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Abstract
Key-words : hyperspectral imaging, Ćuorescence microscopy, computational imaging,

structured illumination, Hadamard spectroscopy, under-sampling, deep learning

Fluorescence microscopy is a powerful tool to study living organisms that allow to
image objects of microscopic size, from the small living organism (1 to 10 millimetres) to
the cell (10 to 100 micrometres). This type of microscopy allows to produce high contrast
within a dark background with differentiated targeting of the parts of the object being
studied thanks to the use of different Ćuorochromes.

Today, there are many types of microscopes that have been developed to increase the
type of data that can be measured and its resolution (super-resolution, volume micro-
scopy, intrinsic labelling, etc...). These new instruments have increased our capacity to
study living organisms.

In this thesis, we developed a hyperspectral light sheet microscope. This type of ins-
trument allows the measurement of a hyperspectral data cube which corresponds to the
spectra of the Ćuorescence emitted by a sample at any point of the sample. However, a
four-dimensional high-resolution sensor is not available to measure the four dimensions
of the hyperspectral data cube (three spatial dimensions and one spectral dimension).
Nevertheless, the hyperspectral cube can be acquired by scanning the dimensions, but
this will be at the cost of a trade-off between acquisition time and spatial and spectral
resolution.

In order to optimise this trade-off, we have chosen to perform Hadamard spectroscopy,
so as to maximise the amount of signal collected. We also chose to subsample the measu-
rements to reduce the acquisition time. However, measurements obtained by Hadamard
spectroscopy require reconstruction and sub-sampling leads to a loss in resolution. We
have therefore integrated deep learning into our reconstruction algorithms to improve the
quality of the images reconstructed.

During my thesis, I developed two experimental setups based on the concept of com-
putational acquisition by structured illumination. The Ąrst setup allowed us to validate
this concept and thus produce the Ąrst hyperspectral computational microscope by light
sheet. Nevertheless, this set-up has a limited spatial resolution. Therefore, I developed a
second setup based on another method of generating the structured light sheet, I also ad-
ded a convolutional neural network architecture in the image reconstruction algorithms.
Thanks to this approach, we have improved the spatial resolution of our acquisition sys-
tem. Furthermore, the latest version of the experimental setup allows us to structure
the illumination beam along an additional dimension. This would allow us to reduce the
acquisition time by one more dimension.

In future work, it would be interesting to direct the developments towards an applica-
tion to a speciĄc type of organism or a biological problem.Thus, on the basis of this work,
a work on the power and structuring of the illumination would be necessary. It would also
be relevant to continue the development of reconstruction algorithms in order to improve
the quality of the reconstructions.
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Résumé
Mots-clefs : imagerie hyperspectrale, microscopie à Ćuorescence, imagerie computa-

tionnelle, illumination structurée, spectroscopie dŠHadamard, reconstruction dŠimages, sous-
échantillonnage, apprentissage profond.

La microscopie en Ćuorescence est un puissant outil de lŠétude du vivant qui permet
dŠétudier des objets de taille microscopique : du petit organisme vivant (1 à 10 millimètres)
à la cellule (10 à 100 micromètres). LŠavantage principal de ce type de microscopie est quŠil
permet dŠobtenir des images à fort contraste en fond sombre avec un ciblage différencié
des structures dŠintérêt grâce à lŠutilisation de Ćuorochromes.

AujourdŠhui, il existe de nombreux types de microscopes qui ont été développés aĄn
dŠaugmenter le type de données mesurables et la résolution de celles-ci (super-résolution,
microscopie volumique, marquage intrinsèque...).

Dans le cadre de cette thèse, nous avons développé un microscope à feuillet de lumière
hyperspectral. Ce type dŠinstrument permet de mesurer un cube de données hyperspec-
trales qui correspondent aux spectres de la Ćuorescence émise par un échantillon en tout
point de celui-ci. Or, on ne dispose pas de capteur quadridimensionnel à haute résolution
pour mesurer les quatre dimensions du cube de données hyperspectrales (trois dimensions
spatiales et une dimension spectrale). Néanmoins, on peut faire lŠacquisition du cube hy-
perspectral par balayage des dimensions, mais cela se fera au prix dŠun compromis entre
temps dŠacquisition et résolution spatiale et spectrale.

AĄn dŠoptimiser ce compromis, nous avons choisi de faire de la spectroscopie dŠHa-
damard, de sorte à maximiser le rapport signal à bruit. Nous avons aussi choisi de sous-
échantillonner les mesures pour réduire les temps dŠacquisition. Or les mesures obtenues
par spectroscopie dŠHadamard nécessitent dŠêtre reconstruites et le sous-échantillonnage
induit une perte en résolution. Nous avons donc intégré de lŠapprentissage profond à nos
algorithmes de reconstruction pour améliorer la qualité des images.

Durant ma thèse, jŠai développé deux montages expérimentaux basés sur le concept
dŠacquisition computationnels par illumination structurée qui permet de faire de la spec-
troscopie dŠHadamard. Le premier montage nous a permis de valider ce concept et ainsi
de produire le premier microscope computationnel hyperspectral par feuillet de lumière.
Néanmoins, ce montage présente une résolution spatiale limitée. CŠest pourquoi jŠai mis
au point un second montage basé sur une autre méthode de génération du feuillet de
lumière structurée, jŠai également ajouté dans les algorithmes de reconstruction dŠimages
une architecture de réseaux de neurones convolutionnels. Grâce à cette approche, nous
avons amélioré la résolution spatiale de notre système dŠacquisition. De plus, la dernière
version du montage expérimental permet de structurer le faisceau dŠillumination selon une
dimension supplémentaire. Ce qui permettrait de réduire les temps dŠacquisition selon une
dimension supplémentaire.

Dans des travaux ultérieurs, il serait intéressant dŠorienter les développements en vue
dŠune application à un type dŠorganisme précis ou à une problématique biologique. Pour
ce faire, sur la base de ces travaux un travail sur la puissance et la structuration de
lŠillumination serait nécessaire. Il serait aussi pertinent de poursuivre le développement
des algorithmes de reconstruction aĄn dŠaméliorer la qualité des reconstructions.
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Introduction

LŠimagerie optique est devenue au Ąl des années un outil précieux dans les sciences
du vivant [1Ű3]. Parmi la variété de techniques disponibles, la microscopie à illumination
plane sélective (SPIM) permet une imagerie rapide (x, y, z) dŠéchantillons Ćuorescents avec
un photoblanchiment réduit. La SPIM permet de mesurer directement une tranche (x, y)
dŠun échantillon par illumination de celui-ci avec à un Ąn feuillet de lumière [4], tandis
que la troisième dimension spatiale z est acquise par balayage. Promus par le projet open
source SPIM [5], de nombreuses variantes de modèles sont désormais disponibles [6Ű9]. Ces
systèmes permettent lŠétude de divers échantillons tels que les embryons de drosophiles
[10], les embryons de poissons-zèbres [11, 12] et autres [13].

Un développement récent de la conĄguration du feuillet de lumière favorise lŠillumi-
nation structurée pour réduire le photoblanchiment [14Ű16] et/ou fournir une meilleure
résolution avec un faisceau non gaussien [3, 17,18].

Dans tous les cas la SPIM exploite le signal de Ćuorescence émis par les Ćuorophores
qui marquent des structures spéciĄques dans le spécimen [19]. LŠétude de spécimens multi-
marqués implique de séparer lŠémission des Ćuorophores, ce qui se fait généralement par
lŠusage de Ąltres optiques. Comme la majeure partie de la lumière est rejetée, cette ap-
proche présente deux inconvénients majeurs. Premièrement, elle entraîne de longs temps
dŠacquisition. Deuxièmement, une grande quantité dŠinformation est perdue (par exemple,
les Ćuorophores dont les spectres se chevauchent ne peuvent pas être séparés). Il existe
donc un besoin de développement dŠimageurs 3D dotés de capacités hyperspectrales, aĄn
de pouvoir exploiter le spectre dŠémission complet dŠun échantillon Ćuorescent.

Seules quelques méthodes ont été proposées pour acquérir le spectre complet sur lŠen-
semble du champ de vision de lŠéchantillon [20Ű22]. La première démonstration de SPIM

hyperspectral repose sur un couple de miroirs galvanométriques qui image une ligne dŠillu-
mination du plan dŠillumination sur la fente dŠentrée dŠun spectromètre imageur [20].
La tranche hyperspectrale est obtenue en balayant ligne par ligne le plan de détection.
La technique bénéĄcie dŠune excellente résolution spectrale, permettant de résoudre des
Ćuorophores superposés avec une résolution allant jusquŠau nanomètre. Cependant, la
technique nécessite un alignement et une synchronisation délicats des miroirs galvanomé-
triques. De plus, il serait intéressant dŠavoir une approche par multiplexage 1 plutôt que
par balayage comme proposé dans [23] .

1. Le multiplexage est une technique qui consiste à faire passer plusieurs informations à travers un
seul support de transmission.
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La spectrométrie par cartographie dŠimages (IMS) est une alternative au balayage
linéaire. Elle permet de cartographier une tranche hyperspectrale directement sur un cap-
teur 2D utilisant des prismes multiples. La conĄguration IMS-SPIM proposée dans [21]
permet des acquisitions rapides (cŠest-à-dire à la seconde). Cependant, elle nécessite des
éléments optiques conçus sur mesure (cŠest-à-dire un réseau prisme-lentille) et souffre de
décalages et de fuites entre pupilles adjacentes. Un autre inconvénient est le compromis
entre les résolutions spatiales et spectrales, qui conduit à une résolution spectrale limitée
(par exemple, des dizaines de canaux).

Dans le cadre de cette thèse, nous avons souhaité développer un microscope à feuillet de
lumière hyperspectral aĄn de mesurer un cube de données hyperspectrales qui correspond
aux spectres de la Ćuorescence émise par un échantillon en tout point de celui-ci. Étant
donné quŠon ne dispose pas de capteur quadridimensionnel à haute résolution, lŠenjeu de
ce type dŠapproche réside dans la méthode dŠacquisition des quatre dimensions du cube
de données hyperspectral (trois dimensions spatiales et une dimension spectrale) . Selon
la méthode dŠacquisition que lŠon choisit, on devra faire un compromis entre le temps
dŠacquisition et la résolution.

Néanmoins, on peut faire lŠacquisition du cube hyperspectral par balayage des dimen-
sions, mais cela se fera au prix dŠun compromis entre le temps dŠacquisition et les réso-
lutions spatiales et spectrales. AĄn dŠoptimiser ce compromis, nous avons choisi de faire
de la spectroscopie dŠHadamard [23], de sorte à maximiser le rapport signal à bruit. Nous
avons aussi choisi de sous-échantillonner les mesures pour réduire les temps dŠacquisition.
Or les mesures obtenues par spectroscopie dŠHadamard nécessitent dŠêtre reconstruites
et le sous-échantillonnage induit une perte en résolution. Nous avons donc intégré de
lŠapprentissage profond à nos algorithmes de reconstruction pour améliorer la qualité des
images.

Durant ma thèse, jŠai développé deux montages expérimentaux basés sur le concept
dŠacquisition computationnelle par illumination structurée qui permet de faire de la spec-
troscopie dŠHadamard. Le premier montage nous a permis de valider ce concept et ainsi
de produire le premier microscope computationnel hyperspectral par feuillet de lumière.
Néanmoins, ce montage présente une résolution spatiale limitée. CŠest pourquoi jŠai mis au
point un second montage basé sur une autre méthode de génération du feuillet de lumière
structurée, jŠai également ajouté dans les algorithmes de reconstruction dŠimages une ar-
chitecture de réseaux de neurones convolutionnels profonds. Grâce à cette approche, nous
avons amélioré la résolution spatiale de notre système dŠacquisition. De plus, la dernière
version du montage expérimental permet de structurer le faisceau dŠillumination selon
une dimension supplémentaire, ce qui permettrait de réduire les temps dŠacquisition.

Cette thèse a été Ąnancée par le Labex Primes et a été opérée au sein de deux labora-
toires. Le développement du montage expérimental sŠest fait à lŠInstitut Lumière Matière
et le développement des codes de reconstruction sŠest fait au sein du Centre de Recherche
en Acquisition et Traitement de lŠImage pour la Santé.
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JŠai choisi de scinder ce manuscrit en trois grandes parties qui regroupent sept cha-
pitres qui traitent respectivement :

I État de lŠart : Dans cette première partie, nous présenterons les trois grands domaines
sur lesquels nous avons basé notre concept de microscope computationnel hyperspectral .

Dans le chapitre 1 : Nous présenterons les intérêts et les limites de la microscopie à
Ćuorescence. Nous verrons plus en détail le microscope à feuillet de lumière étant donné
que nous avons initialement basé notre montage expérimental sur ce principe.

Dans le chapitre 2 : Nous verrons les différentes modalités dŠacquisition de lŠimagerie
hyperspectrale, puis nous présenterons différents exemples dŠapplication de ces modalités
en microscopie à Ćuorescence.

Dans le chapitre 3 : Nous verrons quels sont les apports de lŠimagerie computation-
nelle aux systèmes dŠacquisition classique. Nous verrons plus précisément lŠutilisation de
lŠapprentissage profond pour la reconstruction de données issues de lŠimagerie computa-
tionnelle.

II Problématique : Dans cette seconde partie, nous ferons la transition entre lŠétat de
lŠart général et les contributions. Nous positionnerons la problématique dans lŠétat de lŠart
et nous donnerons un aperçu général des méthodes qui sŠadressent à notre problématique
et dont nous avions connaissance. LŠune dŠelles a notamment servi de base de départ à
nos travaux.

Dans le chapitre 4 : Nous présenterons les microscopes hyperspectraux par feuillet de
lumière préexistant à nos travaux, notamment, [20,21] mais aussi les bases dŠun prototype
développé durant une collaboration entre lŠILM et CREATIS.

III Contributions : EnĄn dans cette partie nous verrons les apports de cette thèse,
dŠabord en présentant les montages développés puis les méthodes de reconstruction des
données générées par ces montages.

Dans le chapitre 5 : Nous détaillerons les deux montages de microscope computationnel
hyperspectral que nous avons développés durant cette thèse.

Dans le chapitre 6 : Nous exposerons les résultats des reconstructions régularisées des
données que nous avons acquises avec notre démonstrateur de chSPIM. Le travail exposé
dans ce chapitre a été sujet dŠune présentation orale aux JIONC 16e éditions, à Imaging
and Applied Optics 2021 et dŠune publication dans Optics Express.

