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Description

Titre de l'invention : Procédé d’estimation d’une distribution

spatiale tridimensionnelle de fluorescence, a I’intérieur d’un objet.

[0001]

[0002]

[0003]

[0004]

[0005]

Domaine technique
Le domaine technique de I’'invention est la localisation tridimensionnelle de zones

fluorescentes dans un objet.
ART ANTERIEUR

L’imagerie de fluorescence est une technique permettant de localiser des marqueurs
fluorescents dans un corps humain ou animal. Une des principales applications est la
localisation de marqueurs fluorescents, ou fluorophores, ces derniers ciblant des
cellules d’intérét, par exemple des cellules cancéreuses. Le protocole consiste a injecter
ces marqueurs dans I’organisme avant un examen par imagerie de fluorescence. Parce
qu’elle permet d’acquérir une image indiquant la localisation des différentes zones
cancéreuses, I’imagerie de fluorescence constitue un complément utile, voire une al-
ternative, a 1’utilisation de traceurs radioactifs.

Dans le domaine de la microscopie, une difficulté dans la reconstruction de la fluo-
rescence est la distribution spatiale de I’indice de réfraction de 1’échantillon, qui peut
ne pas €tre uniforme, en particulier lorsque 1’échantillon est un tissu biologique réelle.
En effet, les échantillons biologiques présentent des inhomogénéités d’indice de ré-
fraction, par exemple au niveau des parois ou des autres structures cellulaires
(membrane lipidique, noyau). Dans les milieux de cultures, de telles inhomogénéités
apparaissent a I’interface entre les cellules et le milieu de culture.

Une solution, visant a limiter 1’influence de la non-uniformité des indices de ré-
fraction, consiste a utiliser un agent clarifiant. Ce dernier peut €tre un solvant dé-
truisant des membranes. Un tel procédé permet d’obtenir des images de fluorescences
en 3D qui ne souffrent pas de la non-uniformité de 1’indice de réfraction. Cependant, le
recours a un agent clarifiant est invasif et de fait ne permet pas un suivi, dans le temps,
d’un échantillon.

L’inventeur propose une méthode de reconstruction de la distribution spatiale de
fluorescence dans un échantillon, ne nécessitant pas le recours a un agent clarifiant. Il
s’agit d’un procédé€ non invasif, n’affectant pas 1’intégrit€ de 1’échantillon. Le procédé
décrit ci-apres permet de prendre en compte une distribution spatiale non homogene
d’indices de réfraction mesurée, cette dernicre étant supposée connue. Elle peut par
exemple étre préalablement obtenue en mettant en ceuvre une tomographie optique de

diffraction.

Exposé de l'invention



[0006]

[0007]

[0008]
[0009]

Un premier objet de 1’invention est un procédé de reconstruction d’une distribution

spatiale de fluorescence, tridimensionnelle, a I’intérieur d’un objet, I’objet étant sus-

ceptible d’émettre une lumicre de fluorescence sous ’effet d’une illumination dans une

bande spectrale d’excitation, 1’objet étant discrétisé en voxels objet, de telle sorte que :

chaque voxel objet est susceptible d’émettre une lumicre dans une bande
spectrale de fluorescence ;
la distribution spatiale de fluorescence définit une intensité d’émission de

lumiere de fluorescence dans chaque voxel objet;

le procédé comportant les étapes suivantes ,

a) disposition de I’objet face a un capteur d’image, le capteur d’image étant
configuré pour former une image dans un plan focal objet, le plan focal objet
étant configuré pour s’étendre successivement en différentes profondeurs dans
I’objet ;

b) illumination de I’objet dans la bande spectrale d’excitation, et acquisition
successive de plusieurs images élémentaires, le plan focal objet s’étendant res-
pectivement aux différentes profondeurs de 1’objet, chaque image étant
définie selon des pixels, a chaque pixel correspondant une valeur d’intensité
mesurée, les images élémentaires formant une image acquise ({) tridimen-
sionnelle, chaque pixel d’une image élémentaire formant un voxel image de
I’image acquise ;

¢) initialisation de la distribution spatiale de fluorescence ;

d) prise en compte de la distribution de fluorescence initiale ou résultant d’une
itération précédente ;

e) assignation d’une valeur aléatoire de phase a chaque voxel objet, et mise en
ceuvre d’un algorithme de propagation de la lumiere a travers I’objet, de facon
a estimer une amplitude complexe de I’onde lumineuse détectée par chaque
voxel image ;

) répétition de W fois de I’étape ), W étant un entier positif, de facon a
obtenir, en chaque voxel image, W estimations d’amplitudes complexes ;

g) en chaque voxel image, a partir des W estimations résultant de 1’étape f),
calcul d’une intensité reconstruite, I’ensemble des intensités reconstruites pour
chaque voxel image formant une image reconstruite ;

h) formation éventuelle d’une image différentielle, I’image différentielle cor-
respondant a une comparaison entre 1’image reconstruite et I’image acquise ;
1) assignation d’une valeur aléatoire de phase a chaque voxel image de
I’image acquise résultant de 1’étape g) ou de I’image différentielle résultant de
I’étape h), et mise en ceuvre d’un algorithme de rétropropagation de la lumicre

a travers 1’objet, de fagon a obtenir, dans chaque voxel objet :



[0010]

[0011]

[0012]

[0013]

[0014]

[0015]
[0016]

. une amplitude complexe d’émission de fluorescence correspondant a
I’image reconstruite résultant de 1’étape g) ;

. ou une amplitude complexe différentielle d’émission de fluorescence
correspondant a I’image différentielle résultant de 1’étape h) ;

— j) répétition de W’ fois de I’étape 1), W’ étant un entier positif, de facon a
obtenir, pour chaque voxel objet, W’ estimations d’amplitudes complexes cor-
respondant a ’image reconstruite ou W’ estimations d’amplitudes complexes
différentielles correspondant a I’image différentielle ;

— k) a partir des W’ estimations résultant de 1’étape j), calcul, en chaque voxel
objet, d’une intensité d’émission ou d’une intensité d’émission différentielle ;

- 1) mise a jour de la distribution spatiale de fluorescence dans 1’objet a partir de
I’intensité d’émission ou de I’intensité d’émission différentielle calculée dans
chaque voxel de 1’objet lors de 1’étape k) ;

- m) réitération des étapes d) a 1) jusqu’a I’atteinte d’un critere d’arrét des
itérations.

Selon un mode de réalisation, le procédé comporte, a chaque itération, les étapes

suivantes :

i-bis) assignation d’une valeur aléatoire de phase a chaque voxel image de

I’image acquise lors de b) et mise en ceuvre d’un algorithme de rétropro-

pagation de la lumiere a travers 1’objet, de facon a estimer, dans chaque voxel

objet, une amplitude complexe d’émission de fluorescence correspondant a

I’image acquise ;

. j-bis) répétition de W’’ fois de I’€tape i-bis), W’ €tant un entier positif, de
facon a obtenir, pour chaque voxel objet, W’ estimations d’amplitudes
complexe d’émission de fluorescence correspondant a 1’image acquise ;

. k-bis) a partir des W’ estimations résultant de I’étape j-bis), calcul d’une
intensité d’émission, en chaque voxel objet, correspondant a I’image acquise;

le procédé étant tel que lors de 1’étape 1), la mise a jour est effectuée a partir d’un

ratio calculé pour chaque voxel objet, entre I’intensité d’émission correspondant a

I’image acquise et I’intensité d’émission correspondant a 1’image reconstruite.

Lors de chaque répétition de 1’étape i-bis), la valeur de phase assignée a chaque voxel
image de I’image acquise peut correspond a la valeur de phase assignée au méme voxel
image de I’image reconstruite lors d’une €tape 1) de la mé€me itération.

Lors de chaque étape k-bis), pour chaque voxel objet, I’intensité d’émission peut étre
calculée a partir d’'une moyenne des W’ intensités d’émission estimées, pour ledit
voxel objet, lors de chaque étape i-bis).

