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La tomographie par cohérence optique, plus communément appelée par son acronyme anglais
OCT (optical coherence tomography ), est une technique d’imagerie non invasive des milieux biologiques,
a résolution micrométrique, dont I'impact le plus remarquable concerne 'ophtalmologie. LOCT
« plein champ » est une approche originale de 'OCT, inventée par les auteurs de cet article, qui
est désormais disponible commercialement. Apres avoir exposé le principe de ’OCT plein champ,
nous détaillerons ses performances en soulignant les avantages et les inconvénients par rapport
a POCT classique. Les potentialités de cette technique seront illustrées par quelques exemples
d’applications dans les domaines de I’embryologie, la biologie du développement, 'ophtalmologie
etla cancérologie. Enfin, nous présenterons différentes extensions de |'OCT plein champ, exploitant
la biréfringence des tissus ainsi que leurs propriétés spectroscopiques et élastiques.Les mouvements
des structures intracellulaires dans les tissus fraichement prélevés peuvent également constituer une

source de contraste complémentaire pour |'imagerie par OCT plein champ.

L’OCT est fondée sur 'interféromé-
trie en lumiere polychromatique dite
faiblement cohérente. Dans cette in-
troduction, nous citons différentes
variantes de POCT. Classiquement,
IOCT produit des images en coupe
axiale (mode B comme en imagerie
échographique), la dimension trans-
verse de I'image étant obtenue par
balayage d’un faisceau lumineux et la
dimension axiale (la profondeur) en fai-
santvarier ladifférence de marche dans
Pinterférometre. Depuis son invention
au début des années 1990 [1],’OCT a
connu de nombreux développements.
Dans ’OCT spectrale (ou OCT de
Fourier), le balayage de la différence de
marche est remplacé par une mesure
du spectre du signal interférométrique,
ce qui conduit a une réduction spec-
taculaire du temps d’acquisition [2].
L’OCT en lumiére polarisée, capable
de révéler les propriétés optiques de

biréfringence, apporte des informa-
tions supplémentaires sur la structure
etla composition des tissus [3]. LOCT
Doppler, permettant de mesurer des
vitesses de déplacement,a ouvertlavoie
al’étude des écoulements sanguins de
tres petite vitesse [4]. Par 1'analyse de
la variance du speckle présent dans les
images d'OCT, on peut réaliser des
cartographies angiographiques a haute
résolution des tissus [5]. OCT plein
champ est une approche conceptuel-
lement différente de ’OCT classique
qui utilise comme détecteur une ca-
méra matricielle (CCD ou CMOS).
Des images en coupes transverses
sont obtenues sans balayage a partir
d’une combinaison d’images interfé-
rométriques acquises au moyen d’'un
microscope interférométrique éclairé
par une source de lumiére de faible
cohérence, initialement une source de
lumiere thermique (lampe halogene)
[6] et plus récemment une diode élec-
troluminescente (LED) [7].

Le dispositif expérimental de TOCT
plein champ (figure 1) est basé sur un
interféromeétre de Michelson avec un
objectif de microscope placé dans cha-
cun des deux bras, configuration dite
de Linnik. Le systéme d’illumination
représenté ici est une lampe halogene
a filament de tungstene. A cause du
spectre tres large de cette lumiere, des
interférences se produisent a condition
que la différence de marche dans l'inter-
férometre soit trés proche de zéro. La
longueur du bras de référence de I'inter-
férometre détermine, au niveau de I'ob-
jet aimager, une tranche d’épaisseur Az
fixée parlalargeur du spectre delasource
lumineuse. Seule la lumiére réfléchie
par les structures de I'objet situées dans
cette tranche crée des interférences. Ces
structures peuvent étre imagées si 'on
parvientaextraire 'amplitude du signal
d’interférence. Pour cela, on combine
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plusieurs images interférométriques
déphasées entre elles grace al'oscillation
du miroir de référence [6]. On obtient
ainsi par calculs, ala cadence de quelques
hertz, 'image d’une fine tranche dans
I'objet, orientée transversalement.

La résolution transverse des images
d’OCT plein champ est similaire a celle
des images fournies par un micros-
cope, soit environ 1 pm. En OCT tra-
ditionnelle, la résolution transverse est
largement inférieure car une grande pro-
fondeur de champ est requise pour pro-
duire des images orientées axialement
sans réajuster la mise au point. Notons
que des images transverses peuvent
également étre obtenues en OCT tradi-
tionnelle en balayant un faisceau spatia-
lement cohérent dans le plan transverse
[8]. La résolution transverse peut alors
atteindre celle de I'OCT plein champ.

