résultats obtenus.

La comparaison est difficile car le champ de vue nécessaire pour colocaliser un échantillon

de cordes vocales sur deux modalités est de l’ordre de la taille de leur structures internes

( 5 mm× 5 mm), alors que la microscopie non-linéaire ne couvre directement que des surfaces

d’environ 500 µm× 500 µm
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Figure 2.10 Schéma représentant les directions de propagation typiques des photons issus
de la génération de seconde harmonique. Le signal généré vers l’avant peut être récupéré
même dans un montage en épi-illumination grâce à la diffusion du tissus environnant.

2.3 Propositions de recherche

Pour comprendre pourquoi la microscopie non-linéaire a été envisagée dans ce projet,

nous avons exposé dans les sections précédentes l’état des connaissances sur la structure des

cordes vocales. En parallèle, nous avons vu que l’histologie, la technique de référence pour

étudier ce tissus, limite actuellement la progression des recherches. Les différentes modalités

qui permettent d’imager les cordes vocales ont ensuite été exposées. A la lumière de ces

informations, on présente ici les objectifs énoncés pour ce projet de recherche.

Objectif principal

Développer un système d’imagerie non-linéaire pour évaluer la capacité de ce

type d’imagerie à observer les cordes vocales.

Objectifs spécifiques
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• Concevoir un microscope non-linéaire qui réponde aux besoins de l’imagerie à grand

champ d’échantillons de cordes vocales ;

• Valider les capacités du microscope en observant des coupes histologiques de cordes

vocales et en comparant les résultats obtenus avec l’histologie ;

• Étudier le potentiel de la microscopie non-linéaire à être utilisée in vivo en prenant des

images d’échantillons épais de cordes vocales.
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Chapitre 3

SYSTÈME D’IMAGERIE

Controlling a laser with Linux is crazy

Linus Torvalds

La conception et l’implémentation du système d’imagerie non-linéaire utilisé constituent

une étape majeure de ce projet de recherche. Bien que des microscopes similaires existent

dans le commerce 1, il a été choisi d’assembler notre système à partir de composants optiques

de base. Cette approche augmente grandement notre contrôle sur les paramètres d’imagerie,

et nous permet de personnaliser les fonctions du système pour correspondre parfaitement aux

besoins des expériences. Après avoir présenté la partie matérielle du système dans son en-

semble, nous détaillerons les choix de conception. Enfin, nous discuterons du développement

de la partie logicielle du système qui concerne le contrôle du microscope, l’acquisition et le

traitement des images.

3.1 Présentation du système

Le système optique exposé en figure 3.1 se compose d’un laser femtoseconde Titane-

Saphire (FemtoRose 10, R&D Ultrafast Lasers Ltd., Hongrie), pompé par un laser continu à

532nm (Verdi V-10, Coherent Inc., Californie). Pendant son fonctionnement, le laser femtose-

conde est réglé de sorte que son spectre de sortie ait une largeur à mi-hauteur d’environ 50nm,

centré à 780nm. Cela correspond à une durée à mi-hauteur minimale de 42 femtosecondes si

on suppose les impulsions Fourier-limitées (voir section 2.2).

La suite du système optique peut se décomposer en plusieurs grandes sections. La première

correspond au module de caractérisation du faisceau permettant de mesurer le spectre du

laser infrarouge. On tourne la polarisation de la lumière en sortie de l’oscillateur à l’aide d’une

lame demi-onde placée sur une platine de rotation motorisée (PRM1Z8E, Thorlabs, NJ ). Un

cube séparateur de polarisation prélève une fraction du faisceau incident pour l’envoyer vers la

tête de mesure d’un spectromètre optique. La partie non-déviée du faisceau poursuit sa route

vers un miroir semi-réfléchissant (BP108, Thorlabs, NJ ) qui en prélève 8%. Cette portion

est dirigée vers un puissance-mètre (PM100 USB et sphère intégratrice S142C, Thorlabs,

1. Parmi les constructeurs de microscopes non-linéaires, on peut citer Olympus (Fluoview FV1000MPE)
et Nikon (A1rMP).
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Figure 3.1 Vue d’ensemble du microscope non-linéaire

NJ ). La section de caractérisation du faisceau se termine par un obturateur contrôlé par

ordinateur (SH05 avec contrôleur SC10, Thorlabs, NJ ). L’ensemble est enfermé dans une

enceinte opaque pour que les faisceaux laser soient confinés lorsque l’obturateur est fermé.

L’opérateur peut alors travailler sur le module d’échantillon sans danger.

En sortie de la section de caractérisation du faisceau, le laser passe par un système de

compensation de dispersion (Mosaic
TM

Pro, Femtolasers, Autriche). Ce dernier est nécessaire

pour conserver la faible durée des impulsions comme vu en section 2.2. Il est composé de

miroirs à dispersion de vitesse de groupe négative, qui compensent la dispersion créée par

les lentilles du microscope. Le laser atteint ensuite un ensemble de miroirs galvanométriques

(6215H, Cambridge Technology, États-Unis) à deux axes, avant de passer par un système

afocal et, enfin, l’objectif de microscope (UMPLFLN 20XW, LUMPLFLN 40XW, 60XW et

XLUMPLFLN 20XW, ouvertures numériques respectives 0,5, 0,8, 1 et 1, Olympus, Japon).

Ce dernier est fixé sur une platine de translation motorisée (M-111.1DG, Physik instrumente,

Allemagne) qui permet une translation le long de l’axe Z (dimension de la profondeur et
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axe optique de l’objectif) pour les acquisitions. Par ailleurs, l’échantillon est installé sur

une platine de translation motorisée suivant les deux axes X et Y normaux à l’axe optique

de l’objectif (MAX202, Thorlabs, États-Unis). Bien que le mouvement des galvanomètres

déplace également le faisceau de l’échantillon suivant ces axes, la platine permet de faire des

acquisitions avec un beaucoup plus grand champ de vue en assemblant plusieurs images.

Le microscope est un montage en épi-illumination. Un objectif unique sert donc pour la

détection et l’illumination. Pour mesurer les signaux générés par les tissus, le microscope

est équipé de deux modules distincts. Les signaux non-linéaires, pour lesquels les photons

diffus sont exploitables (voir 2.2) sont détectés au plus près de l’échantillon. On insère donc

un miroir dichröıque (650dcxru, Chroma Technology Corp., États-Unis) entre l’objectif et le

montage afocal pour sélectionner par longueur d’onde le signal non-linéaire et l’envoyer vers

les photomultiplicateurs. On s’assure que le signal du laser ne rentre pas dans cette zone

avec un second miroir dichröıque (ET670sp-2p8, Chroma Technology Corp., États-Unis). Un

troisième miroir dichröıque sépare ensuite les photons de génération de seconde harmonique

de ceux de fluorescence à deux photons (440dcxru ou 425dcxru, Chroma Technology Corp.,

États-Unis). Les signaux sont une dernière fois filtrés (HQ400/40m-2p ou HQ400/20m-2p

d’un côté, HQ420lp de l’autre, Chroma Technology Corp., États-Unis) avant d’atteindre les

photomultiplicateurs (H10492-003, Hamamatsu, Japon). La transmittance en fonction de la

longueur d’onde des miroirs dichröıques d’importance se trouve en figure 3.2. Le signal confo-

cal est quant à lui prélevé en amont des galvanomètres car il est nécessaire de maintenir la

colocalisation des points focaux d’illumination et de détection en permanence (voir 2.2). Un

miroir semi-réfléchissant (BP145B2, Thorlabs, États-Unis) en dirige une partie vers une len-

tille de collimation, un trou de sténopé et une photodiode à avalanche (PDA10CF, Thorlabs,

États-Unis).

Les trois détecteurs sont reliés par une carte d’acquisition (PCI-6115, National Instru-

ments, États-Unis) à un ordinateur. Un logiciel centralise toutes les fonctions commandées

numériquement du microscope.
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Figure 3.2 Transmittance en fonction de la longueur d’onde des miroirs dichröıques du
montage.

3.2 Choix des composants utilisés

Nous allons ici détailler quelques-uns des choix de conception qui ont été faits pour le

microscope. Dans un premier temps, le bloc de caractérisation du faisceau répond à plusieurs

besoins. Il confine le faisceau lorsque l’obturateur est fermé pour protéger l’échantillon en

l’absence d’acquisition. Il permet aussi de surveiller les caractéristiques du laser. Avec la

mesure de puissance, on cherche à connâıtre l’énergie absorbée par l’échantillon. Les pertes

qui ont lieu tout au long du chemin optique entre la lame séparatrice du puissance-mètre

et l’objectif sont mesurées pour étalonner le système, mais il serait possible d’obtenir une

estimation plus précise de la puissance transmise à l’échantillon en déplaçant le détecteur

à proximité de l’objectif. Il a cependant été choisi de le placer très en amont pour que la

mesure puisse être faite même lorsque l’obturateur est fermé. Le logiciel peut alors optimiser

la puissance du faisceau avant de commencer l’imagerie.

Pour moduler l’intensité du laser, le système utilisé permet de dévier une partie du faisceau

incident au lieu de l’absorber. On met à profit ce second faisceau pour le spectromètre. On

gagne ainsi en puissance, car il n’est pas nécessaire de prélever une partie du faisceau ailleurs

dans le système. En revanche, il n’est plus possible de faire la mesure de spectre lorsque le

montage est réglé pour une intensité maximale à l’objectif.
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Une fois que le laser a traversé la partie de caractérisation du faisceau, il est dirigé vers

les galvanomètres. Les deux contraintes spécifiques sur ces derniers portent sur la surface des

miroirs et la vitesse de rotation. La surface doit être suffisante pour réfléchir le faisceau laser

au complet. Ce dernier mesure environ 4 mm de diamètre à ce niveau du microscope. D’autre

part, les galvanomètres doivent être assez rapides pour permettre l’acquisition d’images de

512 par 512 pixels en moins d’une demi seconde. Le couple de galvanomètres choisi (6215H,

Cambridge Technology, États-Unis) permet d’atteindre une vitesse de balayage de 2kHz avec

des miroirs de 6 mm de diamètre d’acceptance. Il est donc possible de faire l’acquisition de

quatre images par seconde si on utilise un algorithme de balayage unidirectionnel.

À la sortie des galvanomètres, le faisceau entre dans un système afocal pour être élargi,

et ainsi remplir complètement la pupille de l’objectif. Le microscope est conçu pour être

utilisé avec plusieurs objectifs en fonction de la taille de la région d’intérêt dans l’échantillon.