Dans le chapitre 7 : Nous exposerons les résultats des reconstructions par apprentis-
sage profond appliqué aux données que nous avons acquises avec notre démonstrateur de
chSPSIM. Le travail exposé dans ce chapitre a été le sujet dŠune présentation orale aux
JIONC 17e éditions, à SPIE Europe 2022, à Imaging and Applied Optics 2022. Il fait aussi
lŠobjet dŠune publication en préparation.
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Première partie :

État de lŠart
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Chapitre 1
Microscopie à Ćuorescence

© Didier Descouens, Richard Wheeler, Sébastien Crombez

Les objets de faible épaisseur, telle que des cellules, sont quasi invisibles sŠils ne sont
pas colorés ou observés en imagerie par contraste de phase ou par contraste interférentiel.
La coloration histologique permet de marquer des composants , des organismes, etc. mais
manque grandement de spéciĄcité. DŠautre part, une observation en lumière blanche peut
être détériorée par des poussières, taches de colorants, débris, etc. ce qui rend les struc-
tures dŠintérêts présentes dans lŠéchantillon moins discernables.
La Ćuorescence est à la base dŠune grande gamme dŠoutils [24] qui permettent de mar-
quer spéciĄquement un élément, un organite ou une protéine. Elle permet dŠavoir un fort
contraste, car lŠobjet sŠillumine sur un fond noir, facilitant la détection des structures
dŠintérêt. CŠest pourquoi la microscopie à Ćuorescence est un instrument de mesure par-
ticulièrement important en biologie et en médecine.
Les progrès réalisés pendant plus de 100 ans dans le développement de nouvelle tech-
nique, lŠévolution des instruments et la synthèse des Ćuorochromes ont contribué à la
généralisation de lŠutilisation du microscope à Ćuorescence dans les sciences du vivant.
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Chapitre 1. Microscopie à Ćuorescence

1.1 La Ćuorescence

Lorsque quŠun atome ou une molécule voit son état électronique passer du niveau fon-
damental à un niveau excité suite à lŠabsorption dŠénergie, elle peut être ramenée à son
état fondamental par divers processus. Lorsque la molécule émet un photon (transfert
radiatif) en se désexcitant on parle de luminescence. LŠorigine de lŠexcitation de lŠatome
ou de la molécule peut venir de divers processus : chimiluminescence, thermolumines-
cence, bioluminescence. Lorsque lŠénergie provient de lŠabsorption de photons, on parle de
photoluminescence.

1.1.1 Le cas dŠune molécule

Soit Eλ lŠénergie dŠun photon de longueur dŠonde λ faisant passer une molécule dŠun
état fondamental à un état excité. DŠaprès la relation de Planck-Einstein, on a :

Eλ = hν = hc/λ (1.1)

avec h = 6, 626 × 10−34 J.s la constante de Planck, ν la fréquence, c = 2, 998 × 108 m.s−1

la vitesse de la lumière dans le vide et λ la longueur dŠonde du photon. La molécule ainsi
excitée va revenir à son état fondamental en libérant lŠénergie accumulée sous différentes
formes (radiation, conversion interne, etc.) avant de retrouver son état de repos en libérant
lŠénergie restante sous la forme dŠun photon (cf. Fig. 1.1). Le photon ainsi libéré est moins
énergétique que le photon incident. on a alors :

Eex > Eem ⇔ hc/λex > hc/λem ⇔ λem > λex (1.2)

avec Eex lŠénergie du photon incident et Eem lŠénergie du photon émis. Le photon émis
aura donc une longueur dŠonde λem plus élevée que la longueur dŠonde du photon incident
λex. Ce décalage spectral sŠappelle déplacement de Stokes (cf. Fig. 1.2).

LorsquŠun électron va se désexciter, il ne va pas pas toujours émettre des photons
par Ćuorescence. En effet, concernant la Ćuorescence, les photons émis proviennent du
transfert radiatif dŠun état singulet tandis que la phosphorescence correspond au transfert
radiatif dŠun état triplet vers lŠétat fondamental (cf. Fig. 1.1). De plus, ces transitions
électroniques sŠopèrent à des vitesses différentes, les transitions de retour à lŠéquilibre sont
nettement plus rapides en Ćuorescence (10−10 − 10−7 s) quŠen phosphorescence (10−6 −
10 s). CŠest ce qui explique que la phosphorescence peut sŠobserver assez longtemps après
lŠexcitation. Néanmoins, le processus de désexcitation peut être purement non radiatif.
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1.1. La Ćuorescence

Etat fondamental

Etat excité 
triplet

Niveau d'énergie
vibrationnelle

S0

T1

S0

Etat excité 
singulet

S1

hνex

S2

A
b

s
o
rb

tio
n

~
 1

0
-1

5
 s

Conversion interne
~ 10-11 - 10-9 s

Croisement  inter-sytème
~ 10-10 - 10-8 s

Transfert d'énergie 
non radiatif

Photoblanchiment

F
lu

o
re

s
c
e
n

c
e

~
 1

0
-1

0 - 1
0

-7 s

R
e
la

x
a
tio

n
 n

o
n

 ra
d

ia
tiv

e hνem

P
h

o
s
p

h
o
re

s
c
e
n

c
e

~
 1

0
-6 - 1

0
 shνem

Figure 1.1 Ű Diagramme de Jablonski. Exemple dans le cas dŠune molécule. Ce dia-
gramme présente les différents processus de relaxation et leurs temps caractéristiques
suite à lŠabsorption dŠun photon par une molécule Ćuorescente. LŠaxe vertical indique le
niveau dŠénergie, tandis que les états sont groupés horizontalement selon leur multiplicité
de spin. LŠétat vibrationnel fondamental de chaque état électronique est représenté par
une ligne épaisse et les autres états vibrationnels par une ligne Ąne.
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Chapitre 1. Microscopie à Ćuorescence

1.1.2 Caractéristiques de lŠémission

La Ćuorescence dŠune molécule peut être décrite par différents paramètres :

Spectre dŠémission de Ćuorescence : Le spectre dŠémission de Ćuorescence (ex : le
spectre dŠémission de la GFP en vert sur la Fig. 1.2) représente la quantité de photons
émis 1 en fonction de la longueur dŠonde.

Intensité de Ćuorescence (J.s−1) : LŠ intensité de Ćuorescence correspond au nombre
de photons émis par unité de temps dans des conditions dŠexcitation données (paramètres
physico-chimiques du milieu, intensité du faisceau excitant, etc.). Ce nombre est propor-
tionnel au nombre dŠatomes ou de molécules présentes dans le milieu (c.-à-d. la concen-
tration).

Coefficient dŠabsorption molaire (M−1.cm−1) : Il reĆète la probabilité dŠabsorption
dŠun photon de longueur dŠonde donnée par un molécule (ex : ε = 83.3 M−1.cm−1 pour
la superfolder GFP, cf. Tab. 1.1)

Rendement quantique : Le rendement quantique de Ćuorescence ϕF (ex : ϕF = 0.65
pour la superfolder GFP, cf. Tab. 1.1), rend compte de la compétition entre les phéno-
mènes de désexcitation radiatifs et non radiatifs. Comme nous lŠavons vu précédemment
lorsquŠune molécule absorbe un photon, elle pourra se relaxer par le biais de différents
phénomènes. (cf. Fig. 1.1) .

ϕF =
nombre de photons émis

nombre de photons absorbés
(1.3)

Durée de vie de lŠétat excité (s) : La durée de vie de Ćuorescence, τf , correspond
à la durée de vie moyenne de lŠétat excité, temps moyen pendant lequel une molécule
Ćuorescente demeure excitée. La plupart des Ćuorophores ont des durées de vie de lŠordre
de la nanoseconde.

Efficacité de Ćuorescence (M−1.cm−1) : On déĄnit lŠefficacité par :

ϕF ∗ ε (1.4)

Chaque molécule peut être caractérisée par ses spectres dŠabsorption et dŠémission.
Ils reĆètent la distribution de probabilités des transitions énergétiques. Ils sont caracté-
ristiques de la structure énergétique des molécules. Pour autant les différentes caracté-
ristiques de la Ćuorescence (spectre, rendement quantique, durée de vie de Ćuorescence,
etc.) constituent la signature dŠune molécule uniquement sous certaines conditions. En
effet, ces paramètres dépendent fortement de lŠenvironnement local de la molécule (pH,
concentrations, température, etc.).

1. on utilise généralement une quantité normalisée pour ce paramètre, cf Fig. 1.2
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1.1. La Ćuorescence
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Figure 1.2 Ű Spectres dŠabsorption et dŠémission de Ćuorescence de la GFP superfolder.
Pour ce Ćuorophore, la longueur dŠonde dŠabsorption maximale se trouve à 485 nm et sa
longueur dŠonde dŠexcitation maximum à 510 nm (cf. Tab. 1.1). Le déplacement de Stokes
correspond à lŠécart entre les valeurs maximales dŠexcitation et dŠémission.
(adapté de : FPbase)

Table 1.1 Ű Paramètres caractéristiques de la superfolder GFP et de la DsRed2.
(source : FPbase)

Fluophore λex (nm) λem( nm) ε (M−1.cm−1) ϕF

Superfolder GFP 485 510 83.3 0.65
DsRed2 554 591 35.6 0.42
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Chapitre 1. Microscopie à Ćuorescence

Figure 1.3 Ű Marquage par Ćuorochrome. Image de gauche : Cellules endothéliales vues
au microscope (en bleu : noyaux marqués au DAPI ; en vert : microtubules marqués par
un anticorps ; en rouge : actine marquée à la phalloïdine). Image de droite : Structure de
la protéine Ćuorescente verte © Richard Wheeler

1.1.3 Les Ćuorochormes

Les Ćuorochromes sont des substances chimiques Ćuorescentes, souvent utiliser en bio-
logie et en médecine. Elles permettent de marquer sélectivement différentes structures
dŠintérêt au sein dŠun objet. On peut par exemple, marquer les différentes parties dŠune
cellule (cf. Fig. 1.3) aĄn de les distinguer plus clairement. Pour lŠimagerie en Ćuorescence
dans le domaine de la biologie on peut distinguer deux grands types de marquage. Soit
comme dans le cas de la cellule présentée sur la partie gauche de la Fig. 1.3 où lŠon a
marqué par injection : les noyaux avec du DAPI, les microtubules par anticorps et les
actines avec de la phalloïdine. Soit on modiĄe génétiquement le sujet dŠétude pour quŠil
exprime une protéine Ćuorescente (exemple : la GFP présenté à droite sur la Fig. 1.3) dans
les zones dŠintérêt. Pour obtenir lŠimage des échantillons marqués avec des Ćuorochromes
comme celle de la partie gauche de la Fig. 1.3, il faut utiliser un microscope spéciĄquement
adapté à ce type dŠimagerie que sont les microscopes à Ćuorescence.
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Objectif 

Oculaire

Dédecteur

Faisceau d'émission 

Echantillion

Filtre de 
collection

Miroir 
dichroïque

Source 
lumineuse

Filtre 
d'émission

Faisceau d'excitation

Figure 1.4 Ű Montage type de microscope à Ćuorescence. La source lumineuse est dŠabord
Ąltrée, aĄn dŠilluminer lŠéchantillon à des longueurs dŠonde proches de pic dŠabsorption du
Ćuorophore présent dans lŠéchantillon. La lumière ainsi Ąltrée est envoyée dans un objectif
pour illuminer lŠéchantillon. La Ćuorescence émise par lŠéchantillon est collectée avec un
second lŠobjectif, à la suite duquel on place un Ąltre aĄn de collecter uniquement le signal
de Ćuorescence. La lumière ainsi Ąltrée est imagée sur un détecteur à lŠaide dŠun oculaire.
(adapté de : © Henry Mühlpfordt)

1.2 Utilisation en microscopie

1.2.1 Montage type

La Ćuorescence est un puissant outil en microscopie, [24] elle permet dŠobtenir des
images en champs sombres, où seules les structures marquées vont ressortir (cf. Fig. 1.5).
Pour obtenir ces images, on peut utiliser un des nombreux types de microscopes à Ćuores-
cence qui ont été développés. Généralement dans un montage de miscorcopie à Ćuorescence
(cf. Fig. 1.4) on utilise une source lumineuse que lŠon Ąltre aĄn de sélectionner uniquement
les longueurs dŠonde proches du pic dŠémission de Ćurorphore présent dans lŠéchantillon.
La Ćuorescence émise par lŠéchantillon est ensuite collectée à lŠaide dŠun objectif. AĄn de
sŠassurer dŠobtenir une image à champs sombre, on Ąltre la lumière émise par le Ćuoro-
phore autour de son pic dŠémission avant de lŠimager sur un détecteur.
Il existe de nombreux montages de microscope à Ćuorescence (grand champ, scan, confocal,
excitation à un photon, excitation multi-photon, etc.). Dans la Section 1.3 de ce chapitre
nous détaillerions la microscopie par feuillet de lumière, plus précisément le SPIM, qui est
le type de microscope sur lequel nous avons travaillé.
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Chapitre 1. Microscopie à Ćuorescence

a b

Figure 1.5 Ű AutoĆuorescence dans les chloroplastes. (a) Image de chloroplastes obtenue
par microscopie de Ćuorescence. (b) Image de chloroplastes obtenue par Fluoresence life-
time imaging microscopy (FLIM) [25]. En vert lŠauto-Ćuorescence dans les chloroplastes
et en bleu le signal Ćuorescent des membranes cellulaires. (adapté de : Leica)

1.2.2 Limites

Auto-Ćuorescence

En microscopie par Ćuorescence on peut distinguer deux types de Ćuorescence. La
Ćuorescence primaire qui est due à la présence intrinsèque de composés Ćuorescents au
sein de lŠéchantillon (chlorophylle, acide folique, etc.), on parle alors dŠauto-Ćuorescence.
Cette source intrinsèque peut-être utilisée pour étudier certains composés [24, 26]. AĄn
de pouvoir choisir quels composés on va étudier, on préfère un marquage extrinsèque, on
parle alors de Ćuorescence secondaire.
Classiquement pour effectuer un marquage ciblé on va injecter un produit Ćuorescent
qui va venir se Ąxer sur les structures dŠintérêt. Dans le cas dŠéchantillons biologiques,
on pourra aussi procéder par modiĄcation génétique de sorte que les structures dŠintérêt
expriment un gène codant la production de Ćuorophore.

Lorsque lŠon sŠintéresse uniquement à la Ćuorescence induite par marquage extrinsèque
lŠauto-Ćuorescence peut être limitante. Effectivement , elle peut masquer le signal dŠin-
térêt. Par exemple lorsque lŠon souhaite étudier le noyau des cellules de chloroplastes
(cf. Fig. 1.5). Lors dŠune acquisition avec un microscope à Ćuorescence classique, on
risque de collecter lŠauto-Ćuorescence et le signal qui marque les membranes cellulaires
(cf. Fig. 1.5.a). Cela va avoir tendance à rendre le signal dŠintérêt moins discernable. AĄn
de pouvoir différencier les deux signaux, on peut procéder à une acquisition par micro-
scope dŠimagerie de la durée de vie de la Ćuorescence (FLIM) [25]. Cette méthode permet
de différencier différents types de Ćuorescence en fonction de leur temps de vie, permet-
tant ainsi de différencier le signal dŠauto-Ćuoresence de la Ćuorescence des membranes de
cellulaires (cf. Fig. 1.5.b).
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1.2. Utilisation en microscopie

a b c d

Figure 1.6 Ű Photo-blanchiment dŠune cellule multi-marqué par Ćuorescence. (a) On
observe une cellule dont les noyaux ont été colorés avec un dérivé de bis-benzimidazole (en
bleu), les mitochondries avec du MitoTracker Red CMXRos (en rouge) et le cytosquelette
a été coloré par un dérivé de phalloïdine conjugué à Alexa Fluor 488 (en vert).(c-b) On
observe la perte de Ćuorescence au court du temps des Ćuchromes présent dans la cellule.
(adapté de : MicroscopyU)

Le photo-blanchiment

Le photo-blanchiment des Ćuochromes est un phénomène physique qui se caracté-
rise par une diminution progressive de lŠintensité lumineuse émise par Ćuorescence dŠune
molécule ou la perte de Ćuorescence dŠune molécule lorsquŠon lŠexpose à une excitation
lumineuse. Comme on peut le voir sur la Ągure Fig. 1.6, ce phénomène nŠaffecte pas de la
même manière les différents Ćuochromes. Selon les Ćuochromes, cette perte peut sŠavérer
irréversible. Elle sŠexplique par le fait quŠune molécule Ćuorescente à lŠétat excité peut
soit émettre un photon, soit être engagée dans une réaction photochimique qui va em-
pêcher son retour à un état fondamental. Par exemple, cela peut sŠagir dŠune réaction
avec lŠoxygène sous forme de radicaux libres. La décroissance de la Ćuorescence au court
du temps est souvent modélisée par un modèle de décroissance exponentielle de premier
ordre [27Ű29] :

I(t) = A + I0 exp (−kat) (1.5)

ou I(t) correspond à lŠintensité de la Ćuorescence au cours du temps, A est une constante
qui rend compte de la Ćuorescence de fond, I0 la Ćuorescence à lŠinstant t = 0 et ka s−1 le
taux dŠabsorption de photon par molécule Ćuorescente avec une section efficace σa cm2. Ce
taux dŠabsorption est directement proportionnel au Ćux de photons et donc lŠirradiance
selon lŠexpression [30] :

ka =
σaHλex

hc
(1.6)

avec H lŠirradiance de la lumière dŠexcitation exprimée en W.cm−2, λex la longueur dŠonde
dŠexcitation, h la constante de Plank et c la vitesse de la lumière.