Selon un mode de réalisation,

- lors de I’ étape h), I’image différentielle est une différence quadratique entre



I’image reconstruite et I’image acquise ;

- chaque étape i) comporte une obtention, dans chaque voxel image, d’une
amplitude complexe différentielle, calculée a partir de I'image différentielle ;

- I’étape k) comporte un calcul d’une intensité d’émission différentielle, en
chaque voxel objet, correspondant a I’image différentielle calculée en h) ;

- lors de I’ étape 1), 1a mise a jour de la distribution spatiale de fluorescence dans
I’objet est effectuée de maniere a minimiser I’intensité d’émission diffé-
rentielle des voxels objets.

[0017] De préférence,

[0018] - lors de chaque étape g), pour chaque voxel image, I’ intensité reconstruite est
calculée a partir d’une moyenne du carré des modules des W estimations
d’amplitudes complexes, pour ledit voxel image, lors de chaque étape e) ;

- lors de chaque étape k), pour chaque voxel objet, I’intensité d’émission est
calculée a partir d’une moyenne du carré des modules des W’ estimations am-
plitudes complexes d’émission de fluorescence, pour ledit voxel objet, lors de
chaque étape 1).

[0019]  Selon une possibilité :

[0020] - lors de chaque étape e), une longueur d’onde est assignée a chaque voxel
objet, dans la bande spectrale de fluorescence, la longueur d’onde étant
assignée de facon aléatoire ou selon une distribution de probabilité prédé-
terminée ;

- lors de chaque étape 1), une longueur d’onde est assignée a chaque voxel
image, dans la bande spectrale de fluorescence, la longueur d’onde étant
assignée de facon aléatoire ou selon une distribution de probabilité prédé-
terminée.

[0021]  Lors de I’étape e) et lors de 1’étape 1), I’algorithme de propagation de la lumiere peut
mettre en ceuvre un algorithme de propagation unidirectionnel, de type méthode de
propagation de faisceau, de facon a déterminer une lumiere se propageant a travers un
voxel a partir de la lumiere se propageant a partir d’un voxel adjacent. L’indice de ré-
fraction de 1’objet peut varier entre deux voxels objet différents. L’algorithme de pro-
pagation de la lumiere prend alors en compte une variation de 1’indice de réfraction
entre deux voxels objet adjacents.

[0022]  Un deuxieme objet de I'invention est un dispositif d’observation d’un objet, le
dispositif comportant :

[0023] - un capteur d’image, configuré pour former une image dans un plan objet, la

distance entre le capteur d’image et le plan objet étant variable ;

- une source de lumiere, configurée pour illuminer un objet ;

- une unité de traitement, configurée pour recevoir des images acquises par le
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[0029]

[0030]
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[0033]
[0034]

[0035]

[0036]

[0037]

capteur d’image, et mettre en ceuvre les étapes c) a 1) d’un procédé selon le

premier objet de I’invention.
Un troisieme objet de ’invention est un support d’enregistrement, lisible par un or-

dinateur ou pouvant étre connecté a un ordinateur, le support d’enregistrement étant
configuré pour mettre en ceuvre les étapes ¢) a m) d’un procédé selon le premier objet
de I’invention a partir d’images formées par un capteur d’image en différentes pro-
fondeurs dans un objet..

L'invention sera mieux comprise a la lecture de 'exposé des exemples de réalisation

présentés, dans la suite de la description, en lien avec les figures listées ci-dessous.

FIGURES

La [Fig.1A] représente un exemple de dispositif permettant une mise en ceuvre de
I’invention.

La [Fig.1B] montre un autre exemple de dispositif permettant une mise en ceuvre de
I’invention.

La [Fig.2] schématise les principales étapes d’un procédé selon I’invention.

La [Fig.3] illustre 1’acquisition d’images en profondeur, dans 1’objet, et la formation
d’une image tridimensionnelle.

La [Fig.4] schématise un algorithme de propagation de faisceau a travers I’objet.

La [Fig.5A] représente une coupe d’un objet utilis€ pour effectuer des essais expé-
rimentaux.

La [Fig.5B] montre un résultat de I’application de I’algorithme de propagation de
faisceau a travers 1’objet.

La [Fig.5C] montre une coupe d’une image tridimensionnelle de I’objet.

La [Fig.5D] représente une distribution spatiale de fluorescence dans 1’objet,
résultant de la mise en ceuvre du procédé décrit en lien avec la [Fig.2].

La [Fig.5E] montre I’évolution d’un indicateur d’attache aux données en fonction des
itérations de I’algorithme.

La [Fig.5F] montre 1’évolution de I’intensité de fluorescence de la distribution de
fluorescence, cumulée selon la profondeur de 1’objet, au cours des itérations suc-
cessives.

EXPOSE DE MODES DE REALISATION PARTICULIERS

La [Fig.1A] représente un dispositif permettant une mise en ceuvre de ’invention. Le
dispositif comporte une source de lumiere 11, configurée pour illuminer un objet 10.
L’objet est un volume solide prenant la forme d’un gel, que I’on souhaite analyser.
Sous 'effet de I’illumination par la source de lumiere, 1’objet émet une lumiere
d’émission. La source de lumiere €émet une lumiere d’illumination 12 dans un bande

spectrale d’illumination. Une partie de la lumiere émise par la source de lumicre se
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[0039]

[0040]

[0041]

[0042]

[0043]

[0044]

propage a travers 1’objet. Sous I’effet de I’illumination, I’objet émet une lumicre de
fluorescence 13.

La source de lumiere peut étre une source laser ou une diode €électroluminescente. La
source de lumiere peut étre fibrée, la lumicre émise par la source de lumiere étant
guidée vers 1’objet avec une fibre optique.

L’objet est susceptible de comporter des fluorophores, émettant la lumiere de fluo-
rescence, dans une bande spectrale de fluorescence, lorsqu’ils sont illuminés dans une
bande spectrale d’excitation. Lorsque la bande spectrale d’illumination de la source de
lumicre est comprise dans la bande spectrale d’excitation, I’objet émet la lumiere de
fluorescence dans une bande spectrale de fluorescence. L’analyse de I’objet vise a dé-
terminer la position des fluorophores dans I’objet. Pour cela, on cherche a déterminer
une distribution spatiale tridimensionnelle d’émission de la lumiere de fluorescence a
I’intérieur de 1’objet, de fagon a pouvoir identifier les zones de 1’objet présentant une
concentration élevée de fluorophores.

L’objet est par exemple un tissu biologique, que I’on souhaite analyser afin
d’identifier d’éventuelles singularit€s. L’objectif est d’identifier des concentrations
locales de fluorophores dans I’objet, ces dernicres pouvant étre utilisés pour aider a la
détermination d’un €tat pathologique.

L’objet 10 est discrétisé en voxels, dits « voxels objet ». Chaque voxel objet
correspond a un volume élémentaire de 1’objet. Il peut par exemple s’agir d’un volume
de 100 nmx100 nm a 10 um x 10 um. Au niveau de chaque voxel objet, I’objet a un
indice de réfraction, dans la bande spectrale de fluorescence. L’indice de réfraction
peut étre inhomogene, et varier entre un voxel objet et un autre voxel objet. La non-
homogénéité de I’indice de réfraction est courante lorsque 1’objet est un échantillon
biologique. Dans la suite, chaque voxel objet est désigné par une coordonnée tridimen-
sionnelle ”.

Le dispositif comporte un capteur d’image pixelisé 15, configuré pour former une
image de I’objet. A chaque pixel du capteur d’image est assigné une Le capteur
d’image 15 est couplé a un systeme optique 16, ce dernier permettant de conjuguer un
plan objet, dit plan focal, avec le capteur d’image. Le capteur d’image et le systeéme
optique sont alignés selon un axe optique A. L’ensemble formé par le capteur d’image
et le systeme optique est configuré de fagon que le plan focal puisse étre translaté pa-
rallelement a 1’axe optique A. Le systeme optique peut combiner un objectif et une
lentille de tube. Le capteur d’image peut €tre un capteur de type CMOS. Le plan focal
peut ainsi étre translaté selon différentes profondeurs a I’intérieur de 1’objet.

De facon alternative, le capteur d’image est associé a un diaphragme confocal, ce
dernier permettant 1’observation successive de différentes tranches de 1’objet.