Il est donc nécessaire de faire varier le facteur de grossissement du montage afocal pour

remplir chacune des pupilles au mieux tout en limitant les pertes d’énergie par écrêtage. C’est

pourquoi le microscope est équipé avec deux jeux de lentilles ; un couple de focales 100 mm et

200 mm pour obtenir un grandissement de facteur 2, et un couple 50 mm - 250 mm pour un

facteur 5. On note que l’espacement total entre les lentilles reste inchangé pour augmenter

leur interchangeabilité.

En plus de remplir au mieux la pupille des objectifs, le montage afocal doit permettre

le passage du faisceau sans écrêtage aux débattements angulaires importants. Les angles

admissibles varient en fonction des objectifs. A titre d’exemple, le XLUMPLFLN 20XW

autorise 3 degrés d’angle d’écart par rapport à son axe optique. La lentille du montage qui

est la plus proche est à 250 mm. Le centre du faisceau peut passer au niveau de cette lentille

jusqu’à 13 mm de l’axe optique. Si son diamètre est de 4 mm aux galvanomètres, il fait donc

20 mm au niveau de la dernière lentille. Le faisceau s’étend donc ici jusqu’à 23 mm de l’axe

optique. On comprend que les lentilles conventionnelles de 1 pouce (25,4 mm) de diamètre

ne seront pas suffisantes ici. Elles sont donc remplacées par des lentilles de 2 pouces.

Intéressons nous maintenant à la manipulation de l’échantillon. Il doit être possible de

faire des images en volume des cordes vocales sur des dimensions de l’ordre du millimètre

en profondeur (axe noté Z) et du centimètre dans les deux autres directions (X et Y ). Les

galvanomètres permettent d’obtenir des images d’un champ de vue limité à 500 µm dans

les directions X et Y , ce qui ne correspond pas à nos besoins. Des platines de translation

motorisées suivant les trois axes sont donc nécessaires. Les besoins en débattement sont

extrêmement différents pour les axes X et Y comparativement à Z. C’est pourquoi les deux

premiers sont pris en charge par une première platine (MAX202, Thorlabs, États-Unis) alors

qu’une seconde permet un déplacement suivant Z. Cela nous permet d’obtenir à coût égal
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un positionnement plus précis en profondeur.

Outre la sélection des miroirs dichröıques, le choix des détecteurs est critique pour la zone

de détection non-linéaire. Des tubes photomultiplicateurs ont été choisis pour leur très haute

sensibilité ainsi que leur grande surface active. Le microscope a été équipé avec des modules

complets comprenant le tube de photomuliplication, une alimentation à haute tension et un

amplificateur transimpédence pour obtenir un signal de sortie encodé en tension. Le modèle

retenu est le H10492-003 (Hamamatsu, Japon) pour son pic de sensibilité centré à 400 nm et

sa bande passante de 8 MHz qui permet une grande résolution temporelle.

Figure 3.3 Schéma du couple lentille-sténopé du détecteur confocal

La combinaison de la lentille de collimation et du sténopé détermine le compromis entre

le sectionnement optique, la résolution latérale et le rapport signal sur bruit au sein du

détecteur confocal. Ce compromis est détaillé dans l’article de Wilson et Carlini (1987), avec

en particulier l’introduction d’une mesure de la taille du sténopé en “coordonnées optiques” :

vp = k.r. sin(α) (figure 3.3). Dans cette expression, k = 2π
λ

avec λ la longueur d’onde et r est

le rayon du sténopé circulaire. vp représente la valeur de la taille du sténopé en “coordonnées

optiques”.

L’article donne des détails sur les valeurs de vp à choisir pour optimiser chacun des trois

facteurs du compromis. Pour maximiser le signal collecté sans compromettre la résolution

axiale, une valeur vp = 5 est choisie lors de cette expérience. Les calculs donnent un diamètre

de sténopé de 50 µm pour une lentille de distance focale 100 mm (vp est alors environ égal à

5, 05).
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3.3 Cahier des charges de la partie logicielle

Les logiciels qui permettent de faire fonctionner le microscope ont été conçus spécifiquement

pour cette expérience. Il a été choisi de séparer l’implémentation en deux applications dis-

tinctes, l’une pour contrôler directement le microscope et acquérir les images et l’autre pour

les traiter et les visualiser. Les points du cahier des charges sont divisés entre les deux pro-

grammes détaillés ci-dessous.

3.3.1 Contraintes communes aux deux logiciels

Les deux programmes doivent employer là où c’est possible des outils facilitant son

déploiement sur différentes plateformes informatiques 2. Si des interfaces de programmation

liées à un environnement doivent être utilisées, l’implémentation du logiciel doit s’en protéger

en séparant les accès qui y sont fait dans le code source, et en les désactivant sélectivement

à la compilation.

D’autre part, pour faciliter l’interopérabilité avec les autres logiciels développés au la-

boratoire, le code doit se baser sur le langage de programmation C++ (version C++98 ou

C++03). Dans le même esprit, la librairie standard du C++ doit être utilisée là où c’est

possible.

3.3.2 Programme de contrôle du microscope

La fonction principale du programme de contrôle est de commander les galvanomètres et

de reconstruire des images à partir des signaux de sortie des détecteurs pour les présenter à

l’opérateur. Le cœur du programme est donc une interface avec la carte d’acquisition (PCI-

6115, National Instruments, États-Unis) connectée à l’ordinateur de contrôle. Cette carte

dispose de quatre canaux de conversion analogique-numérique dont trois sont occupés par les

signaux des détecteurs. Elle compte aussi deux canaux de conversion numérique-analogique

qui sont reliés aux galvanomètres.

Algorithme de balayage : Le cahier des charges du balayage des galvanomètres est

simple. Il faut que l’acquisition d’une image de 512 lignes soit réalisable en moins d’une

demi-seconde, et que la position des galvanomètres soit précise. Le microscope répond à

l’ensemble de ces besoins avec un algorithme dit “unidirectionnel” dont le principe est illustré

2. Une plateforme ou environnement informatique définit principalement une architecture de processeur
et un système d’exploitation.
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retours de
galvanomètres

Figure 3.4 Schéma de principe du balayage unidimensionnel représentant l’angle des deux
galvanomètres en fonction du temps.

en figure 3.4. Les images sont acquises ligne par ligne. Ces dernières sont orientées suivant

l’axe “rapide” de l’image (X sur la figure 3.4).

Cet algorithme suppose une vitesse du galvanomètre de l’axe rapide infinie entre l’ac-

quisition de chaque ligne. Cette impossibilité se traduit par des imprécisions sur la position

du laser dans l’échantillon pendant l’acquisition. Les extrémités des images dans le sens de

l’axe rapide sont déformées. Pour éliminer ces zones appelées “retours de galvanomètres”,

l’algorithme est complété par la possibilité pour l’opérateur d’ajouter un temps de retour

non-nul dans la commande de position de l’axe rapide. Les échantillons acquis par la carte

pendant cette période sont ensuite rejetés, comme illustré en figure 3.5.

retour de 
galvanomètre

Figure 3.5 Retour de l’axe rapide du balayage unidirectionnel. On ne garde les points acquis
qu’entre t0 et t1. L’opérateur contrôle le ratio t2−t1

t1−t0 .

Sessions d’imagerie et métadonnées : Le logiciel doit permettre à l’opérateur de faire

des session d’imagerie au cours desquelles plusieurs images du même échantillon sont en-

registrées automatiquement à des positions différentes dans le but de les assembler. Il doit
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également supporter un protocole de métadonnées pour que les informations relatives à la

position et aux paramètres du microscope soit enregistrées et qu’elles puissent être lues par

le logiciel de traitement.

Figure 3.6 Structure de donnée du fichier XML de session d’imagerie.

En ce qui concerne les métadonnées, il a été choisi de ne pas utiliser les possibilités

spécifiques aux différents formats numériques d’images car ces derniers ne correspondent pas

parfaitement à nos besoins et varient d’un format à l’autre. Au lieu de cela, les images d’une

session sont enregistrées en parallèle d’un fichier XML qui répertorie toutes les informations

suivant un arbre de données représenté en figure 3.6.

Obturateur Le logiciel doit disposer d’un mode automatique de gestion de l’obturateur

du laser. Dans ce mode, l’obturateur ne s’ouvre que pendant l’acquisition des images et

reste fermé entre les sessions d’imagerie et pendant les temps de déplacement des platines

motorisées.

Contrôle de la puissance Le logiciel doit contrôler en permanence la puissance de sortie

du laser et faire les ajustement nécessaires pour respecter une consigne donnée par l’opérateur.

En outre, si un changement de puissance trop important ou brusque est détecté, le logiciel

doit le considérer comme une anomalie et interrompre l’acquisition.

3.3.3 Programme de traitement des images

Le cœur de ce logiciel est un moteur graphique tridimensionnel en temps réel. Des ses-

sions d’imagerie peuvent être chargées, et les images correspondantes sont placées suivant

les informations du fichier XML à la position à laquelle elles ont été acquises dans un espace

virtuel.
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La première mission de ce programme est d’ouvrir les fichiers XML de session d’imagerie

et d’afficher à l’utilisateur une reconstitution où les images sont à la position où elles ont été

acquises. Le logiciel doit permettre de se déplacer dans l’espace reconstruit pour observer les

détails des structures. Enfin, il doit permettre d’exporter les mosäıques finales pour qu’elles

puissent être traités par d’autres logiciels.

3.4 Implémentation des logiciels

La première partie de cette section s’intéresse aux choix de la librairie d’interface gra-

phique sur laquelle les logiciels reposent, car cette décision influence leur structure au complet.

Dans un second temps, on énonce les paradigmes qui ont dirigé la programmation. Enfin, on

présente les deux logiciels en eux-mêmes.

3.4.1 Librairie d’interface graphique

Si on simplifie les composants d’un logiciel à l’extrême, on peut dire qu’il est fait d’un

langage de programmation et d’un ensemble de librairies qui lui donnent accès à des fonc-

tions tierces. Il existe une très grande variété de librairies qui correspondent à des besoins

spécifiques. Par exemple, on souhaite que le logiciel soit contrôlable avec une interface gra-

phique (GUI pour Graphical User Interface) plutôt qu’en ligne de commande. Pour cela, il

nous a fallu faire un choix parmi les librairies appropriée. Ces dernières ont généralement un

impact très fort sur la manière dont le programme est structuré, et modifient parfois le fonc-

tionnement même du langage de programmation sur lequel elles reposent. On les appelle donc

infrastructures (de l’anglais framework). La table 3.1 liste quelques-unes des infrastructures

de GUI les plus utilisées. En parallèle, elle donne le système d’exploitation pour lequel ces

infrastructures sont conçues et un indicateur de leur portabilité sur d’autres environnements.