Le photo-blanchiment peut être une limite pour de nombreuses méthodes de microsco-
pie utilisant la Ćuorescence. Néanmoins il est à la base de la méthode de redistribution de
Ćuorescence après photo-blanchiment (FRAP [31,32]) qui permet dŠestimer les vitesses de
diffusion ou de transport dŠune molécule. Dans certains cas, le photo-blanchiment peut-
être utilisé aĄn de supprimer le signal dŠautoĆuorescence. Mais de manière générale on
va essayer de limiter lŠexposition de lŠéchantillon à toute source de lumière en dehors des
mesures aĄn dŠen préserver la qualité.
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Chapitre 1. Microscopie à Ćuorescence

Figure 1.7 Ű Différentes pigmentations dŠun poisson-zèbre au stade embryonnaire et à
lŠâge adulte. Le phénotype mutant roy orbison, lŠune des deux souches présentes dans la
souche casper transparente. Pendant lŠembryogenèse, roy est dépourvu de presque tous
les iridophores réĆéchissants, mais le développement des mélanophores est relativement
normal. En revanche, à lŠâge adulte, roy présente un grave défaut tant au niveau des
iridophores que des mélanophores. casper est largement similaire à roy, sauf quŠil présente
également une mutation dans mitfa (nacre), entraînant la perte complète de tous les
mélanocytes pigmentés. [34]

Absorption

Lorsque lŠon souhaite étudier des échantillons tridimensionnels, lŠabsorption par les
tissus peut dŠune part limiter la propagation du faisceau excitant les Ćuorochromes pré-
sents dans lŠéchantillon, mais aussi la Ćuorescence émise par les tissus dŠintérêt. CŠest
pourquoi il est parfois nécessaire de transpariser 2 les échantillons à lŠaide de différentes
solutions. Dans le cas des embryons de poissons-zèbres, on peut par exemple utiliser
du 1-phenyl 2-thiourea (PTU) [33]. Il est également possible de développer des échan-
tillons dont on aura modiĄé le génome aĄn quŠils ne produisent pas de tissus opaques
comme les poissons-zèbres casper [34]. Comme on peut le voir sur la Fig. 1.7, lŠabsence
de pigment permet dŠobserver les structures internes de ces poissons en lumière blanche.
Autrement elles auraient été partiellement ou totalement occultées comme cŠest le cas
pour les poissons-zèbres roy orbison et les non mutés.

2. cŠest-à-dire, rendre transparent
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1.3. Microscopie à feuillet de lumière

1.3 Microscopie à feuillet de lumière

Historiquement, on peut considérer que le premier montage pouvant être assimilé
au microscope à feuillet de lumière est lŠultramicroscope développé par Richard Adolf
Zsigmondy aĄn dŠobserver des particules dŠor [35]. LŠutilisation dŠun feuillet de lumière
à la place dŠun éclairage uniforme permet dŠilluminer sélectivement une faible portion
de lŠéchantillon. Cela permet dŠaugmenter grandement le rapport signal sur bruit, ce
qui a permis dans le cadre de lŠétude des particules dŠor de rend visibles les particules
individuelles qui autrement nŠaurait pas peu être distinguées du reste.

Ce nŠest quŠen 1993 que des échantillons biologiques macroscopiques marqués par
Ćuorescence ont été éclairés par des feuilles de lumière pour réaliser une section optique. Le
sectionnement optique Ćuorescente à plan orthogonal (OPFOS) [36] a été principalement
développée pour visualiser lŠarchitecture interne de la cochlée [37] et a ensuite été modiĄée
en une version haute résolution (HROPFOS) [38] qui atteint une épaisseur de feuillet de
2 µm, quand lŠOPFOS était limité à 14 µm.

La microscopie à feuillet de lumière présente lŠavantage dŠêtre à même dŠilluminer
une section optique de faible épaisseur (de lŠordre de 10 à 1 µm) dans un lŠéchantillon.
On peut ainsi faire lŠacquisition dŠune tranche en une mesure. Ce qui permet de réduire
le temps dŠexposition de lŠéchantillon à la source lumineuse, ce qui réduit le risque de
photo-blanchiment. Les microscopes à feuillet de lumière ont connu un réel essor, notam-
ment depuis début 2000 grâce au montage SPIM [10]. De plus, on dispose dŠune grande
bibliographie qui référence les diverses optimisations de ce type de microscope et des
dŠinstructions précises de montage permanentant de réaliser son propre montage [5, 39].

1.3.1 Concept de base

La méthode la plus élémentaire pour générer un feuillet de lumière consiste à envoyer
un faisceau gaussien collimaté de longueurs dŠonde λ sur une lentille cylindrique de focale
f (exemple : lŠOPFOS sur Fig. 1.9), de sorte quŠau foyer de la lentille le faisceau sera
collimaté selon la dimension où la lentille est invariante et il sera focalisé selon lŠautre
dimension de la lentille. Si lŠon note ω0 la taille du laser avant la lentille et ω′

0 la taille du
laser au point focal, on a :

w′
0 ≃

λ

πf
(1.7)

et zR la longueur de Rayleigh qui vériĄer :

zR =
πw2

0

2λ
(1.8)

on peut faire lŠapproximation quŠau niveau du foyer on a un plan de lumière dŠépaisseur
2ω′

0 de largeur 2ω0 sur une distance de 2zR (cf. Fig. 1.8).

Il existe de nombreuses variantes de ce montage dont on détaillera une partie dans la
section suivante.
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2ZR

2w'0

2w0

Figure 1.8 Ű Vu schématique de la focalisation dŠun laser collimaté par une lentille avec
ω0 la taille du laser avant la lentille, ω′

0 la taille du laser au point focale et zR la longueur
de Rayleigh

1.3.2 Méthode de formation dŠun feuillet de lumière

Les caractéristiques dŠun feuillet de lumière sont un facteur déterminant dans la per-
formance du microscope. Les caractéristiques principales du feuillet de lumière sont :
lŠépaisseur, lŠhomogénéité et son pouvoir de pénétration dans des tissus diffusants [12].
En SPIM et en OPFOS (cf. Fig. 1.9.a,b), lŠépaisseur que lŠon peut obtenir dépend du
champ de vision que lŠon souhaite pouvoir éclairer [39]. LŠépaisseur du feuillet de lumière
en SPIM est typiquement de lŠordre de quelques microns (cf. Tab. 1.2). Elle déĄnit la
résolution axiale dans le cas de lentilles à faible ouverture numérique et à grande pro-
fondeur de champ, cŠest dans ce cas que le SPIM surpasse le microscope confocal [40].
En outre, la résolution latérale dŠun microscope à feuille de lumière correspond à celle
dŠun microscope à grand champ. Dans un SPIM (cf. Fig. 1.9.b,e,g), un feuillet de lumière
statique est généré par la combinaison dŠune lentille cylindrique et dŠun objectif. Le choix
du grossissement des optiques et lŠajout dŠune fente en amont de la lentille cylindrique
permettent dŠajuster les propriétés du feuillet de lumière. Comme on peut le voir dans la
Tab. 1.2, plus lŠobjectif est grossissant plus on aura un feuillet Ąn, mais moins étendu.
Il est également possible de générer un feuillet de lumière en balayant rapidement un
faisceau laser de haut en bas (microscopie à feuillet de lumière par balayage numérique,
DSLM [41] (cf. Fig. 1.9.c,f,h). Dans le cas du montage de type DSLM, la largeur et le proĄl
dŠintensité du feuillet de lumière sont aisément ajustables [42]. Cependant les dimensions
du feuillet de lumière restent équivalentes aux autres types de montage, seule lŠintensité
de lŠéclairage au sein du feuillet est beaucoup plus élevée.

Pour tenter de diminuer lŠépaisseur du feuillet de lumière, il est possible dŠutiliser des
faisceaux dits de Bessel, qui présentent un premier ordre de faible épaisseur et long [43].
Ce faisceau central est accompagné dŠune série dŠanneaux cylindriques concentriques qui
peuvent rendre le feuillet plus épais. Pour autant, ils peuvent être efficacement supprimés
dans le cas dŠune excitation à deux photons. Dans ce cas, la Ćuorescence nŠest excitée que
dans le centre du faisceau où lŠintensité est suffisamment élevée. En balayant ce faisceau de
haut en bas, il est possible de générer un feuillet de lumière dŠune épaisseur inférieure à un
micron pour de petits champs de vision tels ceux nécessaires pour les cellules uniques [44].
En plus de permettre dŠobtenir un feuillet de lumière beaucoup plus mince dans le cas
dŠune excitation à deux photons, les faisceaux de Bessel sont moins sensibles à la diffraction
et à la dispersion de sorte quŠil se propage de manière quasi invariante, permettant ainsi
dŠavoir une meilleure pénétration, en particulier dans les échantillons inhomogènes.
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Figure 1.9 Ű Différentes méthodes de génération dŠun feuillet de lumière en LSFM.
(a,d) Dans un montage OPFOS une lentille cylindrique est illuminée avec un faisceau
Gaussien collimaté aĄn de créer le feuillet de lumière. (b,e) Dans un montage SPIM, pour
produire un feuillet de lumière on fait passer un faisceau Gaussien collimaté dans une
lentille cylindrique puis dans un objectif dont le foyer arrière est conjugué avec le foyer de
la lentille. (c,f) Pour le montage DSLM on illumine avec un faisceau Gaussien collimaté
un miroir mobile qui va réĆéchir le laser sur un objectif, en faisant bouger le miroir on
génère un feuillet de lumière. Pour les trois montages, on collecte la Ćuorescence émisse
par lŠéchantillon grâce à un objectif placé à la normale du plan déĄni par le feuillet de
lumière. (g) Pour les montages OPFOS et SPIM on crée un feuillet statique. (h) Alors que
dans le cas du DSLM on crée le feuillet par balayage.

Table 1.2 Ű Taille du champs de vue et épaisseur du feuillet pour différents objectifs
dŠillumination pour un montage SPIM. On donne lŠépaisseur du feuillet par calcul de la
largeur à mi-hauteur pour différent objectif dŠillumination et de champs de vue pour un
montage SPIM. A = objectifs à immersion dans lŠair / E = objectifs à immersion dans
lŠeau [39]

Objectifs 5 × /0.25 A 10 × /0.3 E 40 × /0.8 E 100 × /1.0 E
Épaisseur (µm) 1.87 1 0.37 0.29
FOV (µm2) 1734 × 1321 867 × 660 217 × 165 86.7 × 66.0
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1.3.3 Artefacts dŠimagerie et modiĄcations du montage SPIM

Le SPIM classique est sujet à deux artefacts dŠimagerie majeurs, lŠassombrissement le
long du feuillet et la présence dŠombres due à lŠabsorption du Ćux par des corps opaques
(cf. Fig. 1.10.a,b). Cela vient du fait que lŠéchantillon est illuminé par le côté. Lors de
sa propagation, le feuillet de lumière va être sujets à de la réfraction, de la diffusion
et de lŠabsorption. Cela va se traduit par la présence de bandes sur les images et une
décroissance de lŠintensité (cf. Fig. 1.10.a,b).

La SPIM multidirectionnel (mSPIM [45]) permet dŠatténuer grandement ce problème
en éclairant lŠéchantillon sous plusieurs angles durant une acquisition. Ce montage permet
dŠéliminer assez efficacement la plupart des bandes observées lors dŠune acquisition avec
un SPIM classique (cf. Fig. 1.10.c,d). De plus, dans le mSPIM, lŠéchantillon est éclairé
séquentiellement par les deux côtés opposés, ce qui augmente la pénétration du feuillet,
limitant ainsi lŠeffet dŠassombrissement (cf. Fig. 1.10.e,f).
La qualité de lŠimage se dégrade à mesure que lŠon déplace le plan focal à lŠintérieur
dŠun échantillon diffusant. Par conséquent, une seule collection de plans a différentes pro-
fondeurs, capturée à partir dŠun angle de vue donné peut ne pas être suffisante pour
représenter lŠensemble de lŠéchantillon. Une approche consiste à ajouter un deuxième ob-
jectif pour observer lŠéchantillon de deux côtés et à combiner les informations acquises
par les deux caméras [46].

Le montage SPIM nŠa pas seulement été adapté aĄn de surmonter des problèmes inhé-
rents à la méthode originelle, mais il a aussi été modiĄé dans le but de répondre à deux
nombreuses problématiques dŠimagerie [20,47Ű50].
Dans la suite nous allons nous intéresser tout particulièrement à lŠadaptation du SPIM au
domaine de lŠimagerie hyperspectrale.
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Figure 1.10 Ű Artefact dŠimagerie en SPIM.(a,b) La SPIM classique est sujet à deux ar-
tefacts dŠimagerie majeurs, lŠassombrissement le long du feuillet et la présence dŠombre du
à lŠabsorption du Ćux par des corps opaques. Pour atténuer ces effets, le montage mSPIM

utilise deux méthodes. (c,d) DŠabord grâce à lŠajout dŠun miroir pivotant permettant de
changer lŠangle du feuillet, de sorte à le faire varier lors dŠune acquisition. (e,f) Ensuite,
le doublement du feuillet permettant dŠéclairer lŠéchantillon par les deux côtés.
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© Dr. Nicholas M. Short, Sr. Ů NASA

LŠimagerie hyperspectrale, aussi appelée spectro-imagerie [51] a connu un réel essor
depuis 1990. DŠabord dans le domaine de lŠobservation terrestre avec de nombreux pro-
grammes développés notamment par la NASA [52]. Ce type dŠimagerie offre lŠavantage
dŠobtenir lŠimage dŠune scène dans un grand nombre de bandes spectrales à la fois étroites
et contigües, cŠest dŠailleurs souvent ces deux propriétés qui servent de critères de diffé-
renciations entre lŠimagerie hyperspectrale de lŠimagerie multi-spectrale [53,54].