Ainsi, d’une fagon générale, le capteur d’image est configuré pour acquérir des



[0045]

[0046]

[0047]

[0048]

[0049]

[0050]
[0051]

[0052]

images dans différents plans, s’étendant a différentes profondeurs dans 1’objet. L’ objet
est délimité par une surface 10,, formant une interface entre 1’objet et un milieu
ambiant dans lequel s’étend le capteur d’image. Le milieu ambiant est généralement de
I’air. Une profondeur dans 1’objet correspond a une distance par rapport a la surface 10
s» parallelement a I’axe optique A. Le capteur d’image peut étre couplé a un filtre
spectral, par exemple de type passe-bande, de facon a détecter une onde lumineuse
dans la bande spectrale d’émission.

Le dispositif comporte une unité de traitement 20, agencée pour traiter les images
formées par le capteur d’image, de facon a estimer la distribution spatiale, tridimen-
sionnelle, de d’émission de lumiere de fluorescence dans 1’objet.

La source de lumiere est configurée pour émettre une lumicre d’illumination 12, se
propageant a travers I’objet. La lumiere d’illumination s’étend dans un bande spectrale
d’illumination a laquelle I’objet présente une transmittance non nulle. La bande
spectrale d’illumination correspond ou est comprise dans la bande spectrale
d’excitation des fluorophores susceptibles d’€tre présents dans 1’objet.

Une difficulté est que la fluorescence est un phénomene non cohérent. Sous 1’effet
d’une illumination dans la bande spectrale d’excitation, deux fluorophores différents
émettent généralement des ondes lumineuses non cohérentes, formant la lumicre de
fluorescence. Et cela méme si la lumiere d’excitation est cohérente.

Une autre difficulté est la non homogénéité de I’indice de réfraction optique de
I’objet. Dans les méthodes de 1’art antérieur, la distribution spatiale d’émission de fluo-

rescence est obtenue par I’inversion d’une équation de type :
I=PSFxXF (1)
ol

. F correspond a un vecteur dont chaque terme I(r) est I'intensité de fluo-
rescence dans un voxel objet de coordonnée tridimensionnelle 7: cela
correspond a ce que I’on cherche a estimer.

. I est une image de fluorescence formée par le capteur d’image : cela
correspond a une mesure ;

. PSF (Point Spread Function —Réponse impulsionnelle)est une matrice repré-
sentative de la réponse de I’instrument : cette matrice est établie par modé-
lisation et peut étre recalée par des essais expérimentaux.

Une telle formule est valide si I’indice optique est homogene ou peu hétérogene.

L hypothese d’homogénéité de 1’indice optique est acceptable lorsque 1’épaisseur de

I’objet est faible, ou lorsque 1’objet a été préalablement traité par un agent de clari-

fication, permettant une certaine homogénéisation de I’indice optique a I’intérieur de

I’objet. L’agent de clarification est usuellement un solvant, détruisant les membranes

lipidiques voire les noyaux des cellules. Cela permet de réduire des effets de sauts
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[0054]

[0055]
[0056]

[0057]
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[0062]
[0063]

[0064]

d’indice a I’intérieur de 1’objet.
La propagation de la lumiére dans un milieu, entre un voxel objet /" de ’objet et un

pixel " du capteur d’image, est modélisée par :

Ut(r) = | G (r, ryst(r)dr (2)
ol :

. [ 7 ( r') est I’amplitude complexe de I’onde lumineuse au pixel image 1’.

L’amplitude complexe comporte une partie réelle et une partie imaginaire, la
partie imaginaire correspondant au déphasage.

. R r) correspond a une amplitude complexe d’une onde lumineuse, en

I’occurrence une onde lumineuse de fluorescence émise par le voxel objet *
de I’objet a la longueur d’onde 4.

. G (r',r) est une fonction complexe, permettant d’estimer I’amplitude

complexe dans le pixel 7" a partir de chaque voxel objet 7.

La fonction complexe (;* (r, #') décrit le transport de la lumire entre Petr' Elle
est obtenue par résolution de 1’équation de Helmholtz :
AU (¥ +47T2;1;U"‘(r’) = -5(r) (3)

ol 4 est I’opérateur Laplacien et " est I’indice de réfraction complexe.

L’expression (3) décrit la propagation d’une onde lumineuse cohérente, mono-
chromatique. Elle est mise en ceuvre dans des procédés de reconstruction de I’art
antérieur.

L’intensité mesurée par le pixel d’un capteur d’image situé a la coordonnée ', est
telle que :

1(Fy=Rre | E{U' (YUY () )dr (4)

ol E désigne I’opérateur espérance mathématique et * désigne 1’opérateur complexe
conjugué. L’ intégration selon la longueur d’onde 4 permet une prise en compte d’une
certaine largeur spectrale de 1I’émission d’une lumiére dans chaque voxel objet ¥, Gé-
néralement, I’émission lumineuse n’est pas monochromatique et s’étend dans une
bande spectrale d’émission, décrite par une distribution probabiliste spectrale .

Chaque terme P/: de la distribution spectrale £ est une probabilité d’émission 2 la

longueur d’onde 4. La distribution spectrale £ est par exemple gaussienne.

L’ utilisation de 1’opérateur espérance mathématique traduit le fait que I’intensité est
mesurée durant une durée longue par rapport a la fréquence de 1’onde lumineuse at-
teignant le pixel. L’intensité mesurée correspond a une moyenne du module de
I’amplitude complexe durant la durée de la mesure, c’est-a-dire la durée de

I’acquisition de 1’image par le capteur d’image.
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En combinant (4) et (2), on obtient :
1(r') =Re [l G'(r. r)G (r. n)ELs (r))5* (ry) 1dadridr, (5)

ol 71 et 2 désignent des voxels objet.

La notation §** () correspond au complexe conjugué de 5 (rs)-

Compte tenu du caractere incohérent de 1’émission de fluorescence, le terme
’ ) AF . .= Fr . . - A . eI .
E[g"(}l)g’ () ] est nul sauf lorsque 7't 2. A1ns1,E[Lgf (r )5 (ry) ]
peut s’ écrire :

E{s'(r))s" (ry) ] =F(r)P'o(ry-1y) (6)

Pfi est la probabilité d’émission a la longueur d’onde 4 préalablement décrite ;

F(ry) estune intensité d’émission de fluorescence dans chaque voxel objet
"1, La distribution # correspond a la distribution tridimensionnelle d’émission
de fluorescence dans I’objet, que 1’on cherche a estimer ;

0 correspond 2 une distribution de Dirac.

La combinaison de (5) et (6) donne :

I(ry=[ P'ZIG}”(r", r)le(r)d,%dr (7)

L’expression (7) correspond a un modele direct, reliant la distribution d’intensités

d’émission £ a Iintensité mesurée au pixel 7. Elle peut étre exprimée selon une forme

matricielle :
I = LF )
ou

[ est un vecteur dont la dimension correspond au nombre de pixels dans
I’image, et dont chaque terme est une intensité de lumiere de fluorescence
émise par le voxel objet ;

L est une matrice de passage, dont chaque terme est 5,4 | ,Af .
p £c, q PAIG(}”,I")‘ ;

F est un vecteur dont la dimension correspond au nombre de voxels, et dont
chaque terme est une intensité de lumiere de fluorescence émise par le voxel

objet ;

Cependant, 1’objet analysé peut étre discrétisé selon un nombre €levé de voxels

objets, par exemple quelques millions, voire dizaines ou centaines de millions. De

méme, le nombre de points de mesure » peut étre du méme ordre de grandeur,

notamment si I’on forme différentes images de 1’objet, comme décrit par la suite. De ce

fait, on ne peut pas établir une matrice de passage L, & chaque longueur d’onde, dont

chaque terme serait égal a p

Af 2, Cela serait trop consommateur de
G, | :

ressources. Par exemple si on considere un nombre de voxels objet 7 et un nombre de

points de mesure I’ égaux a 100 106, une matrice de passage, pour chaque longueur
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d’onde, établie d’apres le modele direct aurait une taille de 100 10° x 100 10¢, ce qui
est difficilement concevable.