Tableau 3.1 Liste de différentes infrastructures de GUI, de leur système d’exploitation par
défaut et indication de leur portabilité.

Infrastructures de GUI Système natif Portabilité

MFC, WinForms, WPF Windows Mauvaise
Carbon, Cocoa OS X Mauvaise
Gnome, KDE Linux Moyenne

wxWidgets, Qt Aucun Excellente

Les infrastructures proposées par Windows et OS X ne sont peu ou pas portables sur
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différents environnement. Gnome et KDE sont beaucoup plus adaptés pour ce besoin, mais

sachant qu’une des premières charges de nos logiciels est d’être multiplateformes, nous avons

opté pour une librairie qui n’est pas développée pour un système d’exploitation en particulier.

Des logiciels d’imagerie ont déjà été développés au laboratoire, et reposent sur l’infrastructure

Qt. Par souci de compatibilité, et dans la mesure où cela n’est pas contraire aux impératifs

de notre cahier des charges, la même librairie a été choisie pour nos applications.

Paradigmes de programmation

Le style de programmation choisi pour les logiciels conçus pendant ce projet de recherche

est dit “orienté objet”. Avant d’être implémenté, le programme est sectionné en plusieurs

parties qui remplissent des fonctions spécifiques. Ces parties, nommées “classes”, contiennent

des données et des méthodes 3 qui permettent de les manipuler. Ce principe d’encapsulation

permet de cacher la complexité du fonctionnement interne des classes et de ne présenter

à l’exterieur qu’une interface de programmation 4 minimaliste. Quand ce principe est bien

appliqué, il permet aux éléments du programme de communiquer entre eux sans avoir à

connaitre le détail de leur fonctionnement interne.

Par extension, les programmes sont conçus de manière modulaire. C’est à dire qu’il est

possible de remplacer une classe par une autre du même type sans avoir à faire de modifi-

cations à l’ensemble du code. Par exemple, un des modules du programme de contrôle du

microscope constitue une interface vers la carte d’acquisition. Il est possible de changer la

carte pour un autre modèle sans que cela nécessite de modifier le code de modules sans

rapport. Sans rentrer dans les détails de l’implémentation, cette modularité est obtenue en

utilisant une fonctionnalité du langage C++ nommée héritage, qui permet de définir une in-

terface de programmation valable pour tous les types de carte d’acquisition. Un diagramme

modélisant ce fonctionnement pour le cas de la carte d’acquisition se trouve en figure 3.7.

Du point de vue de l’interface graphique, les programmes adoptent un fonctionnement

qui limite au maximum la superposition. Les programmes sont contenus dans une fenêtre

principale unique généralement en plein-écran. L’utilisateur peut y diviser l’espace comme il

le préfère entre tous les panneaux de fonctions actifs, de sorte à visualiser en permanence tous

les paramètres du microscope, et à pouvoir y accéder directement. Enfin, l’interface réduit

au maximum les fonctions bloquantes. L’utilisateur est contraint aussi peu que possible à

réaliser des actions dans un ordre prédéfini. Ce principe s’oppose au paradigme des assistants

de configuration qui étaient populaires sur les anciennes versions de Windows. Un exemple

3. Une méthode est une fonction contenue dans une classe.
4. Une interface de programmation est un ensemble de fonctions fournies par une classe ou un ensemble

de classes pour rendre possible leur interaction avec l’extérieur.
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Figure 3.7 Diagramme UML (Unified Modeling Langage) présentant la classe qui inter-
face les cartes d’acquisition de la marque National Instruments : NIDevice. Cette classe
dérive d’une autre, plus générique (AcquisitionDevice) à laquelle le reste du programme fait
référence.

est fourni en figure 3.8. Les assistants de configuration supposent que l’utilisateur comprend

mal le fonctionnement du logiciel, et qu’il est nécessaire de l’informer des conséquences de ses

actions. Les programmes de contrôle du microscope ne sont pas faits pour être utilisés par

des utilisateurs novices, et justifient donc le rejet des fonctions bloquantes. De cette manière,

la rapidité avec laquelle il est possible de configurer les logiciels pour une utilisation donnée

est augmentée.
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Figure 3.8 Exemple d’assistant de configuration (Configuration réseau pour Windows XP).

Programme de contrôle du microscope

La figure 3.9 présente une capture d’écran du programme de contrôle du microscope. Le

thème général de l’interface est volontairement sombre pour limiter l’illumination parasite de

la salle du microscope. La partie centrale (A) est divisée en deux fenêtres qui accueillent les

dernières images prises par le microscope. Le nombre de fenêtres est modifiable à souhait pour

rendre compte des différentes modalités que le microscope peut acquérir. Les barres latérales

(B et C) contiennent tous les panneaux de paramétrage du microscope, que l’utilisateur

peut agencer comme il le souhaite. Le registre du programme se trouve au bas de l’écran

(D). Tous les modules peuvent y écrire des messages pour rendre compte de leur état de

fonctionnement. D’autre part, l’utilisateur peut accéder grâce à cette fenêtre à un module

de script contenu dans l’application. Ce dernier permet d’accéder en ligne de commande à

toutes les fonctions du logiciel. Le langage de programmation de ce module n’est pas le C++,

mais un langage dérivé du JavaScript normalisé sous le nom ECMAScript. Pour permettre

à l’utilisateur de tirer pleinement profit de cette fonctionnalité, la partie centrale du logiciel

peut être modifiée pour afficher un éditeur de texte à la place des fenêtres d’acquisition

(figure 3.10). Il est alors possible d’ouvrir et d’exécuter des scripts complexes directement

dans le programme d’acquisition.
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Figure 3.9 Capture d’écran du logiciel de contrôle du microscope. Les rectangles exposent
la partie centrale (A), les barres latérales (B et C) et le registre du programme (D).
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Figure 3.10 Capture d’écran du logiciel de contrôle du microscope montrant en partie
centrale l’éditeur de texte du module de script.
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Programme de traitement des images

On trouve en figure 3.11 une capture d’écran du logiciel de traitement des images du micro-

scope. Son ergonomie est très ressemblante au programme de contrôle présenté précédemment,

car les deux utilisent une base de code commune. L’utilisation de ce logiciel est très simple :

avec un bouton, l’utilisateur ouvre une session d’imagerie créée précédemment. Le programme

charge en mémoire toutes les images associées avec cette session, et les affiche dans la liste

présente au bas de l’écran (A). En utilisant le panneau de paramètres d’affichage (B), l’accès

à tous les traitements offerts par le logiciel est possible. L’information relative à la position

des images dans l’échantillon se trouve dans le fichier de session d’imagerie. Dès que l’uti-

lisateur sélectionne une modalité à afficher, les images correspondantes se mettent en place

directement dans la fenêtre centrale. Dépendamment des réglages du microscope (choix de

l’objectif en particulier), la taille relative des pixels des images dans l’échantillon varie. Il

est nécessaire d’entrer la valeur correspondante dans le champ Microns per pixel. Le champ

Rotation Angle permet de tourner l’image à l’écran et ainsi par exemple de faire correspondre

son orientation aux histologies prises séparément. Les réglages suivant permettent de changer

la luminosité et la correction gamma des images.

Bien que le logiciel ait été majoritairement utilisé pour afficher des images en deux di-

mensions, il est capable de prendre en compte et de représenter des images à des profondeurs

différentes dans l’échantillon (figure 3.12). Pour ce faire, il est nécessaire d’activer la trans-

parence des images avec l’option Transparency. D’autre part, sachant que l’information de

la position des images est encodée avec précision par les platines motorisées du microscope,

le logiciel peut afficher une barre d’échelle sur la mosäıque assemblée. Les paramètres qui

suivent dans le panneau de réglages servent à régler la résolution souhaitée pour exporter

des images au format JPEG. Les deux dernières fonctions de ce panneau servent à limiter

le bruit dans les images affichées. La première est un seuillage classique qui rend noirs tous

les pixels d’intensité inférieure à une valeur donnée. La seconde est une fonction de soustrac-

tion très utile pour supprimer les réflexions parasites de certains composants du microscope.

L’utilisateur indique une modalité et une image qui ne contient pas d’échantillon. L’inten-

sité de l’image sélectionnée est soustraite pixel par pixel à toutes les images de la modalité

sélectionnée.
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Figure 3.11 Capture d’écran du logiciel de traitement des images. La liste des images cor-
respond au rectangle (A), et le panneau de paramètres d’affichage se trouve en (B).
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Figure 3.12 Pile en Z (direction de la profondeur dans l’échantillon) visualisé avec le logiciel
de traitement des images.



37

Chapitre 4

ÉCHANTILLONS OBSERVÉS & PROTOCOLES

EXPÉRIMENTAUX

Le réel n’a pas forcément fait Polytechnique.

Étienne Klein

La première section de ce chapitre se consacre à la description des échantillons observés

et de leur mode de préparation. On détaille dans un deuxième temps les paramètres utilisés

pour l’imagerie de ces spécimens.

4.1 Échantillons observés

Les échantillons étudiés dans le cadre de cette étude sont de deux types : des coupes

histologies de cordes vocales et des cordes vocales entières.

4.1.1 Coupes histologies

Les coupes histologiques de cordes vocales ont été prélevés au Massachusetts Eye and Ear

Infirmary par l’équipe du docteur Christopher J. Hartnick. Pour chaque spécimen étudié,

la corde vocale a été fixée avec une solution de formaline à 10%, puis incorporée dans de

la paraffine. Trois coupes sérielles 1 ont ensuite été obtenues. L’une d’elle a été teintée à

l’hématoxyline et à l’éosine, la seconde au trichrôme et la troisième laissée sans coloration.

La figure 4.1 présente la direction suivant laquelle les coupes histologiques sont faites dans

la corde vocale, et la position des points d’encre ajoutés à l’échantillon encore entier.

Ce protocole a été appliqué avec des épaisseurs de coupes variables. Trois spécimens

humains adultes et un fétus ont été étudiés avec une coupe de 5 µm. Une épaisseur de 20 µm

a été utilisée pour un autre fétus, deux spécimens porcins et quatre humains adultes. La

table 4.1 liste les différents spécimens étudiés avec leur numéro d’identification.