Cette modalité dŠimagerie permet dŠobtenir une information spectrale de haute ré-
solution et ce, associée à une information spatiale de haute résolution, offrant ainsi la
possibilité dŠobtenir la variation spatiale de propriété physico-chimique (pH, composés
chimiques, etc.) obtenue à partir de lŠinformation spectrale.
En 2022, lŠimagerie hyperspectrale est utilisée dans de nombreux domaines : agriculture
et suivi des ressources hydriques [55, 56], défense militaire, archéologie et conservation
dŠœuvres dŠart [57, 58], diagnostic médical [59, 60], analyse dŠune scène de crime [61, 62],
étude de documents historiques [63], médecine légale [64], contrôle qualité dans le domaine
alimentaire [65Ű67], etc.
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Figure 2.1 Ű De lŠœil humain à lŠimageur hyperspectral

2.1 De lŠimagerie en intensité à lŠimagerie spectrale

Dans une problématique dŠimagerie classique, on va mesurer le Ćux de photons émis
ou réĆéchi par un plan bidimensionnel (x, y). Pour ce faire on va à lŠaide dŠune série
dŠéléments optiques, collecter les photons pour les focaliser sur un capteur 2D et ainsi
mesurer lŠintensité du signal. On aura alors une carte en intensité du plan (x, y). Grâce
à cette carte, on peut dŠores et déjà mener de nombreuses études sur le plan (x, y).
Notamment grâce à lŠétude de la variation de lŠintensité dans le plan on peut déĄnir
différentes zones au sein du plan. Par exemple, si on photographie une page dŠun livre (cf.
Ąg.2.1.a) la forte différence dŠabsorption entre le blanc de la page et le noir des lettres va
se traduire par une forte différence dŠintensité du Ćux lumineux réĆéchi par la page. De
sorte que ces fortes variations dŠintensité vont nous permettre dŠidentiĄer le contour des
lettres et de les classer ("a", "b" , "c", etc.).
LŠœil humain ne se limite pas à lŠacquisition de lŠintensité lumineuse de son environnement
obtenue grâce aux bâtonnets. Il exploite aussi la nature polychromatique du rayonnement
quŠil observe grâce à lŠutilisation de cônes de couleur qui vont détecter le rayonnement
lumineux dans trois bandes de fréquences données. La combinaison du Ćux émis dans ces
trois bandes va être ensuite interprétée par le cerveau humain en une couleur donnée. De
sorte que lŠon pourra faire la différence entre la lettre "a" écrite à lŠencre verte ou à lŠencre
noire (cf. Ąg.2.1.b). Cela permet ainsi dŠaugmenter la quantité dŠinformation collectée sur
lŠenvironnent et de faire une classiĄcation plus Ąne de celui-ci.
Pour autant, dans le cas de lŠœil humain ou de la caméra RGB, lŠinformation collectée
dans la dimension spectrale reste très limitée. De plus la spectroscopie a montré que
lŠacquisition dŠun spectre complet permet dŠobtenir de nombreuses propriétés physiques
et chimiques de lŠobjet étudié. On pourrait par exemple différencier des types dŠencre noire
dont la signature spectrale des composés chimiques différerait (cf. Ąg.2.1.c). Néanmoins,
la spectroscopie classique ne permet pas de faire le lien entre lŠinformation spectrale et
lŠinformation spatiale.
DŠoù lŠidée de disposer dŠinstruments permettant de mesurer le spectre en tout point dŠun
plan (x, y), ce qui revient à faire lŠacquisition du cube hyperspectral (x, y, λ).
Dans la suite nous verrons les différentes méthodes dŠacquisition du cube hyperspectral,
puis des exemples dŠapplication au domaine de la microscopie par Ćuorescence.
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2.1. De lŠimagerie en intensité à lŠimagerie spectrale

Figure 2.2 Ű Type de données mesurables en imagerie [68]

Table 2.1 Ű Comparaison entre les types dŠimagerie : monochrome, RGB, spectrosco-
pique, multispectrale et hyperspectrale [68]

Monochrome RGB Spectroscopique Multispectrale Hyperspectrale

Information Oui Oui Non Oui Oui
spatiale

Nombre de 1 3 ∼ 10 à ∼ 100 3 à 10 ∼ 10 à ∼ 100

bande
Information Non Non Oui Limité Oui
spectrale

Multi-spectrale vs hyperspectrale

LŠimagerie produit différents types de données selon le type dŠacquisition (cf. Fig. 2.1).
Ces différents types dŠacquisitions vont produire des données contenant différents types
dŠinformations dans diverses quantités (cf. Tab. 2.1). Il est notamment important de bien
faire la différence entre imagerie multi-spectrale et imagerie hyperspectrale. Bien quŠil nŠy
ait pas de distinction nette, on peut se donner différents critères comme [54] :

• Pour le multi-spectral :

Ů Résolution spectrale faible (> 10 nm)

Ů Critère 1 : De trois à dix bandes spectrales

Ů Critère 2 : Spectre discontinu, normalement espacé

• Pour lŠhyperspectral :

Ů Résolution spectrale élevée (< 10 nm)

Ů Critère 1 : De dix à cent bandes spectrales

Ů Critère 2 : Continuité spectrale
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Chapitre 2. Imagerie hyperspectrale

2.2 Méthodes dŠacquisition hyperspectrales

Imagerie par balayage ponctuel Une première méthode pour faire lŠacquisition dŠun
cube hyperspectral consiste à faire une mesure ponctuelle du spectre comme présentée
dans la Fig. 2.3.a. AĄn dŠobtenir le spectre pour toute lŠimage, il faut répéter la mesure
en tout point de lŠimage. Cette méthode permet dŠobtenir une bonne résolution spec-
trale, mais elle est très coûteuse en temps puisquŠil faut scanner lŠimage point par point
pour obtenir une mesure complète. Pour ce type dŠimagerie, on travaille souvent avec des
spectromètres ponctuels à prismes ou à réseaux pour faire lŠacquisition de la dimension
spectrale.

Imagerie par balayage linéaire Une seconde méthode pour faire lŠacquisition dŠun
cube hyperspectral consiste à mesurer les spectres de tous les points dŠune ligne de lŠimage,
comme présentée dans la Fig. 2.3.b. AĄn dŠobtenir le spectre en tout point de lŠimage, il
faut répéter la mesure pour toutes les lignes de lŠimage. Cette méthode permet dŠobtenir
une bonne résolution spectrale, elle reste coûteuse en temps puisquŠil faut scanner toutes
les lignes de lŠimage, mais elle reste plus rapide que la méthode dŠimagerie point par point.
Les spectromètres imageurs "Czerny-Truner spectrometre" [69] et "Prism-grating-prism"
(PGP) [70] permettent dŠobtenir les spectres de chaque point dŠune ligne. Ils sont donc
bien adaptés pour ce type dŠimagerie hyperspectrale.

Imagerie par balayage spectral Une troisième méthode pour faire lŠacquisition dŠun
cube hyperspectral consiste à Ąltrer la lumière émise avec des Ąltres optiques qui pos-
sèdent différentes bandes passantes, comme présentée dans la Fig. 2.3.c. AĄn dŠobtenir le
cube hyperspectral, on va mesurer lŠimage pour divers Ąltres de bande passante donnée.
Cette méthode permet une acquisition très rapide du cube hyperspectral, mais elle est
assez limitée en termes de résolution spectrale. Pour faire le balayage spectral, on peut
travailler avec des Ąltres réglables comme les "acousto-optic tunable Ąlter" (AOTF) [71] ou
les "liquid crystal tunable Ąlter" (LCTF) [72,73] qui permettent de Ąltrer la lumière émise
par lŠéchantillon. On peut aussi choisir de Ąltrer la lumière dŠillumination comme pour le
"Digital-light-processing-based imaging spectrometer" (DLP-IS) [74].

Imagerie instantanée Une quatrième méthode pour faire lŠacquisition dŠun cube hy-
perspectral consiste à faire une projection du cube hyperpsectral de la 3D vers la 2D, de
sorte à mesurer sur un unique capteur 2D les deux dimensions spatiales (x, y) et la dimen-
sion spectrale (λ) (cf. Fig. 2.3.d). Cette méthode dŠacquisition nécessite de reconstruire
les données pour passer de la mesure 2D au cube 3D. Cette méthode offre lŠavantage dŠef-
fectuer lŠacquisition du cube en une unique mesure, pour autant il faut souvent disposer
dŠun grand capteur aĄn de collecter toute lŠinformation, pouvant ainsi limiter la taille et
la résolution des mesures. Différentes stratégies ont été développées pour faire une acqui-
sition instantanée du cube, on peut citer : "Computed tomography imaging spectrometer"
(CTIS) [75] , "Imaging replicating imaging spectrometer" (IRIS) [76], "Coded aptertur
snapshot spectral imager" (CASSI) [77] et "Image mapping spectrometer" (IMS) [78].
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Figure 2.3 Ű Modalités dŠimagerie du cube hyperspectral (x, y, λ). (a) LŠimagerie par
balayage ponctuel permet de mesurer le cube hyperspectral en mesurant le spectre du
plan (x, y) point par point. (b) LŠimagerie par balayage linéaire permet de mesurer le
cube hyperspectral en mesurant le spectre du plan (x, y) ligne par ligne. (c) LŠimagerie
par balayage spectral permet de mesurer le cube hyperspectral en mesurant le plan (x, y)
dans plusieurs bandes spectrales données. (d) LŠimagerie instantanée permet de mesurer
le cube hyperspectral en faisant sa projection sur un plan bidimensionnel.
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Chapitre 2. Imagerie hyperspectrale
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Figure 2.4 Ű Microscope confocal hyperspectral. On illumine lŠéchantillon à lŠaide dŠun
faisceau laser dont on a ajusté la forme pour obtenir un point. Ensuite, on collecte la
Ćuorescence à lŠaide dŠun objectif. Avant dŠimager le point de résolution ∆x, ∆y. On place
un spectromètre, de sorte à mesurer le spectre de ce point sur le détecteur. Pour obtenir
le cube hyperspectral (x, y, λ), on répète le processus dŠacquisition tout en effectuant un
balayage selon x et y.

2.3 Principales implémentations dŠimageur hyperspec-
tral en microscopie

Dans la suite, pour chaque modalité dŠimagerie hyperspectrale nous mettrons en avant
un montage de microscopie hyperpectral qui la met en application.
Dans le reste du chapitre, nous considérerons lŠacquisition du cube hyperspectral (x, y, λ)
avec : Nx, Ny et Nλ le nombre dŠéléments selon les dimensions spatiales et la dimension
spectrale respectivement. On notera aussi ∆x, ∆y et ∆λ les résolutions spatiales et la
résolution spectrale respectivement.
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2.3. Principales implémentations dŠimageur hyperspectral en microscopie

2.3.1 Microscopie confocale hyperspectrale

Le microscope confocal hyperspectral est basé sur le principe de lŠimageur point par
point, dont la conĄguration optique typique est illustrée à la Fig. 2.4. Ce type de micro-
scope est basé sur un montage de microscope confocal à balayage laser standard, dont la
partie de détection a été modiĄée. Au lieu de collecter directement la Ćuorescence émise
par lŠéchantillon, on va dŠabord la disperser à lŠaide dŠun élément de dispersion spectrale
(exemple : prisme, réseaux) pour ensuite lŠimager avec un détecteur unidimensionnel.
Du fait de sa résolution spatiale limitée par la diffraction et de sa grande résolution spec-
trale (∼ 3 nm [79]), la microscopie confocale hyperspectrale a été largement utilisée pour
lŠimagerie de cellules vivantes [80]. De plus le microscope confocal hyperspectral permet
lŠacquisition dŠun cube de données quadridimensionnel (x, y, z, λ).
Cependant, lŠacquisition de ce cube de données est principalement réalisée par balayage
ponctuel des trois dimensions spatiales. Ce qui se traduit par la nécessité de faire un
compromis entre le rapport signal à bruit (SNR) et la résolution temporelle du micro-
scope, en particulier lors du suivi de processus dynamiques cellulaires à faible niveau de
lumière [81]. On peut dans une certaine mesure améliorer ce compromis en utilisant une
lumière à haute intensité. Mais cela augmenterait le photo-blanchiment et la photo-toxicité
pour lŠéchantillon [82], limitant ainsi lŠusage de cette option.

2.3.2 Microscopie hyperspectrale à balayage linéaire

Le microscope hyperspectral à balayage linéaire est basé sur le principe de lŠimageur
par balayage linéaire. Un exemple de conĄguration de ce microscope est illustré sur la
Fig. 2.5
Ici, on utilise une lentille de Powell [83] pour focaliser linéairement le faisceau dŠexci-
tation de sorte à illuminer une ligne de lŠéchantillon. La Ćuorescence ainsi émise est
ensuite collectée et imagée sur la fente dŠentrée dŠun spectromètre imageur (exemple :
prisme/réseaux/prisme , spectromètre de Czerny-Truner). À la sortie, on place un détec-
teur 2D de sorte à mesurer le spatio spectre (y, λ). En balayant lŠéchantillon le long de
lŠaxe x on obtient le cube de données (x, y, λ).
Par rapport à la microscopie hyperspectrale à balayage ponctuel, la microscopie hyper-
spectrale à balayage linéaire effectue un balayage dans une seule dimension spatiale, ce qui
permet dŠaccélérer la vitesse dŠacquisition du cube de données dŠun facteur Ny sans perte
de SNR. Cependant, le microscope fonctionne avec une fente plutôt quŠavec pupille. LŠaug-
mentation de la vitesse dŠacquisition du cube de données se fait au prix dŠune diminution
de la résolution spatiale et du contraste de lŠimage [83]. Si cet exemple dŠapplication ne
permet pas dŠaccéder à la profondeur z, le hSPIM [20] présenté Section 4.2 permet de le
faire.
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Figure 2.5 Ű Microscopie hyperspectrale à balayage linéaire. On illumine lŠéchantillon à
lŠaide dŠun faisceau laser dont la forme a été ajustée pour obtenir une ligne (par exemple à
lŠaide dŠune lentille de Powell). Ensuite, la Ćuorescence est collectée à lŠaide dŠun objectif.
Avant dŠimager la ligne de lŠéchantillon ainsi excité, on utilise un spectromètre imageur
de sorte à mesurer sur le détecteur le plan (x, λ, ). Pour obtenir le cube hyperspectral
(x, y, λ), on répète le processus dŠacquisition tout en effectuant un balayage selon x.
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2.3. Principales implémentations dŠimageur hyperspectral en microscopie
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Figure 2.6 Ű Microscopie hyperspectrale par Ąltre ajustable. On illumine lŠéchantillon
puis on collecte la Ćuorescence à lŠaide dŠun objectif. Avant dŠimager le plan (x, y) de
lŠéchantillon, on va Ąltrer la Ćuorescence dans une Ąne bande de longueurs dŠonde. On
obtient alors lŠimage du plan (x, y) pour une bande de longueurs dŠonde ∆λ. Pour obtenir
le cube hyperspectral, (x, y, λ) le processus dŠacquisition est répété pour différentes bandes
de Ąltrage ∆λ.