L’unité de traitement 20 est configurée pour mettre en ceuvre un procédé de recons-
truction, dont les principales étapes sont schématisé€es sur la figure 2. L’objectif est
d’estimer, par itérations, un vecteur £, dont chaque terme £ (#) correspond a une
intensité d’émission d’une onde lumineuse fluorescente dans un voxel objet 7. # est
une carte de fluorescence de I’objet. La dimension de ¥ correspond au nombre de
voxels objet.

Le procédé comporte tout d’abord des étapes permettant 1’obtention de données
mesurées.

Etape 100 : illumination de 1’objet.

Au cours de I’étape 100, I’objet est illuminé par la source de lumiere 11 dans une
bande spectrale d’illumination. Dans ’exemple décrit, la bande spectrale
d’illumination est une bande spectrale d’excitation d’un fluorophore potentiellement
présent dans I’ objet.

L’ objet peut étre interposé entre la source de lumiere 11 et le capteur d’images 15, ce
qui correspond a une configuration d’acquisition usuellement désignée par le terme
« en transmission ». De facon alternative, comme représenté sur la [Fig.1A],
I’acquisition peut étre effectuée en réflexion, ou rétrodiffusion, la source de lumiere 11
et le capteur d’image 15 étant disposés face a 1’objet.

Selon une autre possibilité, la source de lumiére 11 peut étre mobile par rapport a
’objet au cours de I’acquisition. Par exemple, comme représenté sur la [Fig.1B], la
source de lumiere 11 peut générer un faisceau de lumiere 12 formant une lame
lumineuse étroite, perpendiculaire a 1’axe optique. La source de lumiere peut alors étre
translatée parallelement a 1’objet, de facon a illuminer successivement différentes
couches de I’objet, chaque couche s’étendant de préférence perpendiculairement a
I’axe optique du capteur d’image.

Etape 110 : Acquisition d’images de 1’objet

Au cours de cette étape, on acquiert une ou plusieurs images élémentaires /;....1,...
Iy de ’objet, en différentes profondeurs. La figure 3 schématise une configuration
d’acquisition selon laquelle le plan focal du capteur d’image est successivement
déplacé en différentes profondeurs dans I’objet, ce qui correspond a un mode de réa-
lisation préféré. La source de lumiere reste fixe. Le capteur d’image acquiert autant
d’images que de distances focales, chaque distance focale étant associée a une
profondeur d”? dans 1’objet. On obtient ainsi des images élémentaires /;....1,.. Iy, N
correspondant au nombre d’images élémentaires. Les images élémentaires L. 1, Iy
sont respectivement associées aux profondeurs dy...d,.. .dy. Dans la suite, les images

élémentaires sont combinées pour former une image acquise notée / : il s’agit d’une
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image tridimensionnelle de 1’objet. L’ image acquise est discrétisée en voxels, dits
voxels image /(7 "), chaque voxel image étant un pixel d’une image élémentaire I,
formant I’image acquise /.

De facon alternative, le capteur d’image a une distance focale fixe et il est déplacé
par rapport a I’objet, de facon que le plan focal soit successivement déplacé en dif-
férentes profondeurs dy....d,...dy dans I’objet.

De facon alternative, le capteur d’image reste fixe et on utilise une source de lumiere
émettant la lumiére selon une lame étroite de lumiere. La source de lumiere est ensuite
translatée par rapport a I’objet, de préférence parallelement a I’axe optique. Ainsi, au
cours de chaque illumination, on éclaire une couche de 1’objet parallele au plan focal
du capteur d’image, dont I’épaisseur est inférieure a I’écart entre deux profondeurs
successives d,. ,, 4. Le capteur acquiert une image en chaque position de la source
de lumiere. On forme ainsi successivement différentes images correspondant respec-
tivement a différentes profondeurs de 1’objet.

D’une facon générale, 1’étape 110 vise a obtenir différentes images /1....1,... Iy re-
présentatives de différentes profondeurs de 1’objet d....d,,...dy. Le fait d’acquérir des
images en disposant de plans focaux a différentes profondeurs permet d’obtenir des
images dans lesquels les sources fluorescentes, dans 1’objet, apparaissent de fagon plus
nettes. Cela permet d’obtenir une reconstruction plus précise.

Les étapes qui suivent sont mises en ceuvre par I’unité de traitement 20. Cette
derni¢re comporte un microprocesseur reli€ a une mémoire. La mémoire comporte des
instructions permettant la mise en ceuvre du traitement décrit par la suite. La mémoire
de I’unité de traitement comporte 1’image / acquise lors de 1’étape 110.

Etape 120 : Initialisation

Au cours de cette étape, la distribution spatiale de fluorescence dans 1’objet est ini-
tialisée. Chaque terme F(r) prend une valeur initiale ;) déterminée aléatoirement
ou prédéfinie.

Les étapes 130 a 250 décrites par la suite sont effectuées de fagon itérative.

Les étapes 130 a 150 vise a estimer, en chaque voxel image /', une intensité re-
construite *(y’) en chaque voxel image "’ de I’image acquise /. ¥ est un entier cor-
respondant a chaque rang d’itération. Compte tenu du fait qu’il n’est pas possible de
recourir a un modele direct explicite, tel qu’explicité dans (7), chaque intensité re-
construite J* (l”) est estimée par une approche statistique.

Etape 130 : définition d’amplitudes complexes d’émission dans chaque voxel objet a
partir de la distribution d’émission initiale FO ou d’une distribution d’émission
résultant d’une itération précédente F *.

Au cours de cette étape, le rang de I’itération est incrémenté. On dispose d’une dis-
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tribution de fluorescence F* résultant soit de I’initialisation, soit d’une itération
précédente. L’ objectif des étapes itérations est d’effectuer un mise a jour de la dis-
tribution de fluorescence de facon a obtenir, suite & chaque itération *, une distribution
de fluorescence F*. La distribution de fluorescence F* est définie en chaque voxel

objet ”. Chaque terme F*(y) de la distribution de fluorescence correspond a une

intensité de fluorescence dans le voxel objet 7.

Sous-étape 131 : Assignation de valeurs de phase a chaque voxel objet.

Comme précédemment indiqué, I’émission de fluorescence est un phénomene in-
cohérent. Deux sources de lumiere fluorescentes ponctuelles respectivement disposées
dans deux voxels objet différents émettent respectivement deux ondes lumineuses de
fluorescence non cohérentes, et cela méme si la lumiére d’excitation est une onde
lumineuse cohérente. Afin de tenir compte de la non cohérence des émissions par les
voxels objets, une valeur de phase aléatoire @, | est assignée a chaque voxel objet 7.
W est un rang de répétition décrit par la suite.

Sous-étape 132 : Assignation d’une longueur d’onde

Au cours de cette étape, on assigne une longueur d’onde de fluorescence 4 a chaque
voxel objet. De préférence, la longueur d’onde de fluorescence 4 est assignée en

prenant en compte la probabilité d’émission P}" dans la bande spectrale d’émission,

définie par la distribution de probabilités £, cette derniere étant, dans cet exemple,
considérée comme gaussienne.

La sous-€tape 132 est optionnelle. Elle est mise en ceuvre si 1’on souhaite tenir
compte d’une certaine largeur de la bande spectrale d’émission, ce qui est plus réaliste.

Les sous-étapes 131 et 132 permettent de définir, en chaque voxel objet, une

X

amplitude complexe d’émission de fluorescence 5,

s /L(r) = WejQ)"’ " (8)

L’amplitude complexe d’émission de fluorescence correspond a 1’amplitude

4(F), en fonction de F*, telle que :

complexe d’une onde lumineuse de fluorescence émise dans le voxel objet 7.
Etape 140: Propagation
Au cours de cette étape, on applique un algorithme de propagation de la lumicre

permettant, de modéliser une amplitude complexe d’émission de fluorescence 57, ,(¥),

correspondant 2 une source de fluorescence localisée dans le voxel objet 7. L’onde
lumineuse émise au niveau de chaque voxel objet /' se propage a travers 1’objet 10,
vers le capteur d’image 15.

L’algorithme de propagation est basé sur une propagation d’une onde lumineuse
cohérente, selon les expressions (2) et (3). Un aspect important de 1’invention est que

la prise en compte du caractere incohérent des émissions dans chaque voxel objet est
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effectuée lors de la sous-étape 131 au cours de laquelle une phase aléatoire est assignée
a chaque voxel objet. De méme, la prise en compte du caractere non monochromatique
de I’émission de lumiere, dans chaque voxel, est réalis€e dans la sous-étape 132.