1. Des coupes sérielles sont successives dans l’échantillon. L’espace qui les sépare dans le tissu initial est
donc minimal.
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Figure 4.1 Présentation de la direction des coupes histologiques prises sur les échantillons
de cordes vocales. Les flèches indiquent la position des marquages faits à l’encre.

Tableau 4.1 Liste des spécimens étudiés pour ce projet.

Spécimen Population Épaisseur de coupe

2 Fétus 5 µm
7 Fétus 20 µm
23 Porc 20 µm
28 Porc 20 µm
88 Porc 20 µm
46 Humain 5 µm
48 Humain 5 µm
49 Humain 5 µm
65 Humain 20 µm
67 Humain 20 µm
70 Humain 20 µm
75 Humain 20 µm

4.1.2 Cordes vocales entières

Deux larynx de porc ont été obtenues à l’abattoir L. G. Hebert & fils (Ste-Helene-de-

Bagot, QC). Ils ont été conservés à 0 ◦C pendant deux heures avant d’être ouverts (figure

4.2.A). Chaque larynx a été coupé suivant le plan sagittal et les cordes vocales en ont été

extraites sans les endommager, et en conservant leur attachement au cartilage thyröıdal
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(figure 4.2.B). De cette manière, la tension des structures internes aux cordes vocales est

conservée. Pour l’imagerie, les cordes vocales ainsi extraites sont placées sur une lamelle de

microscope d’épaisseur standard numéro 2 (0,19 mm - 0,23 mm) après avoir été humidifiées

avec une solution de tampon phosphate salin (PBS). Une lame de scalpel est utilisée pour

permettre la colocalisation (figure 4.2.C).

Figure 4.2 Étapes de préparation des larynx de porc pour l’imagerie. A : ouverture du
larynx, avec les cordes vocales (vc), le cartilage tyröıde (t) et l’épiglotte (e). B : section selon
le plan sagittal. On identifie la fausse corde (fc), le ventricule (v) et la vraie corde (vc). C :
placement sur une lamelle de microscope après humidification. Une lame de scalpel (s) sert
pour la localisation.

4.2 Paramètres d’imagerie

Pour toutes les sessions d’imagerie réalisées durant ce projet, le microscope non-linéaire

a été utilisé avec une puissance en sortie du laser impulsionnel de 200 mW. La puissance

à la sortie de l’objectif est de 10 mW. L’objectif LUMPLFLN 40XW à immersion d’eau

d’ouverture numérique 0,8 (Olympus, Japon) est utilisé pour toutes les acquisitions.

Pour se déplacer dans l’échantillon et chercher la zone à imager, le programme d’acqui-

sition est réglé de sorte à avoir un grand champ de vue et une vitesse de rafraichissement

élevée. L’amplitude de tension envoyée aux galvanomètres est de 5 V, la vitesse d’acquisition

de 200 000 pixels/s et la résolution de 256 pixels par 256 pixels.

Les réglages sont différents pour les acquisitions de sorte à optimiser la qualité des images

obtenues. L’amplitude de tension aux galvanomètres est de 3 V, la vitesse d’acquisition de

3 500 000 pixels/s et la résolution de 512 pixels par 512 pixels.
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Chapitre 5

RÉSULTATS ET DISCUSSION

Young man, in mathematics you don’t understand things.

You just get used to them.

John von Neumann

Ce chapitre expose les résultats des manipulations effectués sur le microscope non-linéaire

conçu pour ce projet. On s’intéresse d’abord à la caractérisation des performances du micro-

scope, puis à l’évaluation du potentiel de la microscopie non-linéaire pour imager les cordes

vocales.

5.1 Caractérisation des performances du microscope

5.1.1 Validation des effets physiques

A chaque session d’imagerie, le microscope produit des images suivant trois modalités

différentes (GSH, F2P et microscopie confocale). La première étape de validation du bon

fonctionnement du microscope consiste à vérifier que chacun des phénomènes physiques as-

sociés à ces modalités se produit dans l’échantillon et est détecté. Cette étape permet de

valider que l’alignement du microscope est correct et que le laser est en mode impulsionnel.

On étudie dans un premier temps la F2P et la microscopie confocale uniquement, car

il est facile de les mettre en évidence expérimentalement. Pour cela, une lame de plastique

fluorescent à 400 nm a été placée sur le microscope. Le signal relatif aux deux modalités a

été enregistré pour différentes positions du volume focal en profondeur.

La figure 5.2 présente le résultat obtenu pour la mesure de l’intensité des modalités

confocale et F2P en fonction de la profondeur d’acquisition. Le signal confocal est nul partout

sauf dans une zone très localisée. En théorie, si l’indice de réfraction varie très peu à l’intérieur

de la lame, le seul point qui peut générer du signal est le dioptre entre le milieu d’immersion de

l’objectif et la lame. L’intensité mesurée doit être maximale lorsque la moitié du volume focal

est à l’intérieur du plastique (position B sur la figure 5.1). On déduit donc du signal mesuré

la position du dioptre. Du côté de la F2P, on remarque que le signal est nul dans le milieu

d’immersion et augmente au niveau du dioptre. Il reste élevé dans la lame fluorescente, mais

diminue légèrement à mesure que la profondeur augmente. Si on observe plus précisément
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Figure 5.1 Représentation des positions du volume focal de l’objectif par rapport à une
lame fluorescente qui offre le signal le plus élevé en microscopie confocale (Position A) et en
fluorescence à deux photons (Position B).

l’évolution des intensités autour du dioptre, on remarque que le signal confocal atteint son

maximum le premier et que le signal non-linéaire cesse de crôıtre pour atteindre une intensité

proche de son maximum dès que le signal confocal est éteint. La théorie prévoit que le signal

maximal soit atteint en fluorescence à deux photons lorsque le volume focal est complètement

dans la lame (position B sur la figure 5.1). En pratique, l’extremum est atteint beaucoup plus

loin que prévu dans l’échantillon. On attribue cette différence à la notion de volume focal

qui montre ses limites. Les interactions non-linéaires ont en grande majorité lieu à l’intérieur

de ce volume défini à partir de la longueur de Rayleigh, mais il s’en produit également en

dehors.

Avant d’aller plus loin dans l’utilisation du microscope, il serait en théorie nécessaire

de vérifier que la génération de seconde harmonique peut se produire avec des échantillons

adéquats. Il est cependant raisonnable de considérer cette étape superflue, car les conditions

qui s’appliquent sur le système optique pour que la génération de seconde harmonique puisse

avoir lieu sont rigoureusement les mêmes que pour la fluorescence à deux photons.
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Figure 5.2 Mesure de l’intensité du signal confocal (rouge) et de F2P (bleu) en fonction de
la profondeur dans une lame de plastique fluorescent.

5.1.2 Validation de la résolution

Nous avons montré dans la section précédente que l’alignement du microscope est suffi-

samment bon pour que du signal parvienne aux détecteurs. mais il n’est pas encore prouvé

que le microscope peut produire des images de bonne qualité. Pour cela, on souhaite avoir

une mesure grossière des résolutions (axiale et radiale) du système dans chaque modalité.

Pour la direction axiale, on peut se servir des résultats de la section précédente. L’image d’un

dioptre d’une plaque fluorescente par un système optique idéal est une impulsion de Dirac

en microscopie confocale et une fonction échelon en F2P. Ces distributions idéales sont en

pratique convoluées par la fonction de transfert du système optique pour obtenir des fonc-

tions dites d’étalement du point (Point spread function) et d’étalement de la bordure (Edge

spread function). En mesurant la largeur à mi-hauteur de la fonction d’étalement du point,

on obtient une première approximation de la résolution du système optique. Pour la fonction

d’étalement de la bordure, on mesure l’écart entre les positions qui donnent 10% et 90% du

signal maximal. On trouve une résolution axiale valant entre 3 µm et 4 µm dans les deux

modalités.

Par comparaison, la résolution théorique axiale z0 en microscopie non-linéaire est donnée

selon Masihzadeh (2010) en fonction de l’ouverture numérique NA, de la longueur d’onde λ

de la source lumineuse et de l’indice de réfraction n du milieu par :

z0 =
2nλ

NA2
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Avec nos paramètres, on obtient une valeur numérique de z0 = 3,325 µm, qui correspond

bien au résultat obtenu. Pour la microscopie confocale, Webb (1996) donne l’expression

suivante :

z0 =
1, 5nλ

NA2

Cette expression donne une valeur z0 = 2,5 µm qui est inférieure mais comparable au

résultat obtenu expérimentalement.

Pour la mesure de la résolution latérale du microscope, on s’intéresse d’abord à la mi-

croscopie confocale. Il suffit de prendre une image d’un échantillon de réflectivité variable

présentant des structures de taille connues pour obtenir le résultat. On utilise pour cela une

cible de résolution normalisée, dont l’image est trouvée en figure 5.3. On remarque que l’on

peut résoudre toutes les barres présentes sur l’image, dont la plus petite est large de 2,2 µm.

On est loin de la valeur limite de rconf = 0,44λ
NA

= 0,44 µm donné par Webb (1996), mais on ne

dispose pas de cible de résolution présentant des barres plus fines pour tester les limites de

notre microscope.

Figure 5.3 Image de microscopie confocale présentant une cible de résolution USAF 1951.

La question de la résolution latérale de la F2P est un peu plus difficile à évaluer. Il existe

des cibles fluorescentes qui permettent de mesurer avec précision la résolution d’un microscope

non-linéaire, mais il ne nous a pas été possible de faire des mesures sur de telles références

pendant le temps de ce projet. Pour évaluer grossièrement la qualité de la résolution obtenue

avec cette modalité, on présente en figure 5.4 des images de la surface de la lame de plastique

fluorescent utilisé pour les tests de résolution axiale. On observe sur l’image un des bords

de la lame, qui n’est malheureusement pas assez net pour faire une mesure de la fonction

d’étalement de la bordure. On peut cependant extraire une information sur la résolution de
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cette image à partir du détail de petite taille visible simultanément en F2P et en microscopie

confocale. Cette impureté moins large que 2,5 µm nous amène à penser que la résolution en

F2P est bonne.

100 µm

10 µm 10 µm 

100 µm
F2P Confocal

Figure 5.4 Images de la surface de la lame de plastique fluorescent utilisée pour les tests
de résolution axiale. On note le détail de faible dimension résolu en F2P et en microscopie
confocale (flèches).