2.3.3 Imagerie hyperspectrale par Ąltre ajustable

LŠimageur hyperspectral par Ąltre ajustable est une application de la modalité dŠima-
gerie hyperspectrale par balayage spectral, dont un exemple dŠapplication est présenté à
la Fig. 2.6. Les principaux Ąltres accordables utilisés avec ce type de montage sont les
Ąltres acousto-optiques accordables (AOTF) [84] et les Ąltres accordables à cristaux li-
quides (LCTF) [85].
On distingue deux types dŠimplémentation pour ce type de microscope. La première
consiste à utiliser une source qui émet dans toute la bande spectrale étudiée. Durant
lŠacquisition on va Ąltrer la source de sorte à éclairer lŠéchantillon pour une faible bande
de longueurs dŠonde ∆λ. En faisant varier la valeur de la bande quŠon mesure (x, y, λ). La
seconde consiste à utiliser les Ąltres pour Ąltrer la lumière émise/réĆéchie par lŠéchantillon
pour une bande de longueurs dŠonde ∆λ, en faisant un balayage spectral, on obtient le
cube de données (x, y, λ). La première méthode nŠest pas applicable à la Ćuorescence, car
elle est faite pour étudier la lumière réĆéchie par un objet et non émise.
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Figure 2.7 Ű Imagerie hyperspectrale instantanée. Exemple de lŠIMS. On illumine
lŠéchantillon puis on collecte la Ćuorescence à lŠaide dŠun objectif. À lŠaide dŠun miroir
de mappage et dŠune matrice de prisme et de lentille on projette les spectres des sous-
éléments (∆x, ∆y) sur un capteur 2D. On mesure donc une projection du cube hyper-
spectral (x, y, λ) quŠil faut reconstruire.
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2.3. Principales implémentations dŠimageur hyperspectral en microscopie

2.3.4 Imagerie hyperspectrale instantanée

LŠIMS est une application de la modalité dŠimagerie instantanée dont le montage est
représenté sur la Fig. 2.7. Ce type de montage permet de faire lŠacquisition du cube de
données (x, y, λ) en une seule mesure. Pour autant, ce type de montage nécessite une re-
construction des données pour remonter au cube de données à partir de sa projection. Le
principal avantage dŠun spectromètre imageur instantané est quŠil permet dŠavoir un temps
dŠacquisition très faible comparé aux autres méthodes (une amélioration de (Nx ×Ny) par
rapport à un spectromètre imageur à balayage ponctuel [86]). Bien quŠun certain nombre
de techniques de spectrométrie dŠimagerie instantanée aient été développées, beaucoup
dŠentre elles ont des difficultés à sŠadapter à lŠimagerie en résolution [87]. Seules quelques-
unes ont été mises en œuvre dans des applications dŠimagerie biomédicale : Les spectro-
mètres dŠimagerie par tomographie assistée par ordinateur (CTIS), les imageurs spectraux
instantanés à ouverture codée (CASSI) et les spectromètres de mappage dŠimage (IMS).

2.3.5 Comparaison des modalités dŠimagerie hyperspectrale

Dans la Tab. 2.2 on donne une comparaison des différentes modalités dŠimagerie hy-
perspectrale. On peut voir quŠil se dégage assez clairement un compromis entre temps
dŠacquisition et la résolution spectrale. Dans le cas de lŠimagerie instantanée, on a des
temps dŠacquisition les plus courts, mais souvent au prix dŠune résolution spectrale limi-
tée. Cela vient notamment du fait que le cube de données 3D (x, y, λ) est projeté sur un
capteur 2D. Dans certains cas ces méthodes disposent dŠune résolution spectrale supé-
rieure à 10 nm, de fait les données quŠelles génèrent sont plutôt de type multi-spectrale.
De plus, la reconstruction du cube de données 3D à partir de sa projection 2D peut né-
cessiter une complexité de calculs importants comme pour le CTIS et CASSI.
Les méthodes dŠimagerie basées sur le Ąltre ajustable offrent un bon compromis entre
temps dŠacquisition et résolutions spectrales et spatiales. Ces méthodes permettront de
répondre assez efficacement à certaines problématiques comme la séparation de lŠémis-
sion de plusieurs Ćuorochromes distincts. Pour autant, une problématique telle que la
séparation de plusieurs Ćuorochromes avec des émissions partiellement confondues et en
partie noyées par de lŠauto-Ćuorescence nécessite dŠobtenir une résolution spectrale plus
importante et une bande spectrale plus large.
Dans ce cas, il faudra alors plutôt opter pour les microscopes à balayage spatial (ponctuel
ou linéaire) mais on aura alors des temps dŠacquisition assez longs.
Or, lŠun des enjeux de cette thèse est dŠadapter des travaux effectués dans le domaine de
lŠimagerie computationnelle à cette problématique dŠimagerie hyperspectrale en Ćuores-
cence aĄn de réduire les temps dŠacquisition.
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Table 2.2 Ű Comparaison des modalités dŠimagerie hyperspectrale [54,68]
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Chapitre 3
Imagerie computationnelle

© Larry Hornbeck, Sébastien Crombez

LŠimagerie computationnelle désigne un procédé de formation indirecte dŠimages à
partir de mesures obtenues avec un montage incluant un encodage physique (on peut
par exemple utiliser un DMD pour encoder la source lumineuse). LŠapproche est indi-
recte dans le sens où les images sont reconstruites à partir des mesures, grâce à des
algorithmes. Contrairement à lŠimagerie traditionnelle, les systèmes dŠimagerie compu-
tationnelle impliquent une intégration étroite du système de mesure et des algorithmes,
appelé co-conception.
Les systèmes dŠimagerie computationnelle permettent de dépasser certaines limites maté-
rielles de lŠoptique ou des capteurs (résolution, bruit, etc.) [88,89]. Parmi les exemples prin-
cipaux, on a : lŠimagerie à ouverture codée [90,91] et lŠimagerie de super-résolution [92Ű94],
lŠimagerie de diffraction cohérente [95].
LŠimagerie computationnelle est classiquement associée à la détection compressée, mé-
thode qui permet de reconstruire un signal à partir dŠun faible nombre de mesures [50,96].
AujourdŠhui les algorithmes de reconstruction en imagerie computationnelle bénéĄcient
des apports de lŠapprentissage profond [97,98].
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Imagerie conventionelle
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Figure 3.1 Ű Processus dŠacquisition en imagerie conventionnelle. Classiquement on me-
sure un objet f grâce à un système optique de fonction de transfert A qui permet de
former lŠimage de lŠobjet m sur un capteur. Généralement on considère que les mesures
vont contenir un bruit additif η.

3.1 Principe

En imagerie conventionnelle, on forme lŠimage de lŠobjet dŠintérêt sur un capteur à
lŠaide dŠun système optique (cf. Fig. 3.1). Dans le cadre de lŠimagerie computationnelle,
on ajoute au système dŠimagerie optique un élément encodant (DMD, masque, etc.) de
sorte que lŠon ne mesure pas directement le signal, mais une version encodée du signal. Dès
lors, des algorithmes de reconstruction sont nécessaires pour revenir à lŠimage de lŠobjet
dŠintérêt (cf. Fig. 3.2).
En imagerie classique on fait souvent lŠacquisition de lŠobjet dŠintérêt dans la base cano-
nique. CŠest-à-dire que si on pose f lŠimage de lŠobjet dŠintérêt et m la mesure de cette
image par le système optique on aura :

m = Af + η (3.1)

avec A la fonction de transfert du système optique. Ici on néglige le bruit de mesure
additif η. On peut faire lŠhypothèse que notre système optique permet dŠimager lŠobjet
sans grandissement de sorte que lŠon a A = 11. Cela revient à dire que la fonction de
transfert est égale à lŠidentité de sorte que f = m, on a donc bien une mesure directe de
lŠimage de lŠobjet dŠintérêt.

En imagerie computationnelle, on ajoute volontairement un élément encodant qui va
changer la valeur de la fonction de transfert du système optique de sorte que si on néglige
toujours le bruit et les aberrations induites par le système optique la fonction de transfert
de système optique sera alors égale à celle de lŠélément optique encodant. Si on pose H la
fonction de transfert de lŠélément optique encodant on a alors :

m = Hf (3.2)

On choisi H de sorte que eq.3.2 soit inversible, on a alors :

f = H−1m (3.3)
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Imagerie computationnelle

Objet

Image

(f) 

Système optique encodant Capteur Ordinateur

FTO2

(H)

FTO1

(A)

FTOtot

(AH)

Mesure

(m) 

Reconstruction
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Bruit
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Figure 3.2 Ű Processus dŠacquisition en imagerie computationnelle. En imagerie com-
putationnelle on mesure un objet f avec un système dŠimagerie intègrent un système
encodant qui fera partie de la fonction de transfert optique AH de sorte que les mesures
m ne correspondront pas directement à lŠimage de lŠobjet. Il faudra reconstruire à partir
des mesures une image f∗ de lŠobjet. Comme en imagerie conventionnelle on considère que
les mesures vont contenir un bruit additif η.

Cela nous permet donc de modiĄer le modèle dŠacquisition. Ce qui nous permet dŠamé-
liorer la résolution et le rapport signal à bruit obtenu par le montage. Cela permet aussi
de conĄgurer notre modèle dŠacquisition. Ce qui permet par exemple, dans le cas des
montages de type ouverture codée (Coded aperture), de mettre en place un système de
multiplexage très utile pour faire de la détection compressée (compressed sensing)

3.1.1 Avantage

Résolution En imagerie conventionnelle, on a souvent recours à deux grandeurs pour
quantiĄer la qualité de lŠimage mesurée. On a la résolution spatiale qui va principalement
dépendre des optiques utilisées pour faire lŠacquisition de lŠimage. Typiquement pour un
microscope avec un objectif de collection dŠouverture numérique NA utilisant une source
lumineuse de longueur dŠonde λ, on obtient une résolution spatiale RS = λ/2NA.

En imagerie computationnelle la résolution ne va plus nécessairement dépendre des
optiques utilisées [89]. Des montages dŠimagerie computationnelle comme le STORM [99]
et le SIM [93,94] RIM [100] ou encore le FPALM [101] permettent dŠaller au-delà des limites
de résolution induites usuellement par les optiques [92].

SNR LorsquŠon mesure des signaux de faibles intensités, il est souvent nécessaire dŠavoir
de long temps dŠacquisition, si lŠon veut dŠobtenir un SNR satisfaisant (ex : Microscopie
confocale). Cela peut devenir une contrainte forte, notamment lorsque les temps dŠac-
quisition viennent à limiter la possibilité dŠun suivi temporel. Dans ce cas des montages
dŠimagerie computationnelle peuvent permettre dŠaméliorer le SNR sans devoir augmen-
ter les temps dŠexposition [102]. CŠest par exemple le cas de la caméra mono-pixcel par
multiplexage dŠHadamard [23,98].
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3.2 Algorithme de reconstruction

Comme vu dans la Section 3.1, il est possible de modéliser le processus dŠacquisition
en imagerie computationnelle par (3.2). Cela nous donne alors un modèle dŠacquisition
déterministe qui ne prend pas en compte le bruit inhérent à toute mesure.
AĄn dŠaffiner notre vision, on peut opter pour un modèle plus Ąn qui prend en compte le
bruit typique en acquisition. On peut ajouter un bruit thermique que lŠon modélise par
un modèle additif de bruit blanc Gaussien ϵ. Ce qui nous donne

m = Hf + ϵ (3.4)

Si on reconstruit avec la pseudo-inverse on obtient

f̂ = H†m (3.5)

on aura alors

f̂ = f + η (3.6)

avec η le bruit de reconstruction, H† la pseudo inverse qui coïncide avec H−1 lorsque A
est inversible. Dans ce cas, on risque dŠavoir un résultat peu satisfaisant du fait dŠune
ampliĄcation du bruit. CŠest pourquoi il est souvent préférable de se tourner vers des
modèles plus complets.

3.2.1 Problème inverse linéaire

Dans le cas où lŠopérateur H est linéaire, on peut obtenir une estimation de lŠimage
en minimisant la fonction de Tikonov

f̂ = argmin
f

¶∥Hf − m∥2
2 + αΦ(f)♢ (3.7)

avec ∥.∥2 correspondant à la norme L2. Le premier terme de lŠéquation est le terme
dŠattache aux données. Ce terme est fait pour des erreurs de type bruit blanc Gaussien,
bien quŠil soit souvent utilisé pour dŠautres modèles de bruit. Le second terme correspond
à la régularisation, il permet de mettre en balance notre croyance relative à la Ądélité
des mesures avec nos connaissances à priori. Ce réglage se fait grâce au paramètre de
régularisation α. Pour α = 0, lŠimage est issue du terme de Ądélité et correspond à la
pseudo-inverse, ce qui revient au modèle (3.5) (dans ce cas on peut plutôt utiliser la
pseudo-inverse de Moore-Penrose). Les solutions obtenues sont particulièrement sujettes
à des artefacts de reconstruction du fait que lŠopérateur H est souvent mal posé. LŠintro-
duction du terme de régularisation Φ(f) permet de contre-balancer le terme de Ądélité
aux données, en contraignant lŠimage estimée f̂ à être en accord avec les connaissances à
priori de la classe de lŠobjet 1 imagé.

1. Par exemple, si lŠon sŠattend à ce que lŠimage f soit lisse. On pourra alors contraindre lŠestimation
de lŠimage f̂ , à faire partie de lŠensemble des images lisses.
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Originale Floutée Moindre carré Variation totale

a b c d

Figure 3.3 Ű Comparaison des méthodes de reconstruction. (a) Image originale. (b)
Image Ćoutée. (c) Image déĆoutée par méthode moindre carrée avec la peseudo-inverse.
(c) Image déĆoutée par totale variation.

Tikhonov Dans ses travaux, Andrey Tikhonov [103,104] a proposé le terme de régula-
risation suivant

Φ(f) = ∥f∥2
2 (3.8)

Dans ce cas le problème inverse admet une solution explicite

f̂ = (HT H + α11)−1HT m (3.9)

avec HT la transposée de H et 11 la matrice identité de même dimension que HT H.
Pour α = 0, cette expression se ramène à la pseudo-inverse (exemple : déconvolution par
la pseudo-inverse obtenu par moindre carré, Fig. 3.3.c) dans le domaine de lŠimagerie.
LŠéquation (3.9) sŠavère être similaire à un Ąltre de Wiener dans le cas où la valeur du
paramètre α est Ąxée de sorte à être égale au SNR. Dans le cas de la solution de Tikonov-
Winer on sŠattend à obtenir de meilleurs résultats quŠavec la pseudo-inverse étant donné
que la norme L2 permet dŠatténuer lŠampliĄcation du bruit dans lŠestimation de lŠimage f̂

que lŠon aurait observé en utilisant la pseudo-inverse. Le résultat sera effectivement moins
affecté par le bruit haute fréquence, mais comme les données seront passées par un Ąltre
passe-bas, lŠimage estimée f̂ aura perdu ses détails hautes fréquences.

Variation totale Dans des versions plus récentes du terme de régularisation, Φ(.) on
cherche à exploiter la parcimonie de lŠobjet f ou sa version transformée Sf . La mesure
parcimonieuse est plus souvent connue comme mesure compressive (compressed sensing),
cŠest une approche qui sŠapplique particulièrement bien aux images et aux vidéos étant
données quelles présente souvent une forte redondance de lŠinformation qui permet de
grandement compresser lŠinformation contenue dans lŠimage tout en étant capable ensuite
de la décomprimer sans perte (ex : utilisation pour la compression en JPEG). De plus,
si lŠimage est sujette à du bruit, lŠopérateur S aura plus de chance de rendre le signal
parcimonieux. Ainsi, les effets du bruit seront atténués par la régularisation. Dans le cas
de la Variation totale (TV en anglais) on a

Φ(f) = ∥∇x,yf∥2 (3.10)

Il peut par exemple être utilisé pour déconvoluer une image comme sur la Fig. 3.3.d.
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Figure 3.4 Ű Principe de fonctionnement du perceptron. Le vecteur X représente le
signal dŠentrée, le vecteur W représente les poids, le scalaire b lui correspond au biais et
σ désigne la fonction dŠactivation. Le scalaire y représente la sortie brute qui est obtenue
en faisant le produit scalaire entre X et W auquel on ajoute b. La sortie du perceptron
σ(y) sŠobtient en appliquant la fonction dŠactivation à la sortie brute.