Au niveau de chaque voxel image, on peut estimer une amplitude complexe telle
que :

L‘%:-. A(I”,) = f G (r',r) SL’: Il(r)dr (9)

En tenant compte de la discrétisation de I’objet en voxels objet, cette expression peut
étre €crite sous forme matricielle :

U=Gs, (9)

ol

- U est un vecteur dont chaque terme est u* j( r’) ;
¥, AN

_ S est un vecteur dont chaque terme est 5, ,(7)

— G est une matrice de passage dont chaque terme est égal a G'i (r',r)

L’expression (9°) ne peut pas tre déterminée analytiquement, compte tenu de la
taille trop importante que prendrait la matrice G.

La valeur de i, /2( r'), en chaque voxel image, est approchée en mettant en ceuvre un

algorithme de propagation de type méthode de propagation de faisceau, usuellement
désignée par I’acronyme BPM signifiant Beam Propagation Method. Il s’agit d’un al-
gorithme connu de I’homme du métier, permettant de simuler la propagation de la
lumiere selon un modele de propagation unidirectionnel. L’algorithme de propagation
peut Etre appliqué de proche en proche, de facon a modéliser, dans chaque voxel objet,
une amplitude complexe entrante et une amplitude complexe sortante de I’onde
lumineuse de fluorescence se propageant a travers le voxel.

La figure 4 schématise une mise en ceuvre d’un tel algorithme. Les voxels objet sont
répartis par couches, A chaque couche étant assignée un indice k. & = 1 correspond a la
couche la plus profonde. L algorithme permet de modéliser une propagation de
I’amplitude complexe entre les voxels situés a une profondeur & + 1 de I’objet vers les
voxels situés a une profondeur k de I’objet.

Si:

_ u;k () désigne I’amplitude complexe de I’onde lumineuse incidente a un
voxel objet 7 de la couche £ ;

_ si ui‘;‘: 2’ { r) désigne I'amplitude complexe de I’onde lumineuse se

propageant du voxel objet ¥ de la couche & vers un voxel adjacent de la
couche & + 1, selon une direction de propagation ;

en I’absence d’émission de lumiére de fluorescence dans chaque voxel de la couche &
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SH (y) est telle que :

2emdmi(r) A (10) et
A

v, + - — X~
WS (r) =l ().

o (r) = m{r)-ng (10)

"0 est un indice moyen de I’objet : il est soit mesuré soit prédéterminé. Par exemple,
dans le cas d’un objet biologique, 0 =1.33.

Az correspond a I’épaisseur du voxel 7.

La prise en compte du terme /% ( # ) montre que I’algorithme de propagation permet

une prise en compte d’une variation d’indice de réfraction dans l’objet.

A partir de L,{ ok ( r) obtenu dans (10), on peut estimer lt K relatif au voxel de
rang selon :
X,
U e = Uy g (1) HH (1)

L’expression (1 1) peut €tre exprimée dans le domaine fréquentiel :
TF[M::. ;<+ l(;ﬂ)] =TF[uf (r)]© Hi\- (11 '), T'F désignant I’opérateur

transformée de Fourier,

avece

HZZ(;I) =exp (1772'A< j-,u ) (12)

ol # correspond a une coordonnée ¥ exprimée dans le domaine des fréquences
spatiales.

Lorsque le voxel objet {' comporte une source d’émission de fluorescence $7, (),
W, A

déterminée par la distribution de fluorescence F~, ’expression (11°) devient,

TF[lii A(,)] — TF[ lli: Z(})] ® ng + TF[S:C,(")] (13)
2 ;2 (137)

nO

ol S:‘ /i(i‘) est explicité dans (8) et

On peut ainsi calculer une propagation de l’amphtude complexe (
o e (7) 200 5y (P) 7 () 20 () 7 k() k()
) ol K correspond au nombre total de couches considérées dans le modéle de pro-
pagation BPM. Lorsqu’on atteint la surface de 1’objet 10;, I’onde lumineuse se
propage librement jusqu’au systeme optique, puis du systeéme optique jusqu’au capteur
d’image.

Au cours de cette étape, on estime I’amplitude complexe i, ,(7) de I’onde
lumineuse de fluorescence se propageant, de proche en proche, a travers chaque voxel

de I’objet. L’onde lumineuse Ll ) émanant de chaque voxel de la derniere

=l
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couche de I’objet, est ensuite propagée jusqu’a I’optique, puis jusqu’au capteur
d’image. Dans ce modele, le champ optique émanant de 1’objet résulte uniquement des

sources de fluorescence s;, ,(7) disposées en chaque voxel de I’objet selon la dis-

tribution de fluorescence F~*. Le champ incident a I’objet, ¢’est-a-dire incident a la
couche & = 1, peut &tre considéré comme nul.

Suite a I’étape 140, on dispose d’une estimation de I’amplitude complexe lt; A‘( r) en

chaque voxel image .

Etape 150 : répétition des étapes 130 et 140, W étant un entier désignant le nombre
de répétitions. W est par exemple égal a 1000.

Suite & I’étape 150, on dispose, en chaque voxel image, de W valeurs d’amplitude

complexe y;* ( rl)- Chaque amplitude complexe 1" /i( r') modélise a une onde
w, A v,

amplitude complexe de I’onde lumineuse détectée par le voxel image 5 sachant la dis-

tribution de fluorescence F résultant de 1’itération précédente et sachant les dis-

tributions de phase et de longueur d’onde prises en compte dans les étapes 131 et 132.
Etape 160 : Obtention d’une image reconstruite I

A partir des W valeurs d’amplitude complexe 3" }l( r’), on estime, en chaque voxel

image, une intensité dite intensité reconstruite 7*(y"). L intensité reconstruite est

obtenue 4 partir d’une moyenne des carrés des modules des W amplitudes complexes

i '4(;) résultant de 1’étape 150. Ainsi,

r() = lw) =4 L a7 (14)

L’ensemble des valeurs J* ( r') forme une image reconstruite J*.

Les étapes 130 a 150 permettent d’obtenir, statistiquement, I’image reconstruite J*
telle que

I = LF* (15).

Le symbole ~ signifie « approchant ».

Dans (15), I’image reconstruite [* est exprimée de fagon vectorielle, par conca-

ténation des voxels image” De méme, F~ est exprimée sous forme vectorielle, par
concaténation des voxels objet.

La matrice de passage L n’est pas déterminée analytiquement. Elle est implicite, en
étant approchée par les propagations successivement mises en ceuvre dans 1’étape 140
et dont les résultats sont moyennés lors de I’étape 160. Autrement dit, les étapes 140 a
160 sont équivalentes 2 la définition de la matrice de passage L. On a remplacé une dé-
termination explicite de L par un moyennage de " répétitions des étapes 140 et 150.

Etape 170 : Définition d’amplitudes complexes dans chaque voxel image de 1’image
reconstruite .

Au cours de cette étape, on dispose, en chaque voxel image de I’image reconstruite,
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d’une intensité reconstruite. L’intensité reconstruite, en chaque voxel image,

correspond a [*(') résultant de I’étape 160.

Sous-étape 171 : Assignation de valeurs de phase & chaque voxel image *’ de 1'image

reconstruite.

De fagon analogue a I’étape 131, une valeur de phase aléatoire CDr'Q . estassignée a

chaque voxel image. W’ est un rang de répétition décrit par la suite.

Sous-étape 172 : Assignation d’une longueur d’onde

De fagon analogue a I’étape 132 on assigne une longueur d’onde d’émission a
chaque voxel image. La longueur d’onde d’émission est assignée en prenant en compte
la probabilité d’émission P": dans la bande spectrale d’émission, définie par la dis-
tribution de probabilités £. De méme que la sous-étape 132, la sous-étape 162 est op-
tionnelle.

Les sous-étapes 171 et 172 permettent de définir, en chaque voxel image 7, une
amplitude complexe i, ,{r’) telle que : s (r) = m e’q’r w (1 6) :
Chaque amplitude complexe Lt;:‘,’ /i(r’) est calculée 2 partir de I’image reconstruite J*
résultant de I’étape 160. Chaque amplitude complexe correspond a une amplitude
d’une onde lumineuse détectée dans le voxel image 7.