De la même manière qu’à la section précédente, il serait maintenant temps de s’intéresser

à la génération de seconde harmonique, mais ce signal ne présente pas de différence avec la

F2P du point de vue du système optique et il n’est donc pas nécessaire de l’étudier.

5.1.3 Séparation des signaux obtenus

Maintenant que nous savons que laser fonctionne en mode impulsionnel et que le système

optique est bien aligné, il est temps de s’intéresser à la séparation des différents signaux.

Sachant que certaines longueurs d’onde sont communes à la GSH et à la F2P pour notre

laser, même un système parfait ne pourrait pas être exempt de diaphonie 1. Hormis la super-

position partielle en longueur d’ondes de la GSH et de la F2P, les autres sources possibles

de diaphonie sont par exemple la mauvaise réjection des miroirs dichröıques ou la mauvaise

1. Interférence de deux signaux entre eux. Dans le cadre du microscope, on désigne par diaphonie le
manquement des composants du système à faire en sorte que chaque canal d’acquisition ne prenne en compte
que les évènements issus de sa modalité d’imagerie associée.
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isolation des canaux de la carte d’acquisition du système. Notre projet requiert que le seuil

de diaphonie soit négligeable devant le signal moyen des différentes modalités. Il est possible

de mesurer ce seuil, mais nous avons préféré observer directement son impact sur un premier

échantillon de corde vocale. La figure 5.5 présente les images d’une corde vocale de porc

(spécimen 28). Les trois modalités données par le microscope sont exposées en parallèle avec

une coupe histologique colorée à l’hématoxyline et à l’éosine (H&E). On remarque que les

images mettent en valeur des parties différentes de la corde vocale. Par exemple, les flèches

pointent sur la figure vers l’épithélium. Cette couche est beaucoup plus claire que le reste du

tissus en confocal, alors qu’elle est absente de l’image en génération de seconde harmonique.

De la même manière, la lamina propria supérieure située juste sous l’épithélium est majori-

tairement sombre en confocal, alors qu’elle est très lumineuse en F2P. Ces informations nous

invitent à penser que le niveau de diaphonie est bas. En revanche, les signaux semblent être

d’intensité similaire pour l’épithélium entre la microscopie confocale et la F2P.

Pour être capable d’en dire plus sur le niveau de diaphonie du système, on s’intéresse en

figure 5.6 à un grossissement de la corde vocale de la figure 5.5, qui nous permet d’observer

plus en détail les structures au niveau cellulaire. On observe sur cette figure que les signaux

provenant de l’épithélium sont effectivement très différents entre la microscopie confocale et

la F2P ; les flèches A pointent vers une zone de plus faible signal en F2P qui correspond à

un maximum en confocal. En revanche, les structures pointées par les flèches B sont très

ressemblantes en F2P et en GSH, et peuvent être dues au recouvrement spectral entre ces

deux modalités. Il convient donc de garder à l’esprit que les zones de faible intensité dans les

modalités non-linéaires peuvent être dues à de la diaphonie.
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Figure 5.5 Images à grand champ de vue de corde vocale porcine (spécimen 28). Les flèches
indiquent l’épithélium de la corde vocale. Les rectangles présentent une zone qui est grossie
et exposée en figure 5.6
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Figure 5.6 Grossissement d’une partie de la corde vocale porcine de la figure 5.5 montrant
l’épithélium et une partie de la lamina propria.
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5.1.4 Rétrodiffusion du signal de seconde harmonique

Dans la section 2.2 de la revue de littérature, la direction de propagation privilégiée

du signal de GSH a été abordée. Sachant qu’une partie du signal de cette modalité qui

revient au détecteur provient de la rétrodiffusion par le milieu environnant, il est possible

que l’épaisseur de l’échantillon imagé influe sur les images obtenues. Pour mettre en évidence

cette rétrodiffusion, on compare sans modifier aucun paramètre du microscope les images

obtenues avec le protocole habituel avec d’autres pour lesquelles on a placé un miroir sur la

lame de l’échantillon. La figure 5.7 montre les deux images obtenues à partir d’une coupe

histologique de 5 µm d’épaisseur. On remarque que le signal est beaucoup plus fort lorsque le

miroir est en place. Si on souhaite simuler le comportement du microscope dans des conditions

proches de l’imagerie in vivo, on note que cette épaisseur de coupe n’est pas suffisante.

Figure 5.7 Comparaison des images de GSH obtenues avec et sans miroir placé sur la lame
de l’échantillon pour une épaisseur de coupe histologique de 5 µm.

La figure 5.8 présente les images obtenues pour la même comparaison avec des coupes de

20 µm d’épaisseur. La différence est beaucoup moins nette qu’avec l’échantillon précédent.

On note même la tendance inverse ; l’image avec miroir est légèrement moins lumineuse que

celle sans. Ce comportement s’explique du fait qu’aucun paramètre du microscope n’a été

modifié entre les deux acquisitions, pas même la profondeur d’acquisition. La pression exercée
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sur l’échantillon par le miroir a pu modifier sa hauteur relative à l’objectif de microscope et

faire sortir le volume focal de la zone meilleure zone d’observation. On peut donc dire que

l’épaisseur de 20 µm se rapproche fortement des caractéristiques que l’on peut obtenir avec

un échantillon épais du point de vue de la rétrodiffusion du signal de seconde harmonique.

Figure 5.8 Comparaison des images obtenues avec et sans miroir placé sur la lame de
l’échantillon pour une épaisseur de coupe histologique de 20 µm.

5.1.5 Imagerie non-linéaire de lames colorées pour l’histologie

Dans cette étude, on souhaite comparer des images de lames colorées pour l’histologie et

des images non-linéaires. Il est nécessaire d’observer la même région d’un échantillon avec les

deux techniques, mais le protocole de préparation des tissus diffère de l’une à l’autre. Une

coloration est nécessaire pour l’image histologique, mais il est préférable d’observer des coupes

non teintés en microscopie non-linéaire pour s’approcher le plus possible des conditions in

vivo. Pour cette raison, les cliniciens qui préparent les échantillons étudiés dans ce projet ont

préparé pour chaque spécimen trois coupes histologiques sérielles. L’une est teintée en H&E,

l’autre au trichrome et la dernière est laissée non teintée. Pour les coupes d’une épaisseur

de 5 µm, les structures sur les différentes coupes sont très proches, mais ce n’est plus vrai

pour des coupes de 20 µm. Trois options s’offrent à nous. On peut chercher à obtenir des
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coupes sérielles d’épaisseur variable chez chaque spécimen (5 µm pour les coupes colorées et

20 µm pour la coupe non teintée) ; de cette manière, on conserve une très grande similarité

des structures tout en utilisant une épaisseur suffisante pour la microscopie non-linéaire.

Alternativement, on peut se contenter de comparer des images présentant des structures

différentes ou faire des images non-linéaire d’échantillons colorés.

Pour choisir quelle option on souhaite utiliser, on teste des images de coupes histologiques

avec des colorations différentes du même échantillon. On laisse de côté rapidement l’imagerie

de lames colorées au trichrome car on constate que les échantillons brûlent avec la puissance

habituelle du laser. On attribue ce comportement à l’absorption trop grande des colorants du

trichrome. Pour les lames colorées au H&E en revanche, on remarque que les signaux sont très

similaires. La figure 5.9 présente une comparaison entre les images non colorées et colorées

au H&E. Le gain des détecteurs a été modifié entre les acquisitions, mais on note une très

grande similitude dans les images obtenues en F2P et en GSH. En microscopie confocale, le

signal est très fort même en dehors de la corde vocale pour l’échantillon non coloré alors qu’il

est nul pour l’échantillon H&E. On n’attribue pas cette différence à la coloration elle-même,

mais au mode de préparation des échantillons qui varie. La coupe colorée est déposée sur la

lame et recouverte d’une lamelle de microscope, alors que la coupe non teintée est laissée

sans lamelle. Il est possible que la lamelle aide à aplatir la tranche de paraffine qui contient

l’échantillon. L’aplanétisme plus fort pour l’échantillon non coloré pourrait générer le signal

observé et expliquer l’image que l’on obtient.

Pour mettre en évidence la corrélation entre les images prises avec différentes techniques,

il est très important de maximiser la proximité des structures imagées. Dans la mesure où

il est très difficile pour les cliniciens d’obtenir des coupes d’épaisseur différentes pour un

échantillon donné, nous avons préféré prendre des images des lames de 20 µm colorés en

H&E.
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Figure 5.9 Comparaison des images non linéaires obtenues avec différentes colorations pour
le même échantillon.



52

5.1.6 Convention pour l’affichage des images non-linéaires

La suite de ce chapitre présente des images non-linéaires colorisées par modalité. Ce

choix a été fait pour accélérer la lecture des résultats. Il a été choisi de convertir les images

en niveaux de gris de chaque modalité en une couleur additive primaire (rouge, vert et bleu)

pour ensuite les regrouper en une image unique. Les différentes couleurs n’ont pas un impact

égal sur la luminance totale d’une image, c’est pourquoi le choix de leur attribution aux

modalités doit être justifié. Dans un premier temps, on souhaite mettre en avant les images

de GSH et F2P par rapport au confocal, car elles présentent un mode de contraste pertinent

pour observer les molécules fibrillaires des cordes vocales. D’autre part, on constate que la

variance des images GSH est pour nos échantillons beaucoup plus importante que celle de la

F2P. Cela implique que beaucoup de sections des images SHG sont noires, et qu’il n’est pas

dommageable aux autres modalités qu’elle soit mise en avant.

Pour connâıtre la relation entre canaux de couleur et luminance, on se base sur un stan-

dard de l’union internationale des télécommunications 2 qui donne la décomposition suivante,

avec L la luminance et (R, V,B) les intensités respectives du rouge vert, et bleu :

L = 0, 299R + 0, 587V + 0, 114B

Sachant que le vert est mis en avant par rapport aux autres couleurs, on y attribue la

GSH. Le rouge vient ensuite et représente donc la F2P dans nos images. Enfin, le signal

confocal apparait en bleu.

5.2 Analyse des images obtenues

Dans le cadre de cette étude, nous avons pu étudier trois populations distinctes de

spécimens : des fétus humains, des porcs et des humains adultes. Les structures qu’il est

possible d’observer sur chaque population sont différentes, et c’est pourquoi nous les séparons

dans le reste de cette section. Pour chaque spécimen étudié, les cliniciens qui ont préparé les

échantillons ont donné des indications sur la position des ventricules et de la lamina propria.