3.3 Apprentissage profond

LŠimagerie computationnelle et lŠapprentissage statistique 2 sont deux domaines de
recherche qui ont suivi en parallèle un réel essor depuis le milieu du XXe siècle. Ils ont
permis de grandement optimiser les processus dŠacquisition et de traitement des données
et ont eu un grand impact dans le domaine de lŠimagerie. Pour autant, ce nŠest quŠassez
récemment que les architectures dŠapprentissage statistique et plus particulièrement celles
dŠapprentissage profonds 3 ont été utilisés pour la formation dŠimages computationnelles
et non plus uniquement pour lŠinterprétation des images [97].

LŠapprentissage statistique est une classe dŠalgorithmes dŠinterpolation de fonctions.
Dans ce domaine, quand on se réfère aux algorithmes, on parle souvent de réseaux de
neurones ou dŠarchitectures de réseaux de neurones. Cela vient du fait que ces algorithmes
reposent sur une brique élémentaire quŠest le perceptron (cf. Fig. 3.4). Les architectures
de réseaux de neurones consistent en une série de couches composée de ce sous-élément.

Le perceptron Le perceptron prend entré un vecteur mesure X auquel il applique des
poids W. Après avoir sommé les entrées pondérées par les poids on ajoute un biais b, ce
qui nous donne la sortie brute y. Finalement on applique à la sortie brute une fonction
dŠactivation σ pour obtenir la sortie σ(y).

2. Parmi les différentes traductions du terme anglais "machine learning", nous avons choisi le terme
"apprentissage statistique".

3. Parmi les différentes traductions du terme anglais "deep learning", nous avons choisi le terme "ap-
prentissage profond".
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Figure 3.5 Ű Un réseau de neurones (exemple : un encodeur) contient généralement
plusieurs couches (l) composées dŠun nombre variable de perceptrons, représentées ici par
des ronds bleus. Les couches sont disposées de sorte que les sorties dŠune couche (l − 1)
sont connectées aux entrées de la couche suivante (l) à lŠexception de la toute première
couche, dont les entrées prennent les valeurs du vecteur X et de la dernière couche, dont
les sorties forment le vecteur sorti Y.

.

3.3.1 Réseau de neurones

Plus généralement, en apprentissage statistique on travaille sur des réseaux de neurones
(NN) qui contiennent plusieurs couches composées dŠun nombre variable de perceptrons.
Les couches sont disposées de sorte que les sorties de la couche (l − 1)e sont connectées
aux entrées de la couche suivante à lŠexception de la toute première couche, dont les
entrées sont les quantités que nous souhaitons que le NN traite et de la dernière couche,
dont les sorties forment la sortie du NN. Comme cŠest le cas pour lŠexemple dŠarchitecture
de NN montré sur la Fig. 3.5. Il y a une vingtaine dŠannées, il était encore conseillé de
concevoir des NN comportant jusque deux couches 4 : la couche cachée et la couche de
sortie. Les progrès récents dans le domaine de lŠapprentissage statistique ont démontré la
supériorité des architectures comportant beaucoup plus de deux couches, appelées réseaux
de neurones profonds (DNN) [105,106]. Le but de tout réseau de neurones est dŠapprendre
la relation entre un vecteur dŠentrée X et une sortie associée Y. Comme vu précédemment,
un réseau de neurones est généralement constitué dŠune série de N couches. On note :

Y = Gθ(X) (3.11)

lŠopération effectuée par le réseau sur lŠentrée X, avec θ les paramètres du réseau.

4. Il y a un certain désaccord sur la façon de compter le nombre de couches. Certaines personnes
considèrent quŠon ne devrait pas être compté parce que les entrées ne sont pas actives (ce sont simplement
les variables dŠentrée). Nous utiliserons ici cette convention.
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Les réseaux de neurones convolutionnel Les réseaux de neurones convolutionnel
(CNN) [107] ont fait preuve dŠune performance exceptionnelle lors de la résolution de
problèmes inverses dŠimagerie tels que le débruitage [108], la super-résolution [109], et la
déconvolution [110] ainsi que de nombreux problèmes inverses dŠimagerie biomédicale, par
exemple pour la tomographie computationnelle [111]. Ces couches jouent un rôle majeur
dans de nombreux réseaux neuronaux. La théorie des couches convolutionnelles est liée
à la théorie des framelets [112, 113], selon laquelle les couches convolutionnelles servent
de transformation linéaire vers un espace linéaire où le problème inverse est plus facile à
résoudre, dŠoù lŠutilisation lŠimportante de ces couches dans ce domaine.

3.3.2 Entraînement du réseau de neurones

Une fois lŠarchitecture du réseau de neurones déĄnie, il sera nécessaire dŠoptimiser les
valeurs des poids Wn,k et des biais bn,k, aĄn de sŠassurer que le réseau de neurones fait
bien la fonction souhaitée.
Pour adapter les valeurs à la tâche que lŠon souhaite réaliser, il faut "entraîner" le réseau
de neurones sur un jeu de données qui contient N pair dŠexemple dŠentrée xn associé à
une sortie yn, ce qui nous donne ¶xn, yn♢ avec n ∈ N . Dans la phase dŠentraînement, on
met en entrée du réseau une entrée xn qui nous donnera une sortie ỹn dont on pourra
calculer lŠécart avec la sortie attendue yn grâce à une métrique de distance E(., .). Lorsque
lŠon évalue la distance entre les sorties du réseau et les sorties attendues, on parle de la
fonction de perte 5 L que lŠon note :

L¶xn, ỹn♢n=1,..,N ≡
∑

n

E(Gθ(xn, ỹn)) (3.12)

Pour minimiser la valeur de la fonction de perte, il faut optimiser la valeur des poids
tels que :

W̃ = argmin
W

L¶xn, ỹn♢n=1,..,N (3.13)

où W̃ représente le jeu de poids optimal. AĄn de tendre vers une valeur de poids optimal,
on procédera de manière itérative par une de descente de gradients.

5. "loss function" en anglais
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Figure 3.6 Ű Réseaux de neurones avec a priori physiques. Au lieu dŠentraîner le réseau
à partir de mesure brute m issue dŠun système dŠacquisition, on génère dŠabord une image
estimée f̂ grâce à un modèle analytique qui prend en compte des a priori physiques du
système (exemple : problème inverse). LŠimage estimée passe ensuite dans le réseau de
neurones pour améliorer la qualité de lŠimage.

3.3.3 Reconstruction dŠimage avec a priori physique

LorsquŠon souhaite résoudre une problématique de reconstruction dŠimage, il est sou-
vent préférable de ne pas se baser uniquement sur un réseau de neurones. Effectivement,
nous avons vu en Section 3.2 quŠil existe déjà des méthodes basées sur des a priori
physiques du système imageur qui permettent dŠobtenir une première estimation f̂ (cf.
Fig. 3.6) de lŠimage à partir des mesures m (cf. Fig. 3.6). On peut ensuite mettre cette
image en entrée dŠun réseau de neurones aĄn dŠaffiner la qualité de la reconstruction
et ainsi obtenir une image corrigée f̃ (cf. Fig. 3.6) plus proche de la véritable image f .
Ainsi, on évite lors de la phase dŠentraînement du réseau de potentiellement lŠentraîner à
faire une tâche pour laquelle on connaît déjà une solution, cela permet aussi de limiter le
nombre de couches à entraîner et de garder un résultat le plus "physiquement plausible"
possible.
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Deuxième partie :

Problématique
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Chapitre 4
Microscope hyperspectral par
feuillet de lumière

© Pierre Leclrec

Dans ce chapitre nous verrons en premier lieu les microscopes hyperspectraux par
feuillet de lumière développés dans la littérature. Ensuite nous verrons le prototype dé-
veloppé par Pierre Leclerc durant son Postdoc (1/04/2019 au 2/09/2019). Ce prototype
a servi de base de départ à ma thèse.
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Chapitre 4. Microscope hyperspectral par feuillet de lumière

4.1 Présentation du Projet

LŠobjectif de ce projet est de développer un imageur hyperpsectral appliqué à la micro-
scopie à Ćuorescence. AĄn de mesurer lŠimage hyerpspectrale dŠun échantillon biologique
contenant plusieurs Ćuorophores. Cella revient à mesurer le spectre de Ćuorescence en
tout point dŠun échantillon. On peut formaliser lŠobjectif de cette thèse ainsi :

Soit un volume O (cf. Fig. 4.1) tel que O(x, y, z) ∈ R
3 et Oi la distribution de photo-

marqueur ayant un pic dŠémission à λi au sein du volume O avec i ∈ [0, 1, ..., n] et n ∈ N

le nombre de photo-marqueurs disjoints contenus dans O tel que Oi ∈ O.

O2

O1

O3

x

y

z

Figure 4.1 Ű Vu schématique du volume O. O(x, y, z) est un volume tridimensionnel
transparent qui contient trois types de Ćuorochromes différents répartis
volumes O1, O2 et O3.

Problématique : On souhaite connaître I lŠintensité lumineuse produite
photo-marqueurs en tous points de O(x, y, z). Or, I est assimilable à un cub
hyperspectrales, car il dépend de trois dimensions spatiales (x, y, z) et dŠune
spectrale λ tel que I(x, y, z, λ) =

∑

i ai(x, y, z)gi(λ) avec i un photo-marqueur
ai(x, y, z) correspond à la concentrions du Ćuorophore i en un point (x, y, z
lŠéchantillon et gi(λ) la distribution de lŠémission du Ćuorophore en fonction
longueur dŠonde.

Proposition : AĄn de mesurer ce cube de données hyperspectrales, nous a
mettre au point un montage de type SPIM (cf. Chapitre 1, Section 1.3) hyp
(cf. Chapitre 2) dont le temps dŠacquisition sera optimisé grâce à lŠintégration
dŠapproche dŠimagerie computationnelle (cf. Chapitre 3). Notre proposition



4.1. Présentation du Projet
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Figure 4.2 Ű Intersection des domaines de recherche étudiés et répartition de la bibliogra-
phie associée (Les numéros correspondent aux références bibliographiques des domaines
et interdomaines dŠétude)
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4.2 Les SPIM hyperspectraux dans la littérature

Le "hyperspectral light-sheet microscope" hSPIM [20]

Figure 4.3 Ű hSPIM [20] . (A) Schéma du montage. Le feuillet de lumière a été créé en
balayant le faisceau dŠillumination à travers lŠéchantillon, qui était placé à lŠintersection
des plans focaux des objectifs de détection et dŠillumination. Le signal de Ćuorescence
est dŠabord "descanné" avant dŠêtre enregistré, cŠest-à-dire projeté sur une ligne statique
avant quŠavec un spectromètre imageur on diffracte les spectres le long de la deuxième
dimension de la caméra. (B) Pile de données (x, λ) qui a été enregistrée pour chacune des
positions "y" dans lŠéchantillon. La somme de toutes les longueurs dŠonde de ce cube de
données 3D permet dŠobtenir lŠimage conventionnelle à une seule couleur. LŠobjet imagé
est un embryon de drosophile exprimant lŠhistone-YFP.

À ma connaissance, le premier SPIM hyperspectral proposée dans la littérature est
le hSPIM [20]. Il sŠagit dŠun montage de microscopie hyperspectrale à balayage linéaire
(cf. Chapitre 2, Section 2.3.2). Dans ce montage, les auteurs utilisent un DSLM pour
générer le feuillet de lumière, ce qui leur permet de nŠéclairer quŠune seule ligne dŠun plan
de lŠéchantillon à la fois. Ensuite, à lŠaide dŠun spectromètre imageur (ici un Imspector
V8E, [114]) ils obtiennent le spectre de chaque ligne illuminée par le laser.
Ce montage présente lŠavantage de permettre une acquisition directe du cube de données
hyperspectrales (x, y, z, λ). Néanmoins, il nécessite lŠusage de miroirs galvanométriques
pour renvoyer la ligne illuminée sur la fente du spectromètre. Or ce type dŠélément optique
nécessite un réglage délicat.
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Le "Snapshot Hyperspectral Light-Sheet Imaging" [21]

Figure 4.4 Ű Snapshot Hyperspectral Light-Sheet Imaging [21]. LŠimage intermédiaire
du microscope (a) est relayée par un système à faible grossissement (b) pour sŠadapter
à la taille du mappeur dŠimages. Le mappeur dŠimages (c) est composé de multiples
facettes (représentées ici par un miroir à 12 facettes pour plus de simplicité) qui redirigent
différentes zones de lŠobjet vers différentes zones du capteur, créant des régions vides entre
elles. Un objectif collecteur à faible ouverture numérique (d) dirige lŠimage vers un réseau
de prismes/lentilles (e). Ce réseau de prismes disperse ensuite chaque pixel en fonction
de la longueur dŠonde, et un réseau de lentilles refocalise la lumière sur le détecteur
sCMOS (f). Le réseau forme un ensemble de 5 × 6 sous-images, chacune représentant une
cartographie spectrale dune zone de lŠimage originale.

Le "snapshot hyperspectral light-sheet imaging" proposé dans [21] est un SPIM hyper-
spectral dont le montage est basé sur de lŠimagerie hyperspectrale instantanée (cf. Cha-
pitre 2, Section 2.3.4). Ce montage combine le principe du iSPIM [49] avec un imageur
hyperspectral instantané de type IMS [78].
Ce montage présente lŠavantage dŠavoir un très faible temps dŠacquisition grâce lŠapproche
dŠimagerie spectrale instantanée. Cependant, le faible temps dŠacquisition de ce montage
se fait au prix dŠun champ de vue plus réduit, car les données nécessaires pour remonter
au cube de données hyperspectrales sont enregistrées sur le même détecteur. Il existe donc
un compromis intrinsèque entre la résolution spectrale et les résolutions spatiales.
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Chapitre 4. Microscope hyperspectral par feuillet de lumière

Reconstruction sous-
échantillonnée

Cube 
hyperspectrale

Spectroscopie
d'Hadamard

Algorithme de 
reconstruction

Figure 4.5 Ű Concept du prototype de SPIM hyperspectral. LŠidée est de développer un
SPIM hyperspectral basé sur la spectroscopie dŠHadamard et des algorithmes de recons-
truction de mesures sous-échantillonnées. © Pierre Leclerc

4.3 Prototype de SPIM hyperspectral

AĄn de développer un microscope à feuillet de lumière hyperspectrale par spectroscopie
dŠHadamard (cf. Fig. 4.5), Pierre Leclerc a construit dans le cadre dŠune collaboration
inter-laboratoire (CREATIS et ILM) un prototype de SPIM hyperspectral computationnel
(chSPIM dont le montage est représenté dans la Fig. 4.6.

Sur la Fig. 4.7.a on peut voir la reconstruction dŠun cube hyperspectral de données
(x, y, λ) qui correspond à lŠacquisition dŠune tranche dŠun gel contenant deux types de
billes Ćuorescentes. Sur la Fig. 4.7.b et la Fig. 4.7.c on peut voir des coupes de ce cube
hyperspectral pour les longueurs dŠondes λ1 = 500 nm et λ2 = 560 nm. Ces deux coupes
ne contiennent pas les mêmes billes bien quŠelles correspondent au même plan (x, y). On
voit donc que lŠon peut faire un Ąltrage en longueur dŠonde aĄn de différencier deux types
de Ćuorochromes différents.

AĄn dŠavoir un ordre dŠidée de la capacité de notre système à imager des échantillons
types de microscopie, nous avons pu obtenir, auprès de lŠInstitut de génomique fonction-
nelle de Lyon, des échantillons de larve de poisson-zèbre (de 4 jours Tg(Ći1:EGFP) de fond
génétique casper). Sur la Fig. 4.8.a, on montre lŠacquisition dŠune coupe dŠun embryon,
obtenue avec une SPIM classique. Sur la Fig. 4.8.b on a la même coupe, mais obtenue avec
le montage chSPIM. AĄn dŠavoir un résultat comparable à celui obtenu en SPIM classique,
nous avons intégré sur la dimension spectrale le cube de données hyperspectrales (x, y, λ)
pour obtenir cette image.