Etape 180: Rétropropagation

Au cours de cette étape, on applique un algorithme de rétropropagation de la lumiere
permettant de modéliser une rétropropagation d’une onde lumineuse a partir du capteur
d’image, vers chaque voxel objet 7. 11 s’agit de déterminer un ensemble de valeurs

d’amplitudes complexe d’émission de fluorescence s, ,( i"), dans chaque voxel objet,

expliquant chaque amplitude complexe résultant de 1’étape 170.
L’algorithme de rétropropagation est analogue a celui mise en ceuvre dans I’étape

140 : méthode de propagation de faisceau BPM. Il permet d’estimer Sﬁ 4 (l”), telle que
5 (;) = | G*(r ) wl () dr (17)

T, A
ol 1 désigne I’ opérateur Hilbertien.
Suite a la rétropropagation, on dispose, en chaque voxel objet, d’une amplitude

complexe d’émission de fluorescence .. ;(7). Cela revient a effectuer, par modé-

lisation, I’opération matricielle :

st =Gt (18]

N

ou :

- §y. , est un vecteur dont chaque terme est égal 2 une amplitude estimée d’une
onde lumineuse de fluorescence §;, ,{#) émise dans chaque voxel objet ;

S, ; est obtenu par rétropropagation de 7™,
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- U est un vecteur dont chaque terme est égal a une amplitude de fluorescence

détectée dans chaque voxel image ;* (¥}, en se basant sur I'image re-
fa A

construite 7°;

—~ (! est une matrice de passage, dont chaque terme est (37 (r.r').

La matrice de passage G/:H ne peut pas €tre explicitée, car elle serait de taille trop
importante. L’algorithme de rétropropagation permet d’estimer s, ; a partir de {J".

Etape 190 : répétition des étapes 170 et 180, W' étant un entier désignant le nombre
de répétitions. W' est par exemple égal a 1000.

Suite a I’étape 190, on dispose, en chaque voxel objet, de W' valeurs d’amplitudes

complexe d’émission * /:(r’)-

Etape 200 : Estimation d’une intensité d’émission correspondant a I’image re-
construite [*.

A partir des W' carrés des modules des d”amplitudes complexe 57 ,(¥) résultant de

I’étape 190, on peut estimer, en chaque voxel objet, une intensité d’émission de fluo-

rescence S';x (r) correspondant a I’image reconstruite I
X _ 1 X 2 (

Sp(r) =y X fsy ) (19)

La matrice de passage 7.7 n’est pas déterminée analytiquement, mais est estimée par
les propagations mises en ceuvre dans 1’étape 190 et dont les résultats sont moyennés
lors de I’étape 210. Autrement dit, les étapes 180 a 210 sont équivalentes a la dé-
finition de la matrice de passage 7.7. La notation S”;\ ( r) exprime le fait qu’il s’agit
d’une estimation de S{r) a I’itération de rang X effectuée sur la base de I’image re-
construite J*.

Si S';x correspond a un vecteur dont chaque terme est égal a S;x (r),ona:

Sy~ L'T° (20)

et, sachant que I = LF',

Sy~ LTLF* (21)

Les étapes 210 a 240 décrites ci-dessous sont équivalentes aux étapes 170 a 200.
Tandis que dans les étapes 170 a 200, permettent une rétropropagation de 1’image re-
construite [, les étapes 210 a 240 effectuent, selon la méme approche, une rétropro-
pagation de I’image acquise /. Tandis que I’image reconstruite J* résulte d’un al-
gorithme de reconstruction, et correspond donc a une simulation, 1’image acquise /
correspond aux données mesurées.

Etape 210. Définition d’amplitudes complexes dans chaque voxel image 7' de
I’image acquise /.

Sous-étape 211 : Assignation de valeurs de phase a chaque voxel image de ’image
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acquise 1.

De fagon analogue aux étapes 131 et 171, une valeur de phase aléatoire ® - - est
assignée a chaque voxel image f(r”). w" est un rang de répétition.

Sous-étape 212 : Assignation d’une longueur d’onde

De fagon analogue aux étapes 132 et 172, on assigne une longueur d’onde d’émission
A a chaque voxel image. La longueur d’onde d’émission est assignée en prenant en

compte la probabilité d’émission p’i dans la bande spectrale d’émission, définie par la

distribution de probabilités £. La sous-étape 212 est optionnelle.

Les sous-étapes 211 et 212 permettent de définir, en chaque voxel image 7, une
. " " . . I Iq) ”u ¢
amplitude complexe u;," (7} telle que : "y (r) = W) o (22)
Etape 220: Rétropropagation
Au cours de cette étape, on applique un algorithme de rétropropagation de la lumiere

permettant de modéliser une amplitude complexe se propageant a partir du capteur

d’image, vers travers chaque voxel objet 7. 11 s’agit de déterminer un ensemble de

X
W, A

valeurs d’amplitudes complexe d’émission de fluorescence 5, ,(7), dans chaque voxel

objet, expliquant I'image acquise / résultant de I’étape 120.
L’algorithme de rétropropagation est analogue a celui mise en ceuvre dans I’étape

180. Il permet d’estimer 5, (), telle que

s Ar)= 6 oy () ar (23)

"W
ol 1 désigne I’ opérateur Hilbertien.
Suite a la rétropropagation, on dispose, en chaque voxel objet, d’une amplitude

complexe d’émission de fluorescence s, {7} correspondant a I’image acquise /.

e,

Etape 230 : répétition des étapes 210 et 220, étant un entier désignant le nombre

de répétitions. W'’ est par exemple égal a 1000.

Suite & I’étape 200, on dispose, en chaque voxel objet, de W' valeurs d’amplitudes
complexe ;" {F).

Etape 240 : Estimation d’une intensité d’émission correspondant a I’image acquise.

A partir des W " valeurs d’amplitude complexe sy, ,(7") résultant de 1’étape 230, on
peut estimer, en chaque voxel objet, une intensité d’émission 5; () de fluorescence
correspondant a I’image acquise /. L’intensité d’émission peut étre obtenue a partir
d’une moyenne des carrés des modules des W'* amplitudes complexes s ;(7)

résultant de I’étape 230. Ainsi,
Si(ry =y X |5 (0] (24)

W
La notation §; ( r ) exprime le fait qu’il s’agit d’une estimation de §;(r) a I'itération

de rang %, effectuée sur la base de 1’image acquise 1.
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Si S; prend la forme d’un vecteur dont chaque terme est égal a §; (r),ona:
S~ L'1 (25)
Etape 250 : mise a jour

Au cours de 1’étape 250, la distribution de fluorescence F est mise a jour selon

I’expression :

/ \

e g Ll (26)
L' 7

Ainsi, chaque terme g +! (r) est mis a jour de telle sorte que :

1x+1 . — Yy _S;(r)
Fmo(r) F (”)S;\_(,.) (27)

L’opérateur < est « est remplacé par ».

L’expression (26) correspond a une mise a jour par un algorithme de type FMN
(Factorisation en Matrices non Négatives).

Etape 260 : Réitération des étapes 130 a 250. Le critere d’arrét d’itérations peut étre
un nombre d’itérations prédéterminé ou une différence faible entre deux vecteurs
successifs F** avant et apres la mise 2 jour.

Selon une variante, les étapes 170 a 200 consistent non pas a rétropropager I’image
reconstruite J*, mais une image différentielle, représentative d’une comparaison entre
I’image reconstruite /* et I'image acquise . Au cours de I’étape 170, on définit une

image différentielle A I* telle que
A= | - 177 (28)
Les étapes 171 et 172 sont mises en ceuvre de fagon similaire a ce qui a été préa-

lablement décrit, de facon 2 définir, en chaque voxel image *”, une amplitude

complexe, dite différentielle, &, ,{¥") telle que :

w, ,(r) = AL (r) Pty (29)

L’étape 180 préalablement décrite est mise en ceuvre en utilisant, en tant que données

d’entrées, les amplitudes complexes différentielles u, ( r') telles que décrites dans
(29). On obtient ainsi une amplitude différentielle Agii; . qui correspond a une
émission différentielle de fluorescence, en chaque voxel objet, permettant d’expliquer
I’image différenticlle AJ".