En OCT, la résolution axiale est in-
dépendante dela résolution transverse ;
elle est déterminée par la largeur du
spectre de la source de lumiere. Dans
notre cas, le spectre effectif est limité
par la réponse spectrale de la caméra.
Ce spectre est centré ici a la longueur
d’onde A = 0,8 pm et présente une lar-
geur a mi-hauteur AA = 300 nm. La ré-
solution axiale, donnée par la formule

- o2

nm \AA
vautalors Az = 0,7 pm lorsquel'objet est
constitué d’eau essentiellement (indice
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Dans I'interférométre de Michelson, le faisceau lumineux émis par la source est di-
visé en deux par une interface semi-réfléchissante (séparatrice). Apres |'aller-retour
dans les deux bras de l'interférometre, les faisceaux sont recombinés et interferent.
L'intensité lumineuse résultante dépend de la différence de trajet optique dans
les deux bras (différence de marche). On fait varier la différence de marche en
déplagant|'un des miroirs. Si la lumiére est monochromatique, I'intensité détectée
varie sinusoidalement. Si la lumiére est blanche (spectre large), les interférences
sont observables seulement au voisinage de la différence de marche nulle. La plage
sur laquelle se produisent les interférences correspond a la longueur de cohérence
de la lumiere, grandeur inversement proportionnelle a la largeur spectrale.

Interférométre de Michelson

Source
lumineuse
Miroir L
mobile Séparatrice
S Détecteur
h
y
st Miroir fixe

de réfraction n = 1,33). L'utilisation
d’objectifs a immersion a eau permet
de maintenir la résolution axiale au
cours de l'exploration en profondeur
deI'objet en maintenant la méme dis-
persion chromatique dansles deux bras
de I'interférometre. Avec une simple
lampe halogéne ou une LED large
bande, la résolution est identique a
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Miroir de
référence
oscillant

au moyen d'une source de
/ lumiere incohérente. Les
images tomographiques
(coupes transverses) sont
calculées a partir d’'images
interférométriques,
enregistrées par une
caméra matricelle (CCD ou
CMOS), et déphasées entre
elles grace a P'oscillation
du miroir de référence
induite par un systeme
piézoélectrique (PZT).

Lumiére monochromatique
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celle obtenue en OCT a balayage avec
un laser émettant des impulsions de 5
femtosecondes. Le spectre d’'une source
thermique ou d'une LED est plus lisse,
ce qui évite les artefacts dansles images
résultant de la présence d'oscillations
dans I'enveloppe de interférogramme.

Finalement, 'OCT plein champ
offre une résolution spatiale isotrope
d'environ 1 pm sans avoir recours,
comme en microscopie confocale, a
des objectifs de microscope de tres
grande ouverture numérique qui li-
mitent 'imagerie en profondeur a
cause des aberrations optiques.

La sensibilité de détection et la dy-
namique de 'OCT sont capitales pour
réaliser des images dans la profondeur
des milieux biologiques malgré la dif-
fusion importante de la lumiére. Les
performances de I'OCT plein champ
dépendentessentiellementdela capacité
de charge des pixels de la caméra, C’est-
a-dire du nombre de photoélectrons
pouvant étre stockés dans le « puits » de
chaque pixel. La faiblesse de cette capa-
cité de charge (10° 2 10°) peut étre com-
pensée par 'accumulation de plusieurs
images. Une sensibilité de 'ordre de
90 dB peut étre atteinte (un coefficient
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de réflexion de 10” soit 90 dB est équiva-
lenta un miroir qui, recevant un milliard
de photons, n’en réfléchirait qu'un seul).
La caméra matricielle utilisée en OCT
plein champ permet acquisition du
signal en paralleéle par des millions de
pixels a la cadence vidéo. Toutefois, le
temps d’acquisition de chaque pixel est
considérablement pluslong que dansla
technique d'OCT abalayage ot1le temps
d’acquisition par pixel, tres bref, évite le
brouillage éventuel du signal d’interfé-
rence a cause des mouvements. Ces der-
niers peuvent seulement engendrer des
distorsions dans I'image, corrigeables
numériquement apres ’acquisition.
Malgré une plus grande sensibilité aux
mouvements de 1'objet, TOCT plein
champ présente un avantage certain : sa
tres haute résolution spatiale obtenue
avec une source de lumiere simple. En
outre,’OCT plein champ évitele recours
aun systeme de balayage de faisceau lu-
mineux. UOCT plein champ constitue
une alternative avantageuse a 'OCT a
balayage pour les applications d’ima-
gerie tridimensionnelle a trés haute ré-
solution spatiale de la structure interne
d’objets biologiques quasi-statiques.