Ce montage a permis dŠavoir un premier aperçu du concept étudié. Néanmoins, les ré-
sultats obtenus avec ce montage présentent une résolution trop faible le long de la dimen-
sion compressée (ici lŠaxe horizontal) pour discerner les sous-structures dŠun échantillon.
Par exemple, sur la Fig. 4.8.b on ne discerne aucune des sous-structures visibles sur la
Fig. 4.8.a. Cette limite en résolution est principalement due à la méthode de structuration
du feuillet et à la méthode de reconstruction de la dimension compressée.
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4.3. Prototype de SPIM hyperspectral

Figure 4.6 Ű Schéma du prototype de SPIM hyperspectral computaionnel. CL : lentille
cylindrique. CL = 50 mm CL = achromatique 75 mm. L =Lentille. L1 = 50 mm L2 =
25 mm. O : Objectif. O1 = x20 Nikon plan Apo. O2 =x4 Nikon. Camera = x20 mitutuyo.
© Pierre Leclrec
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Chapitre 4. Microscope hyperspectral par feuillet de lumière

a)

x

z
y

b)

c)

Figure 4.7 Ű Reconstruction des mesures hyperpsectrales dŠune tranche dŠun gel conte-
nant des billes Ćuorescentes. (a) Reconstruction du cube de données (x, y, λ) correspon-
dant à la tranche dŠun gel contentant des billes Ćuorescentes. (b) Coupe du cube hyper-
spectral à la longueur dŠonde λ = 500 nm. (c) Coupe du cube de données hyperspectrales
à la longueur dŠonde λ = 560 nm. © Pierre Leclerc

Figure 4.8 Ű Tranche virtuelles dŠune larve de 4 jours de poisson-zèbre casper observées
en microscopie SPIM et chSPIM. (a) Acquisition dŠune coupe virtuelle de larve de poisson-
zèbre en SPIM classique. (b) Reconstruction dŠune coupe virtuelle de larve de poisson-
zèbre acquis en chSPIM. AĄn de pouvoir comparer les deux méthodes dŠacquisition, le cube
hyerpsectral (x, y, λ) a été sommé le long de la dimension spectrale, de sorte à obtenir la
tranche (x, y). © Pierre Leclerc

54



Troisième partie :

Contributions

55





Chapitre 5
Microscope computationnel
hyperspectral par faisceau structuré

© CRG

Dans ce chapitre nous verrons les choix techniques que nous avons effectués en vue
dŠimplémenter expérimentalement notre concept dŠimageur hyperspectral. Le montage
expérimental peut être découpé en deux grandes parties : Illumination et Détection. Pour
notre montage lŠillumination regroupe les lasers et la partie permettant la structuration du
faisceau. La partie structuration du faisceau regroupe la génération du feuillet de lumière
et sa structuration. Pour la partie Détection, on distingue deux voies dŠacquisition. Une
voie dite dŠimagerie directe qui permet la mesure dŠun plan de lŠéchantillon illuminé par le
feuillet de lumière. Une voie dite dŠacquisition hyperspectrale qui permet lŠacquisition du
spectre de chaque ligne dŠun plan de lŠéchantillon. Ce second mode permet lŠacquisition
du cube de données hyperspectrales par succession de motifs lumineux et par translation
dans lŠéchantillon. Les éléments constitutifs de ce montage, leurs caractérisations et leur
lŠévolution seront présentées dans ce chapitre.
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Chapitre 5. Microscope computationnel hyperspectral par faisceau structuré

5.1 Concept de base

Nous considérons lŠacquisition dŠun hypercube à 4 dimensions (4D) Ω = (x, y, z, λ),
où (x, y, z) est la position du voxel et λ la longueur dŠonde. Le microscope à feuillet de
lumière permet dŠimager le volume 3D (x, y, z) en répétant les acquisitions de sections
optiques 2D (x, y) pour plusieurs valeurs de z. Dans la suite, nous décrivons lŠacquisition
dŠune seule section de Ćuorescence hyperspectrale f(x, y, λ), étant donné que lŠaxe z peut
être obtenu par translation de lŠéchantillon.

Dans un microscope à feuillet de lumière standard, le feuillet de lumière est conçu pour
être uniforme dans le plan (x, y). Ici, nous proposons de moduler lŠillumination le long
de lŠaxe x et dŠutiliser une lentille cylindrique pour focaliser la lumière émise par lŠéchan-
tillon sur la fente dŠun spectromètre, qui est orienté le long de lŠaxe y (cf. Fig. 5.1). Les
mesures sont répétées pour un ensemble de motifs dŠillumination ¶pk♢1≤k≤K , conduisant
à lŠensemble des mesures ¶mℓ

k(y, λ)♢1≤k≤K qui peuvent être modélisées par

mk(y, λ) =
∫

pk(x)f(x, y, λ) dx. (5.1)

Dans un cadre discret, nous désignons par m
y
λ ∈ R

Nk les mesures obtenues pour tous
les motifs dŠillumination, à la position verticale y dans le canal spectral λ, où Nk est le
nombre de motifs dŠillumination. Le modèle direct discret est alors

m
y
λ = P f

y
λ , (5.2)

où P ∈ R
Nk×Nx contient les motifs dŠillumination et f

y
λ ∈ R

Nx est le proĄl de Ćuorescence
à la position verticale y dans le canal spectral λ. Notez que le nombre de pixels le long de
lŠaxe x (comprimé) est désigné par Nx. Lorsque Nk = Nx et en supposant que P est une
matrice orthogonale (par exemple, des motifs de Hadamard, de Fourier ou les ondelettes),
le proĄl optique peut être reconstruit par

f
y
λ = P⊤m

y
λ. (5.3)

Dans la suite du manuscrit, nous considérons la matrice Hadamard qui maximise le rap-
port signal/bruit de la reconstruction pour un bruit additif Gaussien [115].
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5.1. Concept de base

f(x,y,λ)

m(h,y,λ)

f(x,y,λ)

Figure 5.1 Ű Concept du microscope computationnel hyperspectral. Illumination :
Nous considérons lŠacquisition de lŠimage hyperspcectrale f(x, y, λ). Pour ce faire nous
utilisons plusieurs motifs dŠillumination modulés le long de lŠaxe x pour illuminer lŠéchan-
tillon mesuré. Collection : Pour chaque motif, lors de la collection on compresse lŠaxe
x pour obtenir le spectre. On obtient Ąnalement les mesures m(h, y, λ) avec h la dimen-
sion des motifs dŠillumination. Reconstruction : On remonte à lŠimage hyperspectrale
f(x, y, λ) par reconstruction informatique des mesures m(h, y, λ).
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Chapitre 5. Microscope computationnel hyperspectral par faisceau structuré
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Figure 5.2 Ű Schéma du microscope computationnel hyperspectral (chSPIM). (NB :
la partie du montage SPIM dans la boîte rouge nŠa pas la même orientation que les
autres parties, voir la Ągure dŠen-tête de ce chapitre). Le faisceau provenant des lasers
illumine un "Digital micromirror device" (DMD), permettant la modulation spatiale de
la lumière. Un ordre du faisceau réĆéchi est collecté et rétréci, le faisceau ainsi produit
est collecté et focalisé selon une direction dans lŠéchantillon par le dispositif SPIM. Le
signal de Ćuorescence est collecté par un objectif orthogonal ou plan dŠillumination. Il est
ensuite focalisé sur la fente du spectromètre par la lentille cylindrique. Il est également
possible de réaliser une mesure en SPIM classique en focalisant la lumière directement sur
une autre caméra.

5.2 Démonstrateur du principe de chSPIM

Sur la base du concept de microscope computationnel hyperspectral que nous avons
proposé précédemment (cf. Fig. 5.1) et en nous appuyant sur la base du démonstrateur
présenté à la Section 4.3, nous avons développé un premier montage (chSPIM) aĄn de
produire une première validation expérimentale du concept. Le schéma du montage est
donné à la Fig. 5.2, nous détaillerons les composants du montage par la suite.
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5.2. Démonstrateur du principe de chSPIM

5.2.1 Les sources

Le montage est alimenté par deux lasers de 100 mW (théorique) (cf. Tab. 5.1). Le
premier laser (MBL-FN-473, CNI®), aussi appelé "bleu" présente une longueur dŠonde
centrale à 473 nm. Le second laser (MBL-FN-532, CNI®) ou "vert" est centré à 532 nm.
Bien quŠils soient conçus pour opérer avec un mode TEM 00 propre de M2 = 1.2 1 avec un
"waist" 2 de 2 mm, les lasers présentent un aspect de tavelure prononcé autour du TEM 00.
La taille du "waist", en particulier pour le laser bleu est très supérieure à 2 mm (taille
théorique). EnĄn la longueur de cohérence des lasers est faible, ce qui présente des avan-
tages, associé à la nécessité dŠéclairer de manière homogène le DMD, et des inconvénients,
associés à la nécessité de se propager avec le moins de déformation possible du faisceau.
Les deux lasers sont combinés grâce à un cube séparateur 50/50 (BS013, Thorlabs®).
LŠusage de ce composant optique entraîne une perte de moitié de la puissance des lasers.
CŠest pourquoi par la suite nous avons remplacé cet élément par un miroir dichroïque
(DMLP505 Thorlabs®).

Table 5.1 Ű Caractéristiques principales des sources lasers

Paramètre Laser 1 Laser 2
Longueur dŠonde (λ) 473 nm 532 nm
Waist (w0) 4 mm 2 mm
Puissance (P ) 100 mW 100 mW

Table 5.2 Ű Paramètres caractéristiques des télescopes

Télescope Focale (mm) Focale (mm) Grossissement
T1 (L, L′) 50 200 4
T2 (LŤ, L) 200 150 1/3

Table 5.3 Ű Principales caractéristiques du DMD (V-7001, Vialux®)

Paramètres Valeur
Largeur 1 cm
Longueur 1.4 cm
Taille miroir 13.7 µm
Espacement miroir 1 µm
Angle dŠinclinaison des micro-miroirs ±12◦

Résolution 1024 × 768 (pixels)

1. ce terme donne une mesure de lŠécart à la limite théorique de la diffraction
2. En anglais le "waist" fait référence à la largeur du faisceau
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Chapitre 5. Microscope computationnel hyperspectral par faisceau structuré

a) b)

Figure 5.3 Ű Le "Digital Micro-mirror Device" est un composant opto-électrique qui
permet de structurer un faisceau lumineux. (a) Ce composant est constitué dŠune matrice
de micro-miroirs dont les angles dŠorientation par rapport au plan du support sont orien-
tables par commande électronique. La rotation des micro-miroirs se faisant selon lŠune de
leurs diagonales, lorsquŠon utilise un DMD on le tourne de 45◦ aĄn que la faisceau réĆéchi
reste dans le plan du faisceau incident. (b) Les micro-miroirs peuvent être orientés selon
deux positions, de sorte que lorsquŠ on lŠéclaire le DMD les micor-miroirs en position "on"
vont renvoyer la lumière à la normale du DMD et ceux sur la position "off" vont renvoyer
à 24◦ de la normale du DMD.

5.2.2 Structuration du faisceau

Utilisation du DMD Le "Digital Micro-mirror Device" est un composant opto-électrique
qui permet de structurer un faisceau lumineux. Ce composant est constitué dŠune matrice
de micro-miroir dont les angles dŠorientation par rapport au plan du support sont orien-
tables par commande électronique, permettant ainsi de renvoyer une partie de la lumière
incidente dans lŠaxe optique (cf. Fig. 5.3).
AĄn dŠilluminer une majeure partie de la surface active du DMD (V-7001, Vialux®, cf.
Tab. 5.3), les deux faisceaux lasers sont élargis grâce à un premier montage grandissant
(T1, voir Tab. 5.2) composé de deux lentilles de focale 50 mm (LA1131-A Thorlabs®)
et 200 mm (LA1708-A Thorlabs®) pour un grandissement γ = 4. Cet agrandissement
permet dŠéclairer la majeure partie de la surface active du DMD de taille 14 × 10.5 mm.
En effet, la taille transversale originale du faisceau est dŠenviron 2 mm soit une tâche
focale sur le DMD de 2 × 4 = 8 mm .
Le DMD est éclairé avec un angle de 24◦, angle qui se retrouve facilement avec la Loi des
réseaux (5.5). Cela permet de maximiser lŠefficacité énergétique de ce composant étant
donné sa nature dispersive (lorsque lŠon utilise avec une source cohérent) engendre une
perte en énergie importante 3. Par ailleurs, un bon moyen dŠaligner ce composant est de
chercher à maximiser lŠénergie disponible sur lŠordre avec lequel on souhaite travailler.
Dans la première version du montage, nous avons utilisé lŠordre zéro, de sorte que lŠangle
de réĆexion soit le même pour tous les lasers.

3. Nous avons fait le rapport entre la puissance des lasers avant le DMD et la puissance de lŠordre
zéro. Nous avons obtenu un rendement dŠenviron 15 %
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5.2. Démonstrateur du principe de chSPIM
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Figure 5.4 Ű Le double apsect du DMD. (a) les lois de Snell-Descartes. (b) loi des réseaux.
(adapté de : Using Lasers with DLP® DMD technology [116])

Double aspect du DMD Les propriétés optiques du DMD permettent de décorréler
lŠenveloppe énergétique de lŠordre zéro. LŠangle de réĆexion dŠun ordre interférentiel n va
dépendre de la longueur dŠonde de la source λ, de lŠespacement des miroirs d et de lŠangle
dŠincidence du laser par rapport à la normale de la surface du DMD. LŠangle de réĆexion
du maximum de lŠenveloppe, dépend, lui de lŠangle dŠincidence α de la source par rapport
à la normale de la surface du DMD et de θ lŠangle du miroir par rapport à la normale de
la surface du DMD .
Comme présentée sur la Fig. 5.4, chaque miroir qui compose le DMD suit la loi de Snell-
Descartes

ϕ = 2θ − α (5.4)

On montre aussi sur la Fig. 5.4 que le DMD présente un comportement similaire à un
réseau de diffraction 2D. Du fait de sa structuration périodique bi-axiale, il suit la loi des
réseaux

d(sin(α) + sin(βn)) = nλ (5.5)

5.2.3 Le SPIM

À la suite du DMD un second télescope (T2, cf. Tab. 5.2, de grandissement γ = 1/3),
composé dŠune lentille de 50 mm de focale et dŠune lentille de focale 150 mm est placé
en aval du DMD aĄn de créer un faisceau dŠune taille transversale à même de remplir les
lentilles dŠun pouce du microscope. Le faisceau ainsi produit est injecté dans un montage
OpenSPIM [5] modiĄé 4. AĄn dŠobtenir une image qui remplisse au mieux la surface du
détecteur, nous avons utilisé en illumination un objectif Olympus N20X-PF (0.5 NA) et un
Olympus RMS4X (0.1 NA) pour la collection. Les principales caractéristiques optiques des
éléments utilisés dans notre montage SPIM sont données dans la Tab. 5.4 et la Tab. 5.5.