D’autre part, les échantillons ont été marqués avec des gouttes d’encre pour faciliter la co-

localisation entre plusieurs modalités d’imagerie. Quand elles sont visibles, ces marques sont

également indiquées.

2. Standard 1250/50/2 :1 de la recommandation 709-5 du secteur de radiocommunications de l’union
internationale des télécommunications
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5.2.1 Spécimens fétus

Dans le cadre de ce projet, nous avons pu analyser les cordes vocales de deux fétus

identifiés spécimens 2 et 7. Les images obtenues dans les différentes modalités sont dans un

premier temps exposées, ainsi qu’une courte analyse des structures visibles. On s’intéresse

ensuite à tirer des conclusions sur la population au complet. Dans ce cas précis, il est bien

évident que la pertinence de notre analyse est sévèrement limitée par le nombre trop faible

d’échantillons.

Spécimen 2

La figure 5.10 présente en parallèle une image colorée au trichrome, une image H&E, et

la composite des images non-linéaires. On remarque une très grande similarité dans la forme

générale de l’échantillon. La goutte d’encre de colocalisation est superflue, dans la mesure où

il est évident qu’on observe la même région avec toutes les modalités. On observe cependant

sa trace sur l’image composite en microscopie confocale (tâches bleues). L’épithélium est

facilement discerné aussi sur les trois images. Il apparait moins lumineux que la lamina

propria en trichrome et H&E. Dans l’image composite, on le discerne également car la GSH

y est nulle. On discerne aussi les fibres musculaires, plus foncées à l’histologie quelle que

soit la coloration et générant un fort signal de F2P. La lamina s’étend en profondeur entre

l’épithélium et le muscle, il est donc possible de la localiser en microscopie non-linéaire dans

cette direction. En revanche, son extension latérale (sens horizontal sur la figure 5.10) n’est

pas nécessairement très importante, et il n’est pas évident qu’il soit aussi facile de la retrouver

sur les images non-linéaires qu’en utilisant l’histologie.

La résolution offerte par les modalités du microscope non-linéaire permettent d’observer

plus finement la lamina propria et ses alentours. La figure 5.11 présente un grossissement de

cette zone. On peut voir les cellules de l’épithélium dont les noyaux sont très marqués en

microscopie confocale (b) et apparaissent comme un vide de signal en F2P (a). On remarque

que ces deux modalités ne présentent pas les noyaux aux mêmes endroits. On peut attribuer

cette différence aux faits que pendant la même acquisition, les régions imagées dans les

modalités non-linéaires ne sont pas parfaitement à la même profondeur qu’en confocal (voir

section 5.1.1). On voit également sur la figure 5.11 les fibres musculaires (f), dont on peut

déduire leur orientation en se basant sur leur forme dans l’image. Elles sont le plus souvent

normales au plan d’imagerie sur cette figure. Enfin, on note qu’il est possible de voire la

forme des groupements de fibres de collagène en GSH (c).
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Figure 5.10 Spécimen 2 (fétus). Les flèches indiquent le ventricule (v), les marques d’encre
(e), la fausse corde vocale (f) et la lamina propria (lp). Le rectangle présente une zone grossie
en figure 5.11.
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Figure 5.11 Spécimen 2 (fétus). Les flèches indiquent des noyaux de cellules (a et b), du
collagène (c) et des fibres musculaires (f).



56

Spécimen 7

On montre en figure 5.12 une image H&E en vis-à-vis avec la composite non-linéaire.

De la même manière que sur le spécimen 2, on distingue très bien l’épithélium et les fibres

musculaires. Sur l’histologie, on distingue une grande variation de la densité de noyaux cellu-

laires. La région notée (n) est très dense alors que la région notée (lp) l’est beaucoup moins.

On retrouve bien cette variation sur l’image composite. La zone (n) apparait plus bleutée. Le

spécimen 7 est intéressant car on peut l’observer sur un champ de vue suffisant pour étudier

les différences entre la lamina propria et les autres régions de la corde vocale à profondeur

égale. On remarque que les régions périphériques sont beaucoup plus chargées en collagène,

à l’exception de la zone (n) qui est remplie de cellules.

Figure 5.12 Spécimen 7 (fétus). Les flèches indiquent le ventricule (v), les marques d’encre
(e), la lamina propria (lp) et une région très dense en noyaux cellulaires (n). Le rectangle
présente une zone grossie en figure 5.13.

La figure 5.13 montre des noyaux cellulaires (a), des fibres musculaires (f) et du collagène

(c) qui sont visibles de la même manière que sur le spécimen 2. On remarque aussi dans le

coin inférieur droit le début de la zone à grande concentration en noyaux cellulaires.
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Figure 5.13 Spécimen 7 (fétus). Les flèches indiquent des noyaux de cellules (a), du collagène
(c) et des fibres musculaires (f).

Conclusions sur les spécimens fétus

D’après les comparaisons faites ici, il semble qu’il soit possible de faire la différence entre

la lamina propria et les régions adjacentes en regardant l’image composite issue du micro-

scope non-linéaire. Ce résultat est important, mais la difficulté réelle pour l’observation des

structures internes des cordes vocales consiste à différentier les sous-couches de la lamina pro-

pria. Ces dernières ne sont pas encore formées chez le fétus. C’est pourquoi il est nécessaire

d’observer d’autres populations de spécimens.

5.2.2 Spécimens porcins

Dans le cadre de cette étude, trois spécimens porcins identifiés 23, 28 et 88 ont été

identifiés. On présente ici les images obtenues pour le spécimen 28. La littérature indique que

deux sous-couches de la lamina propria sont visibles chez cette population.
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Spécimen 28

La figure 5.14 présente une coupe histologique colorée en H&E et une image composite

du spécimen porcin 28. On trouve sur l’histologie les indications données par des cliniciens

de la position des deux couches de la lamina propria. Au lieu de reproduire ces marques

sous formes de flèches sur l’image composite, il a été choisi de définir deux zones qui leur

correspondent. Kurita et al. (1983) indique que la couche supérieure (lps) est relativement

pauvre en élastine et en collagène, et que la couche inférieure (lpi) est encore plus pauvre en

élastine mais fournie en collagène. Qualitativement, on observe bien une augmentation de la

quantité de signal de GSH dans la zone (lpi) par rapport à la zone (lps) qui correspond à

une augmentation de la quantité de collagène, mais il est difficile de se prononcer à propos

du contenu en élastine.

Figure 5.14 Spécimen 28 (porc). Les flèches indiquent l’encre (e), la lamina propria inférieure
(lpi) et supérieure (lps).

Si on souhaite quantifier réellement les variations de densité de collagène et d’élastine,

il faut revenir aux principes physiques des signaux de F2P et GSH. Si on suppose que la
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puissance du laser d’illumination ne varie pas pendant une session d’imagerie, et que la

forme des impulsions reste également stable dans le temps, alors le signal de fluorescence à

deux photons obtenu au détecteur pour un pixel est directement proportionnel à la quantité

de molécules qui fluorescent dans le volume focal de l’objectif, pondéré par la section efficace

de leur transition de fluorescence à deux photons. Dans la mesure où l’élastine est la source

dominante de ce type de fluorescence dans les cordes vocales pour une illumination à 800 nm,

on peut supposer qu’il y a une relation de proportionnalité entre l’intensité au détecteur et le

taux d’élastine dans le volume focal. Si on ajoute à nos hypothèses la linéarité du détecteur

et de l’électronique de la carte d’acquisition, alors l’intensité des images est proportionnelle

à la densité d’élastine.

Pour mesurer les variations du taux d’élastine, il est donc possible d’extraire du pro-

gramme de traitement des images une mosäıque en niveaux de gris en F2P en prenant

garde à conserver une correction gamma unitaire pour ne pas perdre la linéarité de la rela-

tion précédente. Il faut ensuite sélectionner dans cette image les régions indiquées en figure

5.14, et obtenir la valeur moyenne d’intensité de ces zones. On utilise pour cela la fonction

d’histogramme du programme ImageJ car elle nous permet d’obtenir une information sur

l’écart-type de la distribution d’intensité. Les résultats obtenus sont affichés en figure 5.15.

On remarque que la valeur moyenne d’intensité est plus élevée pour la couche profonde que

pour la couche médiane, même si la différence n’est pas statistiquement significative car les

écarts-types sont élevés. Ce résultat va à l’encontre de la littérature en indiquant qu’il y a

plus d’élastine dans la couche profonde que supérieure.

Figure 5.15 Histogrammes de la F2P des deux régions marquées (lpi) et (lps) en figure 5.14.

La question de la génération de seconde harmonique est plus difficile à étudier quantitati-

vement car il s’agit d’un processus cohérent. Si la taille des fibres de collagène est constante

ainsi que leur espacement au sein d’un groupe de fibres et que la taille du volume focal est

négligeable devant la longueur de cohérence du signal de GSH, alors l’intensité du signal
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de seconde harmonique pour un pixel doit évoluer comme la racine de la fraction du vo-

lume focal occupé par les fibres. Ces hypothèses sont extrêmement difficiles à vérifier, et il

n’est donc pas souhaitable de tenter d’interpréter le signal mesuré en terme de quantité de

collagène dans le volume focal. Une autre approche, utilisée par Strupler (2008), propose

d’évaluer la surface de la corde vocale qui contient du collagène. Cette technique est pos-

sible si on suppose que les groupes de fibres sont désordonnés, ce qui semble raisonnable

en observant une image de microscopie électronique d’une corde vocale extraite du larynx

et donc sans tensions internes (Hirano (1977)). Pour l’appliquer, une image est extraite de

la même manière que précédemment avec une correction gamma unitaire. Elle est rendue

binaire avec un seuil choisi à partir du bruit de fond. On mesure pour cela l’histogramme

d’une région de l’image sans échantillon pour connâıtre la valeur moyenne de l’intensité et

celle de l’écart-type. On place le seuil trois écarts-types au dessus du bruit de fond de sorte à

en exclure la majorité (99,8 %). Le ratio de l’image blanche dans les deux régions correspond

maintenant directement à fraction de surface couverte par le collagène. Nos mesures donnent

une couverture de 18,82 % dans la couche supérieure et 51,76 % dans la couche profonde.

Ce résultat confirme avec un fort taux de confiance notre analyse qualitative. Il correspond

également avec la littérature en indiquant que le collagène est plus présent dans la lamina

propria profonde que supérieure.