L’étape 190 est mise en ceuvre, de fagon a effectuer une répétition de W’ étapes 170
et 180.

L’ étape 200 est effectuée, en effectuant, pour chaque voxel objet, une moyenne

A5 (r) des W’ carrés des modules des amplitudes différentielle AS?‘ ) (r)

On peut ainsi obtenir, en chaque voxel, une intensité différentielle telle que :
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: _Xg o2 ] X 2 .
AS'(ry = a5 =y £ Jasy (n)]” (30)
Selon ce mode de réalisation, les étapes 210 a 240 ne sont pas mises en ceuvre. Lors

de I¢étape 250, la formule de mise a jour consiste a définir une valeur de -+ 1

permettant de diminuer la norme, par exemple la norme L2, du vecteur AS”,
L’algorithme d’optimisation peut étre un algorithme de type descente de gradient. 11
permet de déterminer une distribution de fluorescence F* qui est utilisée lors d’une 1é-
itération des étapes 130 a 200 ainsi que 250.

L’inventeur considere qu’il est préférable qu’une formule de mise a jour de type
FMN soit utilisée.

Quel que soit le mode de réalisation, suite a la derniere itération, on obtient une dis-
tribution d’intensité de fluorescence, correspondant au vecteur F * résultant de la
derniere itération.

On sait qu’une intensité de fluorescence correspond a un rendement de fluorescence
#7(¥) multiplié par une intensité lumineuse d’excitation. L’ intensité lumineuse
d’excitation U, (¥) correspond 2 I’intensité de 1’onde lumineuse d’illumination at-
teignant chaque voxel objet au cours de 1’étape 110. Si U, () est connue en chaque

voxel objet, & partir de chaque terme F* ( 7) du vecteur F*, on peut estimer # ( 7')

selon I’expression :
Lo

7 (r) =1; (,,) \31)

£x

Cela permet d’obtenir une carte de fluorescence 7 dans chaque voxel de I’objet. La
carte de fluorescence est indépendante de 1’illumination. Elle correspond a une quantité
de fluorophore dans chaque voxel objet de I’objet. La carte de fluorescence 7 est un
vecteur défini en chaque voxel objet

L’inventeur a mis en ceuvre le procédé€ décrit en lien avec les étapes 100 a 250, en
utilisant une formule de mise a jour de type FMN.

Les dimensions de 1’objet étaient :

- largeur et longueur selon les axes X et Y : 150 ym ;

- épaisseur selon Z : 200 um ;

— indice optique : 1.33, sauf dans une boule de rayon 30 um centrée en (0, 0, -40
um), dans lequel I’indice est égal a 1.33 + 0.05, I’origine du repere €tant au
centre de I’objet ;

- positions des sources de fluorescence : deux sources ponctuelles en (0, 0, -80
um) et (0, 30, - 80 um) ;

— spectre de fluorescence : distribution gaussienne centrée sur longueur d’onde
de 0.505 pum de largeur spectrale 0.020 pm ;

— maillage des voxels : Ax =0.14 pm ; Ay =0.14 uym ; Az =2 um .
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Des images de fluorescence ont été acquises a différentes profondeurs, selon un pas
spatial Az =2 g : 50 images ont ainsi été acquises selon z = - 100 um a z = O pm.

La figure SA représente la distribution spatiale d’indices de réfraction dans 1’objet.
Sur la figure SA, on a représent€ les deux sources ponctuelles (s) ainsi que la boule de
rayon 30 um induisant une variation d’indice on

La [Fig.5B] représente I’intensité d’une onde lumineuse de fluorescence se
propageant a travers chaque voxel objet. Chaque valeur représentée sur la [Fig.5B]
est:

Uty = 1= g L ) (32)

X -y x, + ]f ’ 1
avec y (ry = i (r) pour chaque couche k< dans I’ objet.

Ll’:‘,? , (r) correspond a I’amplitude d’une onde lumineuse complexe se propageant a
travers chaque voxel de I’objet, u':;,’ /i(r) étant estimé par le modele de propagation

BPM tel que décrit dans I’étape 140. Ainsi, la figure 5B correspond a une coupe, paral-
lelement au plan XZ, de la mise en ceuvre de 1’algorithme de propagation.

La [Fig.5C] correspond a une coupe de chaque image de fluorescence acquise, paral-
lelement a un plan XZ, entre les profondeurs z = - 100 ym a z = 0 um. L’ouverture
numérique du systeme de mesure (capteur + systeme optique) était de 0.4. On observe
que compte tenu de la non uniformité des indices a I’intérieur de 1’objet, la mesure de
fluorescence est décalé selon 1’axe Z. Sur la [Fig.5C], la bande verticale correspond a
la position réelle selon I’axe Z.

La figure 5D représente une coupe d’une distribution d’émission de fluorescence F*
obtenue par FMN apres 20 itérations. On voit que la position des sources en Z est
rétablie par rapport a la position indiquée par les images mesurées. Le procédé permet
ainsi de tenir compte de la non uniformité de 1’indice de réfraction, pour positionner
les sources d’émission de lumiere de fluorescence.

Au cours de chaque itération, on a calculé un critére d’attache aux données ¢, cor-
respondant 2 une différence entre I’image reconstruite (J* = [, F") et 'image acquise
).

e= | 1-LF | 7 (33)

La figure SE montre 1’évolution du critere € (axe des ordonnées) en fonction du rang
* de chaque itération. (axe des abscisses).

Au cours de chaque itération, on a calculé la somme de I’intensité de I’onde
lumineuse dans chaque plan s’étendant parallelement a I’axe Z, entre — 100 um et O

um. I1 s’agit de la somme de chaque terme F “'( r) pour les voxels objet s’étendant selon

la méme profondeur Z. La figure SF représente un profil des intensités pour chaque

couche, au cours de chaque itération. L’axe des abscisses correspond a une coordonnée
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de chaque couche selon I’axe Z et I’axe des ordonnées montre la somme F“( f”) pour

chaque profondeur selon I’axe Z. Lors de I’initialisation, la distribution F* était
homogene, ce qui correspond a la courbe « 0 ». Au fur et a mesure des itérations,
I’intégrale se « pique » sur le plan qui comporte les sources de fluorescence. On a
indiqué le rang d’itérations sur certains profils. Plus les itérations progressent, plus le
profil se pique et tend a se décaler selon 1’axe Z.

L’invention pourra €tre mise en ceuvre sur des tissus biologiques, a des fins d’aide au
diagnostic. Elle pourra €également &tre mise en ceuvre, en microscopie, dans des ap-
plications liées a la culture cellulaire ou a la culture de microorganismes, dans des
milieux de culture, sous réserve d’une transmittance suffisante a I’égard de la lumicre
d’illumination et de la lumiere de fluorescence. Plus généralement, I’invention peut
étre appliquée a 1’analyse d’objets solides, liquides ou prenant la forme de gels, dans le

domaine de I’agroalimentaire ou d’autres domaines industriels.
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Revendications

Procédé de reconstruction d’une distribution spatiale de fluorescence (£
), tridimensionnelle, a I'intérieur d’un objet (10), I’objet étant sus-
ceptible d’émettre une lumicre de fluorescence sous I’effet d’une illu-
mination dans une bande spectrale d’excitation, I’objet étant discrétisé

en voxels objet (1), de telle sorte que :

- chaque voxel objet est susceptible d’émettre une lumicre dans
une bande spectrale de fluorescence ;

- la distribution spatiale de fluorescence définit une intensité
d’émission de lumiere de fluorescence dans chaque voxel

objet;

le procédé comportant les étapes suivantes ,

- a) disposition de 1’objet face a un capteur d’image (15), le
capteur d’image étant configuré pour former une image dans
un plan focal objet, le plan focal objet étant configuré pour
s’étendre successivement en différentes profondeur dans
I'objet (dy....d,...dy);

- b) illumination de 1’objet dans la bande spectrale d’excitation,
et acquisition successive de plusieurs images élémentaires (/4