Applications de POCT
pﬁaln champ

Les examens histologiques sont tres
courants en biologie et en médecine.
Ils nécessitent une préparation parfois
longue et délicate de I'échantillon avant
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I'observation au microscope. Une co-
loration est généralement nécessaire
pour apporter du contraste a I'image.
L’OCT plein champ peut étre utilisée
pour effectuer des examens histolo-
giques beaucoup plus rapidement, sans
préparation deI'échantillon et sans uti-
liser d’agent de contraste. A partir d’'une
pile d’images en coupe, on peut ensuite
calculer des coupes selon des orienta-
tions quelconques. Des images en trois
dimensions peuvent également étre
produites avec une résolution spatiale
proche de celle de'histologie standard.
Nous avons utilisé 'OCT plein champ
pour des études dans le domaine de
I'embryologie. On peut voir sur la figure
2un exemple d’'images réalisées chez le
tétard de grenouille africaine Xenopus
Laevis. L’'animal (ex vivo) était placé
dansune solution de DPBS (Dulbecco’s
phosphate buffered saline) pour conserva-
tion, et une pile de 500 images tomo-
graphiques a été enregistrée avec un
pas de 0,5 pm. Diverses structures, no-
tamment les noyaux et membranes de
cellules, sont révélées. Cet animal mo-
deéle des batraciens pour la biologie du
développement a été tres utilisé pour
démontrer les performances de 'TOCT
a haute résolution.

L’embryon de souris est un modele
de choix pourl’étude du développement
des mammiferes. La figure 3 montre des
images d'un embryon 4gé de 6,5 jours.
L’OCT plein champ s’est avérée étre un
outil précieux pour I’étude, de maniere

Figure 2. Images tomographiques réalisées dans la téte du tétard de grenouille africaine Xenopus
Laevis (in vitro). L'axe Z est I'axe optique de I'objectif de microscope. Les images sont prises sous
forme de piles de coupes transverse (XY). A partir de ces piles, nous reconstituons d'autres coupes,
ici dans le plan YZ. La résolution isotrope de 1 micrometre de 'OCT plein champ permetla
visualisation de structures cellulaires. Différents stades de la mitose peuvent étre observés. Extrait
de: A. Dubois, A.C. Boccara, Full-Field OCT, Medecine Sciences 22, 859-864 (2006).

c

Figure 3. Images d’'un embryon de souris
agé de 6,5 jours. A. Coupe histologique
observée au microscope de Nomarski. B.
Image tomographique obtenue par OCT
plein champ a partir d’'un embryon entier
sans préparation. C. Image 3D de la cavité
proamniotique reconstruite a partir d’'une
pile d’images tomographiques (comme
'image B). Extrait de : A. Dubois, A.C.
Boccara, Full-Field OCT, Medecine Sciences 22,
859-864 (2006).

non invasive, des mécanismes régissant
I’établissement de ’axe antéro-posté-
rieur [9]. Outre un gain en temps consi-
dérable, 'OCT plein champ a permis
d’éviter tout risque d’endommager ou
de déformer 'embryon.

Nous avons réalisé des images par
OCT plein champ des différents élé-
ments constitutifs des segments anté-
rieurs et postérieurs de I'ceil de diverses
especes animales (rat, lapin, chat et porc)
[10]. Un exemple d’'images de la cornée,
du cristallin et de la rétine de I'ceil de rat
est présenté sur la figure 4. Les échantil-
lons prélevés étaient placés dans un ré-
cipient rempli d’une solution de DPBS.
Dans la cornée, on peut discerner les
cellules épithéliales. Les membranes
de Bowman et de Descemet sont vi-
sibles, ainsi que la structure du stroma
contenant des kératocytes. Notons que
le contour irrégulier de la membrane
basale résulte vraisemblablement d’'un
endommagement de I'échantillon lors
du transport. Dans le cristallin, la cap-
sule, la couche de cellules épithéliales et
les fibres corticales sont révélées. Enfin,
les différentes couches de la rétine sont
parfaitement identifiables. Le réseau de
fibres nerveuses peut étre visualisé sur
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Figure 4. Images obtenues par OCT plein champ de cornée, cristallin et rétine prélevés dans un ceil
de rat. NFL: couche des fibres nerveuses ; GCL : couche des cellules ganglionnaires ; IPL : couche
plexiforme interne ; INL : couche granulaire interne ; OPL: couche plexiforme externe ; ONL:
couche granulaire externe ; ELM : membrane limitante externe ; PRL : couche des photorécepteurs.
Extraitde : A. Dubois, A.C. Boccara, Full-Field OCT, Medecine Sciences 22, 859-864 (2006).