Conclusions sur les spécimens porcins

L’analyse des spécimens porcins montre un bon degré de cohérence avec la littérature pour

le taux de collagène en fonction des sous-couches de la lamina propria, mais la rejette pour

le taux d’élastine sans que ce résultat soit statistiquement significatif. On note que l’analyse

quantitative confirme ce qui est visible à l’oeil sur les images. D’autre part, on remarque que

les deux sous-couches sont différentiables en observant uniquement l’image composite issue

du microscope non-linéaire.

5.2.3 Spécimens humains adultes

Sept spécimens humains adultes différents ont été observés pendant cette étude (identifiés

46,48,49,65,67,70 et 75). Par souci de concision, on ne détaille pas ici les images issues de

chacun des spécimens étudiés.
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Figure 5.16 Spécimen 67 (humain). Les flèches indiquent l’encre (e), le ventricule (v), la
lamina propria inférieure (lpi), médiane (lpm) et supérieure (lps).

Spécimen 67

On trouve en figure 5.16 la comparaison entre une image H&E du spécimen 67 et une

image composite issue du microscope non-linéaire. L’encre (e) et le ventricule (v) sont présents

sur les deux images. De même que pour les échantillons porcins, des zones relatives aux

trois sous-couches de la lamina propria ont été tracées sur l’image composite à partir des

indications des cliniciens. Suivant le modèle d’Hirano (1975), la couche supérieure contient

peu d’élastine et peu de collagène, la couche médiane se démarque par sa forte concentration

en élastine et la couche profonde par un taux de collagène élevé. La couche supérieure est

également décrite comme hypocellulaire. Hors, en observant l’image H&E, on reconnait dans

la lamina propria supérieure une teinte bleutée donnée par des noyaux de cellules. D’autre

part, on voit une bande à forte concentration de collagène sur l’image composite (qui apparait

très verte) au niveau de la moitié inférieure de la lamina propria supérieure (lps). Il est

possible que ces phénomènes soient des effets secondaires du traitement que le patient a reçu

juste avant que les cordes vocales soient extraites, comme par exemple une intubation.

Outre ces incompatibilités avec le modèle d’Hirano qui ne sont pas le fait de la microscopie

non-linéaire, il est toujours possible de faire une analyse quantitative de la manière présentée

pour l’étude du spécimen porcin 28. Les histogrammes de l’image F2P de correction gamma

unitaire sont présentées en figure 5.17. On remarque que la couche supérieure présente une

valeur moyenne légèrement supérieure à la couche médiane, ce qui correspond à la littérature

tout en n’étant pas statistiquement significatif. En revanche, la couche profonde montre plus

d’élastine que la couche médiane, toujours sans écart statistiquement significatif.

Pour la GSH, l’image de correction gamma unitaire présente un bruit de fond de valeur
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moyenne 2,01 et d’écart-type 5,12. Avec ces valeurs, le seuil entier à trois écarts-types est de

18. Ce seuil induit une fraction occupée par le collagène de 10 % dans la couche supérieure,

8,9 % dans la couche médiane et 32,9 % dans la couche profonde. Ces résultats correspondent

bien avec la littérature et avec nos observations qualitatives. s

Figure 5.17 Histogrammes de la F2P des régions marquées (lpi), (lpm) et (lps) en figure
5.16.

Spécimen 70

Le spécimen 70 (figure 5.18) présente un intérêt particulier car l’histologie en H&E montre

que la lamina propria ne contient que très peu de cellules, comme c’est le cas chez les humains

adultes sains. En revanche, on remarque que la sous-couche supérieure est fragmentée sur

l’histologie ; des bandes blanches qui ne sont pas présentent sur un patient sain la traversent

(repère b sur la figure 5.18). Enfin, on remarque également des acini 3 (repère a sur la figure

5.18) qui trahissent la présence de glandes sécrétrices. Ces dernières ne sont normalement

pas présentes dans la vraie corde vocale.

Sans faire de mesure quantitative, on remarque qu’il y a plus de collagène dans la couche

profonde que dans la couche médiane. D’autre part, il y a plus d’élastine dans la couche

médiane que dans la couche profonde. La composition de la couche supérieure défie le modèle

d’Hirano car on y trouve beaucoup de collagène. Cependant, vu que son état ne semble pas

parfait, il est plus prudent d’incriminer l’échantillon plutôt que les résultats d’Hirano (1975)

pour cette variation.

3. Variété d’unité sécrétrice exocrine de forme sphérique appendue à un canal excréteur d’une glande.
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Figure 5.18 Spécimen 70 (humain). Les flèches indiquent l’encre (e), le ventricule (v),
des parties de l’échantillon fragmentées (b), des acini (a), la lamina propria inférieur (lpi),
médiane (lpm) et supérieure (lps).

Conclusion sur les spécimens humains adultes

Bien que seuls deux échantillons aient été présentés dans cette section, les conclusions qui

suivent sont valables pour tous les autres spécimens. Dans un premier temps, on note qu’il est

très facile de retrouver la structure macroscopique d’un échantillon observé à l’histologie sur

les images non-linéaires. C’est ce qui permet en particulier de reproduire avec confiance les

indications données par les cliniciens sur les images composites. D’autre part, les sous-couches

indiquées par les cliniciens sont toujours différentiables sur l’image composite. En revanche,

les variations de concentrations de collagène et d’élastine ne correspond pas toujours aux

indications données par la littérature.
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5.3 Imagerie d’échantillons épais

Dans la partie précédente, nous avons montré que la microscopie non-linéaire est ca-

pable de faire des images de coupes histologiques non colorés comparables à celles obtenues

par microscopie grand champ d’échantillons colorés. Sachant que le contraste étant obtenu

uniquement avec les molécules naturellement présentes dans les cordes vocales et que la mi-

croscopie non-linéaire peut faire des images en profondeur dans les tissus, elle se présente

comme un candidat intéressant pour faire des observations in vivo des cordes vocales. Cepen-

dant, il y a beaucoup de chemin à parcourir pour aller de coupes histologiques non colorées

à l’imagerie in vivo. L’objet de cette section n’est pas de présenter une liste exhaustive des

défis à relever pour y parvenir, mais plutôt de présenter les conditions dans lesquelles il est

possible de faire des images de cordes vocales entières.

La première différence entre l’imagerie d’une coupe histologique et celle d’une corde vocale

entière est liée au axes de l’image. Un des axes d’une coupe histologique correspond à la

direction de la profondeur tandis que l’autre est latéral. Au contraire, les images obtenues

sur des échantillons entiers sont dites “en face”, c’est que tous les points sont pris à une

profondeur approximativement égale dans l’échantillon. Il est donc nécessaire de faire une pile

virtuelle avec les images obtenues à différentes profondeurs pour observer les différentes sous-

couches de la lamina propria. D’autre part, bien qu’il soit possible de descendre en profondeur

dans l’échantillon pour faire des images, la profondeur de pénétration de la microscopie non-

linéaire est de l’ordre d’une centaine de microns. Il n’est donc pas possible d’avoir accès à

la lamina propria en dehors de la sous-couche supérieure. Enfin, si on souhaite comparer

les images obtenues en microscopie non-linéaire avec d’autres modalités d’imagerie, il est

nécessaire comme pour les coupes histologiques de mettre en place des marqueurs pour la

colocalisation. Pour tester la faisabilité du marquage de colocalisation, nous avons obtenu

dans un abattoir 4 un larynx de porc (figure 5.19) que nous avons préparé pour l’imagerie. Une

lame de scalpel a été utilisée pour relocaliser les images non-linéaires obtenues par rapport

à la partie B de la figure 5.19.

La figure 5.20.A présente un assemblage tridimensionnel à très grand champ de l’échantillon

étudié. On note qu’il a été possible de retrouver la lame de scalpel. Cela n’a pas été facile

cependant à cause du sectionnement optique du microscope. Il a été nécessaire de prendre

des images à beaucoup de profondeurs différentes dans le tissus pour retrouver la pointe du

scalpel. Les deux zones entourées en rouges représentes les endroits où des piles en profondeur

en GSH (figure 5.20.B) et F2P (figure 5.20.C) ont été acquises.

4. Abattoir L G Hebert & fils, 428 rue Hebert, Ste-Helene-de-Bagot, QC
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Figure 5.19 Corde vocale entière de porc utilisée pour l’imagerie. A : Cordes vocales extraites
du larynx. Sont indiqués la fausse corde (fc), le ventricule (v) et la vraie corde (vc). B :
Corde vocale en position sur la lamelle de microscope. Une lame de scalpel (s) sert pour la
localisation
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Figure 5.20 A : Image en microscopie confocale de la corde vocale de porc vue en figure 5.19.
On retrouve le ventricule (v), la fausse et la vraie corde vocale (fc et vc respectivement), une
bulle d’air (b) et la pointe de la lame de scalpel (s). Barre d’échelle : 500 µm. Les flèches (gsh)
et (f2p) indiquent les points d’acquisition des piles B et C en GSH et F2P respectivement.
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Chapitre 6

CONCLUSION

I have always wished for my computer to be as easy to use

as my telephone ; my wish has come true because I can no

longer figure out how to use my telephone.

Bjarne Stroustrup

À la lumière des connaissances théoriques et des résultats exposés dans les chapitres

précédents, nous tirons ici des éléments de réponse pour évaluer la capacité de la microscopie

non-linéaire à imager les cordes vocales. Dans un premier temps, tous les travaux effectués et

les résultats qui ont étés obtenus sont résumés. On décrit ensuite les limitations de la solution

proposée avant de tracer un plan de marche pour la poursuite du projet.

6.1 Synthèse des travaux

Dans ce projet, un microscope non-linéaire a été conçu pour faire des images à grand

champ de vue de cordes vocales. L’illumination et la détection se font du même côté de

l’échantillon (épi-illumination) pour répondre aux besoins de l’imagerie de tissus épais. De

cette manière, le microscope a permis de s’approcher des conditions d’imagerie in vivo. L’his-

tologie a été choisie comme technique de référence pour comparer les résultats obtenus, car

c’est celle que les chercheurs utilisent actuellement pour caractériser la structure des cordes

vocales. Le microscope a donc été également conçu pour faire des images de coupes histo-

logiques. Pour être capable de retrouver les mêmes structures sur les différentes modalités,

il est nécessaire que le champ de vue des images non-linéaires soit du même ordre que celui

de l’histologie. Une fonction qui permet d’acquérir et de reconstruire automatiquement des

mosäıques d’images a donc été implémentée dans le microscope.