..z, .Iy), 1e plan focal objet s’étendant respectivement aux
différentes profondeurs de 1’objet, chaque image étant définie
selon des pixels, a chaque pixel correspondant une valeur
d’intensité mesurée, les images élémentaires formant une
image acquise ({) tridimensionnelle, chaque pixel d’une image
élémentaire formant un voxel image de I’image acquise ;

- ¢) initialisation de la distribution spatiale de fluorescence ;

- d) prise en compte de la distribution de fluorescence initiale (

FO, FX) ou résultant d’une itération précédente ;

- e) assignation d’une valeur aléatoire de phase ((Dh ) a chaque
voxel objet, et mise en ceuvre d’un algorithme de propagation
de la lumiere a travers I’objet, de facon a estimer une

amplitude complexe de 1I’onde lumineuse détectée par chaque
voxel image (“’w, ) {(r )) ;
— ) répétition de W fois de I’étape €), W €tant un entier positif,

de fagon a obtenir, en chaque voxel image, W estimations
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d’amplitudes complexes (M:rt L )) ;

g) en chaque voxel image, a partir des W estimations résultant

de I’étape f), calcul d’une intensité reconstruite (/" ( r')),

I’ensemble des intensités reconstruites pour chaque voxel

image formant une image reconstruite (J*) ;

h) formation éventuelle d’une image différenticlle (A "),

I’image différentielle correspondant & une comparaison entre

I’image reconstruite (J*) et I’image acquise (/) ;

1) assignation d’une valeur aléatoire de phase ((13,_'1 W) a

chaque voxel image de 1’image acquise résultant de 1’étape g)

ou de I'image différentielle résultant de I’étape h), et mise en

ceuvre d’un algorithme de rétropropagation de la lumicre a

travers 1’objet, de fagon a obtenir, dans chaque voxel objet :

. une amplitude complexe d’émission de fluorescence
correspondant a I’image reconstruite résultant de
I’étape g) ;

. ou une amplitude complexe différentielle d’émission
de fluorescence correspondant a I’image diffé-
rentielle résultant de I’étape h) ;

j) répétition de W’ fois de I’étape 1), W’ étant un entier positif,

de fagon a obtenir, pour chaque voxel objet, W’ estimations

d’amplitudes complexes (5, ,(r)) correspondant a I’image re-
construite ou W’ estimations d’amplitudes complexes diffé-

rentielles (AS':" }) correspondant a I’image différentielle ;

k) a partir des W’ estimations résultant de 1’étape j), calcul, en
chaque voxel objet, d’une intensité d’émission (S« ( #)) ou
d’une intensité d’émission différentielle ( AS"'(r)) ;

1) mise a jour de la distribution spatiale de fluorescence dans
I"objet (f+* 1y & partir de I’intensité d’émission (S;.\') ou de
I’intensité d’émission différentielle (AS") calculée dans
chaque voxel de I’objet lors de 1’étape k) ;

m) réitération des étapes d) a 1) jusqu’a I’atteinte d’un critere

d’arrét des itérations.

Procédé selon la revendication 1, dans lequel le procédé comportant, a

chaque itération, les étapes suivantes :
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. i-bis) assignation d’une valeur aléatoire de phase (¥, ") a
chaque voxel image de 1’image acquise lors de b) et mise en
ceuvre d’un algorithme de réropropagation de la lumiere a
travers 1’objet, de facon a estimer, dans chaque voxel objet,
une amplitude complexe d’émission de fluorescence cor-
respondant a ’image acquise (‘V;", ,i(f‘));

. j-bis) répétition de W’’ fois de 1’étape i-bis), W’’ étant un
entier positif, de fagon a obtenir, pour chaque voxel objet, W’
estimations d’amplitudes complexe d’émission de fluo-
rescence correspondant a I’image acquise ;

. k-bis) a partir des W’ estimations résultant de 1’étape j-bis),
calcul d’une intensité d’émission, en chaque voxel objet, cor-

respondant 2 I'image acquise (S’ ;(7)) ;

le procédé étant tel que lors de I’étape 1), la mise a jour est effectuée a
partir d’un ratio ( §;(r) ), calculé pour chaque voxel objet, entre
I’intensité d’émission correspondant a I’image acquise et I’ intensité
d’émission correspondant a I’image reconstruite.

Procédé selon la revendication 2, dans lequel lors de chaque répétition
de I’étape i-bis), la valeur de phase assignée a chaque voxel image de
I’image acquise (/') correspond 4 la valeur de phase assignée au méme
voxel image de 1’image reconstruite (J*) lors d’une étape i) de la méme
itération.

Procédé selon la revendication 2 ou la revendication 3, dans lequel lors
de chaque étape k-bis), pour chaque voxel objet, I’intensité d’émission
est calculée a partir d’'une moyenne des W’ intensités d’émission
estimées, pour ledit voxel objet, lors de chaque étape i-bis).

Procédé selon la revendication 1, dans lequel :

- lors de I’étape h), I’image différentielle (A]") est une
différence quadratique entre I’image reconstruite et I’image
acquise (I*) et I’image acquise (f) ;

- chaque étape i) comporte une obtention, dans chaque voxel
image, d’une amplitude complexe différentielle, calculée a
partir de I’'image différentielle ;

- I’étape k) comporte un calcul d’une intensité d’émission diffé-
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rentielle, en chaque voxel objet, correspondant a I’'image diffé-
rentielle calculée en h) ;

- lors de I’étape 1), la mise a jour de la distribution spatiale de
fluorescence dans I’objet est effectuée de maniere a minimiser

I’intensité d’émission différentielle des voxels objets.

Procédé selon I’une quelconque des revendications précédentes, dans

lequel

- lors de chaque étape g), pour chaque voxel image, I’intensité
reconstruite est calculée a partir d’'une moyenne du carré des
modules des W estimations d’amplitudes complexes, pour
ledit voxel image, lors de chaque étape e) ;

- lors de chaque étape k), pour chaque voxel objet, I’intensité
d’émission est calculée a partir d’'une moyenne du carré des
modules des W’ estimations amplitudes complexes d’émission

de fluorescence, pour ledit voxel, lors de chaque étape 1).

Procédé selon I’une quelconque des revendications précédentes, dans

lequel

- lors de chaque étape ), une longueur d’onde est assignée a
chaque voxel objet, dans la bande spectrale de fluorescence, la
longueur d’onde étant assignée de fagon aléatoire ou selon une
distribution de probabilité prédéterminée ;

- lors de chaque étape i), une longueur d’onde est assignée a
chaque voxel image, dans la bande spectrale de fluorescence,
la longueur d’onde étant assignée de fagon aléatoire ou selon

une distribution de probabilité prédéterminée.

Procédé selon I’une quelconque des revendications précédentes, dans
lequel lors de I’étape e) et lors de 1’étape 1), 1’algorithme de propagation
de la lumiere met en ceuvre un algorithme de propagation unidi-
rectionnel, de type méthode de propagation de faisceau, de facon a dé-
terminer une lumicre se propageant a travers un voxel a partir de la
lumiere se propageant a partir d’un voxel adjacent.

Procédé selon la revendication 8, dans lequel

- I’indice de réfraction de 1’objet varie entre deux voxels objet
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différents ;
- I’algorithme de propagation de la lumiere prend en compte
une variation de I’indice de réfraction entre deux voxels objet

adjacents.

Dispositif d’observation d’un objet, le dispositif comportant :

— un capteur d’image (15), configuré pour former une image
dans un plan objet, la distance entre le capteur d’image et le
plan objet étant variable ;

- une source de lumiere (11), configurée pour illuminer un
objet ;

— une unité€ de traitement (20), configurée pour recevoir des
images acquises par le capteur d’image, et mettre en ceuvre les
étapes c¢) a 1) d’un procédé selon 1’une quelconque des reven-

dications précédentes.

Support d’enregistrement, lisible par un ordinateur ou pouvant étre
connecté a un ordinateur, le support d’enregistrement étant configuré
pour mettre en ceuvre les étapes ¢) a m) d’un procédé selon 1’une
quelconque des revendications 1 a 9 a partir d’images formées par un

capteur d’image en différentes profondeurs dans un objet.
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[Fig. 1B]
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[Fig. 3]
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[Fig. 4]
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[Fig. 5B]
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[Fig. 5D]
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