I'image transverse (XY), ainsi que des cel-
lules ganglionnaires sur la coupe axiale.
L’application au diagnostic « pero-
pératoire » ou a I'analyse des biopsies
dans le traitement du cancer du sein a
fait 'objet de nombreuses études pour
lesquelles le contraste morphologique
des tissus a suffi pour obtenir de tres
bons scores en termes de sensibilité et
enspécificité [11]. A titre ’exemple, lafi-
gure S montre une zone cancéreuse intra
canalaire in situ avec la structure du col-
lageéne qui entoure la zone. Cependant
les cellules cancéreuses sont quasiment
invisibles car ce sont des objets tres
transparents qui rétrodiffusent trés peu
de lumiére ala différence du collagene.
Pour quitter le domaine biomédical et
toucher au domaine de la sécurité nous
avons utilisé 'OCT plein champ pour
imager les empreintes digitales internes
qui se trouvent a plusieurs centaines de
microns sous la surface de la peau, ne
s’érodent pas par frottement ou attaque
chimique et sont infalsifiables [12].
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Extensions de 1'OCT
plein champ

Les propriétés de réflexion et d’ab-
sorption de la lumieére par les tissus
sontla source du contraste des images
d’OCT, révélatrices d’informations

Figure 5. OCT plein champ statique (A) et OCT plein champ dynamique (B) d’'une tumeur

morphologiques. Nous avons déve-
loppé une extension a I'OCT plein
champ pour mesurer également la
biréfringence, une propriété optique
qui se traduit par une modification
de la polarisation de la lumiere [13].
Ce mode de contraste apporte des
informations supplémentaires sur la
structure et la composition de1'objet.

La profondeur pouvant étre explorée
par POCT est déterminée par les phé-
nomenes de diffusion et d’absorption
de la lumiere. La diffusion diminue
rapidement quand la longueur d’onde
augmente depuis le visible jusqu’a
I'infrarouge. L’absorption dans les
milieux biologiques est dominée par
diverses bandes de résonance. Dans le
proche infrarouge, autour de 0,8 pm,
I’absorption est relativement faible. La
diffusion est alors le mécanisme d’at-
ténuation largement prédominant. A
des longueurs d’ondes plus grandes,
au-dela de 2 pm, Pabsorption parI'eau
devient prédominante. Des études com-
paratives, dans les milieux fortement
diffusants tels que la peau, ont montré
une meilleure pénétration autour de
la longueur d’onde de 1,3 pm plutdt
que 0,8 pm, mais avec une résolution
réduite [14]. Cest pourquoinous avons
développé des dispositifs I’OCT plein
champ multispectraux pour imager
dans plusieurs bandes spectrales dis-
tinctes. En utilisant une seule source
de lumiére de tres large spectre (lampe
halogeéne) et deux caméras différentes
dontuneayantun capteur en arséniure

47

intra canalaire in situ. L’activité métabolique apporte un contraste cellulaire exploité en
OCT plein champ dynamique. Images LLTech et Institut Gustave Roussy. Sur le sujet
cancer, voir les nombreuses images sur le site : heep://www.lltechimaging.com
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de gallium indium (InGaAs) dont la réponse spectrale se si-
tue entre 0,9 pm et 1,7 pm, des images d'OCT plein champ
peuvent étre acquises simultanément aux longueurs d'ondes
centrales de 0,7 pm et 1,2 pm [15]. Avec une seule caméra
InGaAs a réponse spectrale étendue dansle visible, nous avons
démontré la possibilité d'acquérir des images dans 3 bandes
spectrales centrées a 635 nm, 870 nm et 1170 nm [16].

Toujours a la recherche de nouvelles formes de contraste
qui puissent enrichir les images morphologiques fournies
parI'OCT plein champ, mentionnons les mesures des pro-
priétés élastiques des tissus : la carte d’élasticité peut étre ob-
tenue en statique par corrélation 3D [17] en dynamique en
mesurant la vitesse des ondes de cisaillement [18] avec une
caméra ultrarapide ou par des méthodes de corrélation liées
al’'utilisation de'opérateur de renversement temporel [19].

En ce qui concerne le diagnostic peropératoire, nous
avons pu tirer parti du fait que les cellules ont encore une
activité métabolique (qui se maintient de quelques heures
a une journée selon les tissus) pour enregistrer la dépen-
dance temporelle des signaux de chaque pixel du champ
d’observation. Les structures comme le collagene ou les
axones sont fixes a I’échelle du temps d’enregistrement (de
I'ordre dela seconde), aussi les mouvements des structures
intracellulaires comme les mitochondries ou des vésicules
peuvent-ils étre enregistrés. Dans la représentation de la
zone cancéreuse de la figure 5, l'intensité est liée a la puis-
sance du signal, tandis que la couleur et sa saturation sont
liées a la fréquence du signal et a son spectre [20].
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