Les échantillons histologiques diffèrent des tissus épais sur plusieurs points comme la

coloration (H&E, trichrome, . . . ) et l’épaisseur. Pour évaluer l’impact de la coloration, des

coupes sérielles de cordes vocales avec et sans teinture ont été obtenues auprès de l’équipe

du Pr. Hartnick au Massachusetts Eye and Ear Infirmary, Harvard Medical School. Par

l’expérience, on a remarqué que les coupes colorées à l’hématoxyline et à l’éosine donnent

des images très proches de celles sans coloration. D’autre part, des échantillons d’épaisseurs
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variables ont été observés pour évaluer l’influence de la taille de la coupe sur les images non-

linéaires obtenues. On a constaté que 20 µm est une épaisseur suffisante pour s’approcher du

comportement d’un échantillon épais.

Il a été vérifié que les images non-linéaires de coupes histologiques s’approchent des

résultats obtensibles sur des échantillons épais non-traités pour l’histopathologie. Il a donc

été possible d’étendre les informations obtenues des coupes histologiques à tous les types

d’échantillons. La suite de cette étude a consisté à vérifier si les images non-linéaires contiennent

autant d’informations pertinentes du point de vue médical que leurs équivalents histologiques.

Sachant que l’histopathologie est une discipline médicale à part entière, il a été convenu de

faire appel à des spécialistes pour analyser les échantillons de cordes vocales étudiées et ex-

traire l’information d’intérêt. Notre étude s’est concentrée sur la distinction des sous-couches

de la lamina propria, car ces structures jouent un rôle important dans la phonation et sont

très difficiles à identifier. Pour tous les échantillons étudiés, les différentes zones marquées

par l’équipe du Pr. Hartnick ont présenté des différences statistiquement significatives dans

les modalités non-linéaires, traduites en quantités de collagène et d’élastine.

Pour chaque population étudiée, on a ensuite vérifié si les différences observées corres-

pondent aux variations de concentrations de protéines fibreuses que décrit la littérature.

Les résultats statistiquement significatifs ont fait état d’une bonne correspondance avec les

recherches menées par Hirano. Cependant, on a remarqué également beaucoup de cas qui

contredisent la littérature, bien que généralement avec un seuil de signification faible.

Ayant vérifié que les informations contenues dans les images non-linéaires sont perti-

nentes, on s’est tourné vers la possibilité de l’imagerie in vivo. Les défis à relever pour y

parvenir sont nombreux et hors du cadre de ce projet de recherche. Une manipulation a été

menée avec un échantillon porcin pour étudier la possibilité d’identifier la fausse et la vraie

corde vocale avec les modalités non-linéaires. On a montré que la fonction d’imagerie à grand

champ du microscope permet de créer une mosäıque contenant les deux cordes vocales. Il a

été possible de se localiser sans faire appel à des modalités extérieures, et donc d’observer

spécifiquement ces régions d’intérêt.

6.2 Limitations de la solution proposée

Avant de pouvoir utiliser la microscopie non-linéaire pour l’imagerie des cordes vocales

in vivo, il reste à surpasser certaines limitations inhérentes à ce type d’imagerie. La première

est la profondeur de pénétration. Bien que des valeurs de l’ordre du millimètre aient été

obtenues dans le cerveau, la limite de pénétration dans les cordes vocales est plutôt de

quelques centaines de microns, du fait de la présence de chromophores tels que l’hémoglobine.
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L’observation non-invasive de ce tissu est donc limitée à l’épithélium et à la sous-couche

superficielle de la lamina propria.

D’autre part, l’imagerie endoscopique in vivo requiert un taux de rafraichissement des

images élevé pour s’affranchir des déplacements naturels entre la sonde et l’échantillon,

comme ceux causés par la respiration. Des efforts importants doivent être apportés sur la

vitesse d’acquisition du système actuel, limitée à quatre images par seconde, pour répondre

à ce besoin.

L’imagerie endoscopique présente d’autres difficultés du point de vue du système optique.

Il est nécessaire de créer une sonde de petit diamètre à travers laquelle les impulsions du laser

puissent se propager sans être trop modifiées. Il est également nécessaire de trouver un moyen

de focaliser avec une grande ouverture numérique le laser au bout de la sonde pour que la

conversion non-linéaire se fasse avec une bonne efficacité.

Enfin, avant de pouvoir utiliser cette technique de microscopie sur des patients, des études

supplémentaires sur les dangers liés à l’utilisation de lasers ultrarapides doivent être menées.

Certains appareils médicaux utilisant des lasers femtosecondes ont déjà été autorisés par

la Food and Drug Administration 1, mais il reste encore à définir dans quelles conditions

l’imagerie de tissus épithéliaux est possible sans risque.

Du point de vue de la comparaison entre l’histologie et la microscopie non-linéaire, le

caractère cohérent du processus de génération de seconde harmonique est un problème. Les

variations d’intensité visibles sur les images ne reflètent pas directement les changements de

concentration des fibres de collagène dans les tissus. Il s’agit plutôt d’une interaction complexe

entre la proximité des fibres, leur taille et leur orientation. Il n’est donc pas possible pour le

moment de faire d’observation quantitative de la densité de collagène dans les tissus à partir

des images de génération de seconde harmonique.

6.3 Améliorations futures

Au cours de ce projet de recherche, différentes directions possibles pour la microscopie

non-linéaire des cordes vocales sont apparues. L’imagerie in vivo bien sûr, mais il semble

également que les recherches fondamentales menées sur les cordes vocales puissent profiter

des avantages offerts par les modalités non-linéaires en complément des techniques histolo-

giques. Cette section présente quelques-unes des améliorations possibles pour chacune de ces

applications.

1. Par exemple, le laser Microkeratome de la société Surgical Instrument Engineering
(http ://www.accessdata.fda.gov).
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6.3.1 Partie logicielle

On présente ici tout d’abord des remarques générales quant à la conception des logiciels

conçus pour ce projet de recherche, avant d’aller dans le détail de leurs fonctionnalités.

Dans un premier temps, on remarque que le logiciel du microscope contrôle la puissance

du laser envoyé dans l’échantillon. Bien que cela ne soit généralement pas le cas, les logiciels

contrôlant du matériel dangereux ne devraient pas fonctionner sur des systèmes d’exploitation

classiques, mais sur des environnements dits “temps réel” qui peuvent garantir des temps

de traitement finis pour les requêtes internes aux programmes. Implémenter le logiciel de

contrôle du microscope sur une telle plateforme est une amélioration intéressante.

D’autre part, il serait possible d’implémenter des “tests unitaires” dans chacun des lo-

giciels utilisés pour aider à la détection d’erreurs dans la programmation. Cette pratique

consiste à ajouter au code du logiciel des fonctions qui testent son bon fonctionnement et

permettent de minimiser le risque de bogues.

Logiciel de traitement des images

Sur les mosäıques de grande taille que l’on trouve dans ce mémoire, un effet de quadrillage

est visible. Il est dû à une perte de puissance du faisceau laser aux angles élevés dans le

système optique (phénomène de vigneting), et peut être compensé si il est assez faible en

utilisant l’information redondante dans les zones de superposition des images.

D’autre part, l’algorithme de visualisation des volumes 3D doit être amélioré pour per-

mettre des visualisations de meilleure qualité. Dans la version actuelle du logiciel, chaque

image prise par le microscope est affichée comme une texture sur un plan dans l’espace

tridimensionnel. Cette approche n’est pas bonne quand on souhaite observer des volumes

d’imagerie sous différents angles. Pour intégrer la dimension de la profondeur du volume

focal d’imagerie, il faut utiliser la technique de “lancer de rayons”. Les pixels des images sont

alors considérés comme des “voxels”, ou éléments de volume.

Enfin, le logiciel de visualisation souffre de ralentissements importants lorsque des grandes

mosäıques d’image sont chargées (surfaces de l’ordre du gigapixel). Cela est dû au fait que

la quantité d’information à afficher dépasse la taille de la mémoire graphique disponible sur

l’ordinateur. Il est possible de résoudre ce problème sans augmenter la limite de mémoire de la

carte, mais plutôt en ne chargeant qu’un sous-ensemble des données disponibles. L’algorithme

du choix du sous-ensemble n’est pas simple à implémenter, mais on peut trouver des exemples

proches facilement (Google Maps ou Microsoft DeepZoom).
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Logiciel de contrôle du microscope

Dans sa version actuelle, le logiciel de contrôle du microscope ne présente pas à l’utili-

sateur les mosäıques reconstruites, mais seulement la dernière image pour chaque modalité.

L’affichage des mosäıques est une amélioration possible.

D’autre part, si on souhaite que le logiciel puisse être déployé facilement sur différents

systèmes d’imagerie, un effort de modularité supplémentaire doit être fait dans sa program-

mation. Une version parfaitement modulaire pourrait être proposée comme projet à code

source libre. Une plateforme logicielle similaire existe déjà. Il s’agit du programme HelioS-

can 2, basé sur LabView.

6.3.2 Partie matérielle

Pour répondre aux besoins de l’imagerie in vivo, nous avons discuté à la section précédente

la nécessité d’augmenter la vitesse d’acquisition du microscope non-linéaire. Les miroirs gal-

vanométriques sont les points limitants dans le montage de ce point de vue. Remplacer un

de ces miroirs par un polygone rotatif est une solution possible.

Nous avons également vu que le caractère cohérent de la génération de seconde harmo-

nique est un frein pour quantifier la densité de collagène dans les tissus. Une méthode pour

modifier la polarisation du laser pourrait offrir une solution pour obtenir de l’information

quant à l’orientation des fibres de collagène en plus de leur quantité.

Pour faciliter l’acquisition des mosäıques à grand champ, il serait intéressant d’ajouter

une caméra à grand champ au montage actuel. En observant l’image de l’échantillon obtenue

par cette caméra, l’utilisateur pourrait choisir facilement la zone qu’il souhaite observer avec

les modalités non-linéaires.

Enfin, si on souhaite se diriger vers l’endoscopie, le système optique doit bien sûr être

modifié pour faire des images à travers une sonde de petit diamètre. Le montage doit aussi

répondre aux besoins de l’imagerie clinique : être transportable et satisfaire aux conditions

de sécurité liées aux appareils médicaux.

2. https ://wiki-bsse.ethz.ch/display/HSC/HelioScan+Home
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