4. Nous nŠutilisons pas les mêmes objectifs que le montage OpenSPIM
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Chapitre 5. Microscope computationnel hyperspectral par faisceau structuré

Table 5.4 Ű Distance focale des lentilles utilisées pour le SPIM

Lentille focale (mm)
CL 50
L1 25
L2 75

Table 5.5 Ű Paramétrés caractéristiques des objectifs utilisés pour le SPIM

Objectif Grossissement Ouverture numérique Distance de travail
O1 20 0.5 2.1 mm
O2 4 0.1 18.5 mm

5.2.4 Collection

Pour éliminer toute lumière laser diffuse et collecter uniquement la lumière de Ćuores-
cence de lŠéchantillon, deux Ąltres coupe-bande (ZET473NF et ZET532NF, Chroma®, cf.
Tab. 5.7) sont placés après lŠobjectif de collection. Le signal de Ćuorescence ainsi Ąltrée
peut être imagé de deux manières différentes, selon la positon du miroir amovible.
Le bras dŠimagerie directe acquiert des images de Ćuorescence en niveaux de gris sur une
caméra Andor Zyla-5.5, qui peut être modélisée par

gk(x, y) =
∫

η(λ)pk(x)f(x, y, λ) dλ, (5.6)

où η(λ) représente la réponse spectrale du capteur dŠimagerie. LŠintérêt du bras ima-
geur est double. Premièrement, lŠimage directe obtenue en lŠabsence de modulation de
la lumière, cŠest-à-dire lorsque pk(x) = 1, correspond à lŠimage en niveaux de gris obte-
nue avec un microscope par feuillet de lumière. Deuxièmement, en choisissant un échan-
tillon homogène, les images directes correspondent aux modèles dŠillumination tels que
gk(x, y) ∝ pk(x).

Le bras dŠimagerie spectrale comprend une lentille cylindrique achromatique (ACY254-
075-A Thorlabs®) qui focalise le plan de la feuille de lumière sur la fente dŠun spectromètre
imageur Czerny-Turner (Shamrock-500i, Andor®) qui produit une image spatio-spectrale
(λ, y) (cf. Fig. 5.5). Il fonctionne avec un réseau de 300 lignes/mm (SR5-GRT-0300-0422,
Andor®). Il est suivi dŠune autre caméra (Andor Zyla-5.5) avec une bande passante me-
surée de 108 nm. Le spectromètre de Czerny-Turner nŠinduit pas dŠaberration ou de gros-
sissement selon la dimension spatiale quŠil image. La focale de la lentille cylindrique a été
choisie pour éviter le rognage du faisceau par le premier miroir toroïdal du spectromètre
Czerny-Turner. Nous réglons la fente dŠentrée du spectromètre à lŠouverture maximale
aĄn de maximiser le signal, ce qui permet dŠobtenir une résolution spectrale de 2 nm. Ce
choix permet également de sŠassurer que la fente ne coupe pas le champ de vision. Les
deux bras du montage sont calibrés pour observer le même champ de vision.
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Figure 5.5 Ű Le spectromètre Czerny-Turner est un type de spectromètre imageur. Si
lŠon focalise sur la fente dŠentrée une ligne xn dŠun plan dŠimagerie (x, y) on obtiendra en
sortie le plan (y, λ). Ce système nŠinduit pas dŠaberration selon la dimension y grâce à la
présence des miroirs toroïdaux.

Table 5.6 Ű Caractéristique de la camera Andor Zyla

Type Dimensions (pxl) ∆pxl Bruit de lecture QE
sCMOS 2560x2160 6.5 µm 0.9 e− 60%

Table 5.7 Ű Caractéristiques des Ąltres

Filtre bande de coupure Valeur centrale
ZET473NF 25 nm 473 nm
ZET532NF 25 nm 532 nm

5.2.5 Discussion

Ce démonstrateur de principe du chSPIM a fait lŠobjet dŠune publication dont les ré-
sultats sont présentés dans le chapitre 6. LŠune des principales limites de ce démonstrateur
est sa faible résolution selon la dimension compressée, ce qui est principalement dû à une
forte divergence entre les motifs théoriques et les motifs expérimentaux. AĄn dŠaméliorer
la résolution selon la démission compressée nous avons développé un autre démonstrateur
dont la description et données dans la section suivante.
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Chapitre 5. Microscope computationnel hyperspectral par faisceau structuré

Figure 5.6 Ű Schéma du démonstrateur de SPSIM hyperspectrale compressif (chSPSIM)
(NB : la partie du montage dans le cadre rouge nŠa pas la même orientation que les autres
parties). Le faisceau provenant des lasers illumine un DMD, permettant une modulation
spatiale de la lumière. Un ordre est sélectionné grâce à un diaphragme, il est ensuite
focalisé dans lŠéchantillon. Le signal de Ćuorescence est collecté par un objectif et focalisé
sur la fente du spectromètre par une lentille cylindrique (CL). Il est également possible
mesurer directement le plan illuminé par le feuillet en focalisant la lumière directement
sur une caméra dŠimagerie.

5.3 Démonstrateur de chSPSIM

AĄn dŠaméliorer la qualité des mesures obtenues avec notre démonstrateur de principe
nous avons développé un montage de type SPSIM computationnel hyperspectral en nous
inspirant de notre premier montage (chSPIM) et des montages de SIM. Le but était de
trouver une méthode permettant de générer des motifs plus proches des motifs cibles.
AĄn dŠaméliorer le conditionnement de la matrice dŠacquisition et donc la qualité de la
reconstruction de la dimension encodée par les motifs.

5.3.1 Montage expérimental

Notre système optique est représenté sur la Fig. 5.6. Il est alimenté par deux lasers
continus, qui émettent à λ = 473 nm (MBL-FN-473, CNI®) et λ = 532 nm (MBL-FN-
532, CNI®), combinés à lŠaide dŠun miroir dichroïque (DMLP505 Thorlabs®). Les lasers
illuminent un dispositif numérique à micro-miroirs (DMD ; V-7001, Vialux®). Le DMD

est divisé en 1024×768 micro-miroirs avec un pas de 13,7 µm. LŠangle dŠincidence du
faisceau est réglé avec précision pour maximiser la puissance de sortie. Pour maximiser
lŠillumination de la surface active du DMD, les deux faisceaux sont étendus quatre fois
à lŠaide dŠun télescope à deux lentilles (LA1131-A f = 50 mm, LA1708-A f = 200 mm ;
Thorlabs®). EnĄn, nous comprimons deux fois le faisceau réĆéchi par le DMD, à lŠaide
dŠun autre télescope composé dŠune lentille ( LA1131-A f = 50 mm ; Thorlabs®) et dŠun
objectif (Olympus RMS4X, 0,1 NA). Nous avons placé un diaphragme entre la lentille et
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5.3. Démonstrateur de chSPSIM

lŠobjectif aĄn de sélectionner un nombre limité des ordres de diffraction émis par le DMD.
Comme les motifs ont des valeurs positives et négatives, nous utilisons lŠapproche diffé-
rentielle décrite par [117]. Par conséquent, nous séparons les parties négatives et positives
de chaque motif, nous les mesurons séquentiellement et nous les soustrayons ensuite pour
obtenir les motifs complets.
Ensuite, la Ćuorescence est collectée par un objectif (Olympus RMS4X, 0.1 NA). Pour
éliminer toute lumière laser diffuse et collecter uniquement la Ćuorescence de lŠéchantillon,
deux Ąltres coupe-bande (ZET473NF et ZET532NF, Chroma®) sont placés après lŠobjec-
tif de collecte. Ensuite, la lumière de Ćuorescence est dirigée soit vers un bras dŠimagerie
directe, soit vers un spectromètre imageur.
Le bras hyperspectral comprend une lentille cylindrique achromatique (ACY254-075-A ;
Thorlabs®) qui focalise le plan dŠimagerie du feuillet de lumière sur la fente dŠun spec-
tromètre dŠimageur de type Czerny-Turner (Shamrock 500i , Andor®), monté avec un
réseau de 300 lignes/mm (SR5-GRT-0300-0422 ; Andor®), suivi dŠune autre caméra (An-
dor Zyla-5.5). Le montage a une bande passante de 108 nm. lŠouverture de la fente dŠentrée
du spectromètre est réglée aĄn maximiser le signal entrant, ce qui donne une résolution
spectrale de 2 nm. Les deux bras du montage sont calibrés pour observer le même champ
de vision.
La principale amélioration de cette nouvelle version du montage provient du fait que la
qualité des motifs générés est bien meilleure que dans le précédent montage, cela est mis
en évidence par une diminution du conditionnement de la matrice dŠacquisition. Ce qui
signiĄe que la matrice dŠacquisition est bien adaptée pour être inversée aĄn de reconstruire
les données.

Structuration du faisceau Avec ce montage nous avons souhaité tester une nouvelle
façon de générer un feuillet de lumière structurée aĄn dŠobtenir une structuration plus
proche de celle souhaitée. Dans cette version, la structuration du faisceau est uniquement
réalisée par le DMD. Précédemment, nous structurions le faisceau dans un premier temps
grâce au DMD pour obtenir les motifs puis dans un second temps pour obtenir une allure
de feuillet nous utilisions un montage de SPIM. Ici nous structurons le faisceau laser de
sorte à obtenir un feuillet de lumière structurée en une étape (cf. Fig. 5.7).
Le DMD va permettre cette structuration grâce à lŠutilisation de Ąns motifs linéaire struc-
turée. Ensuite on passe par un montage composé dŠune lentille et dŠun objectif pour
obtenir un feuillet aux dimensions souhaitées (cf. Fig. 5.7). Nous appellerons par la suite
cette méthode de génération dŠun feuillet structurée "Single Plan Structrured Illuminaiton
Microscopy" (SPSIM).
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Chapitre 5. Microscope computationnel hyperspectral par faisceau structuré

Objectif
(O2)

Feuillet de lumière dans une 
solution de rhodamine

Feuillet de 
lumière

Objectif
(O1)

O2

Figure 5.7 Ű Structuration du faisceau en SPSIM. Deux lasers sont combinés à lŠaide dŠun
cube séparateur. Ils sont ensuite agrandis par un montage grossissant composé de deux
lentilles. Le faisceau ainsi agrandi illumine toute la surface du DMD qui va selon lŠorien-
tation des micro-miroirs réĆéchir la lumière vers une lentille (L). Au foyer de cette lentille
est placé un diaphragme qui permet de faire un Ąltrage des ordres lumineux produits par
le DMD. Le faisceau Ąltré est ensuite focalisé par un objectif (O1) dans lŠéchantillon. La
Ćuorescence émise par lŠéchantillon est ensuite imagée sur une caméra grâce à un second
objectif (O2).
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5.3. Démonstrateur de chSPSIM

(b) Pavage plein(a) Motifs cible (c) Pavage uniforme

Figure 5.8 Ű Type de pavage pour générer des motifs avec le DMD. (a) Motif que lŠon
souhaite produire avec le DMD. (b) "Pavage plein", type de pavage utilisé pour produire
le motif cible avec le DMD (pavage utilisé avec le chSPIM. (c) "Pavage uniforme", type de
pavage utilisé pour produire le motif cible avec le DMD (pavage utilisé avec le chSPSIM).

5.3.2 Motifs

Pavage LŠaxe de rotation des micro-miroirs implique de tourner de 45◦ le DMD (cf.
Fig. 5.3). Lorsque lŠon crée les motifs cible qui seront chargés sur le DMD il faut prendre
en compte cette rotation étant donné quŠon travaille sur un pavage de losanges qui forment
un rectangle penché (cf. Fig. 5.8). Si lŠon veut adapter un motif à ce pavage, plusieurs
solutions sont possibles. Par exemple, le motif présenté sur la Fig. 5.8.a peut être transposé
en choisssiasant de faire correspondre une ligne de losanges avec une ligne du motif, ce
qui nous donne le pavage présenté sur la Fig. 5.8.b. On voit quŠavec ce choix, des lignes de
la même taille sur la Fig. 5.8.a nŠaurons pas toujours la même épaisseur avec ce pavage.
Une autre solution consiste à utiliser uniquement les lignes de losange de la même taille ce
qui nous donne le pavage présenté sur la Fig. 5.8.c. Avec ce second pavage, on obtient des
motifs plus homogènes, mais plus grands que les précédents et dŠintensité plus faible du
fait que lŠon nŠutilise pas certains losanges du pavage. Le type de pavage que lŠon choisit
aura aussi une inĆuence sur la dispersion des ordres interférentiels (cf. Fig. 5.9).
Tous les résultats présentés dans le Chapitre 7 ont été obtenus en utilisant les motifs avec
un pavage uniforme.

Filtrage des ordres du DMD Étant donné le caractère diffractif du DMD, lorsquŠil est
utilisé pour structurer un faisceau laser il va générer plusieurs ordres de diffraction. Ces
ordres de diffractions vont être générés avec des angles dŠémission différents (cf. Fig. 5.9).
Si lŠon veut ensuite générer un feuillet de lumière avec il va alors potentiellement falloir
choisir un ordre sur lequel nous travaillerions. Pour ce faire on peut utiliser un diaphragme
dont on réglera lŠouverture pour sélectionner une partie des ordres (cf. Fig. 5.10).
Lorsque nous avons développé le montage de chSPSIM, nous avons choisi de travailler avec
lŠordre central ((0,0), cf. Fig. 5.10 et Fig. 5.9.b) généré par le DMD lorsque lŠon utilise des
motifs avec un pavage uniforme.
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Chapitre 5. Microscope computationnel hyperspectral par faisceau structuré

(a) Dispersion des odres avec le 

pavage plein

(b) Dispersion des odres avec le 

pavage uniforme

Figure 5.9 Ű InĆuence du pavage sur les ordres du DMD. (a) Dispersion des ordres
produits par le DMD pour un motif carré avec le "pavage plein". (b) Dispersion des ordres
produits par le DMD pour un motif carré avec le "pavage uniforme". Pour obtenir ces deux
images, nous avons illuminé le DMD avec le laser "bleu" (473 nm). Nous avons chargé un
motif carré sur le DMD et placé un écran à une dizaine de centimètres du DMD aĄn de
pouvoir observer les ordres.

a)

(0,0)

(0,1)

(1,0)

(0,-1)

(-1,0)

b)

d) e)

g)f)

d) e)

c)

f) g)

Figure 5.10 Ű InĆuence du Ąltrage des ordres sur lŠallure du feuillet de lumière avec
le montage SPSIM (NB : Nous utilisions des motifs avec un pavage uniforme). (a)
Grâce à un Ąltre spatial on peut sélectionner les ordres du DMD utilisés pour former
le feuillet de lumière avec le montage SPSIM. (b) Si on sélectionne les cinq premiers
ordres ¶(0, 0); (1, 0); (0, 1); (−1, 0); (0, −1)♢ on obtiendra un feuillet structuré plus lumi-
neux, mais hors du point focal de lŠobjectif on observera une divergence des ordres (cf. (d)
et (e)) étant donné quŠils nŠont pas tous le même angle dŠémission. (c) Si on sélectionne
uniquement lŠordre zéro, on aura un feuillet moins lumineux, mais plus homogène autour
du point focal de lŠobjectif (cf. (f),(g)).
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5.3. Démonstrateur de chSPSIM

a)

b)

c)

Figure 5.11 Ű Comparaison des motifs expérimentaux avec les motifs cibles. (a) Matrice
dŠacquisition du chSPIM. (b) Matrice dŠacquisition du chSPSIM. (c) Motifs dŠHadamard.

Table 5.8 Ű Conditionnement de la matrice dŠacquisition

Matrice dŠacquisition Conditionnement
Motifs dŠHadamard 1
Motifs en chSPIM 987
Motifs en chSPSIM 7

5.3.3 Discussion

Dans cette nouvelle version du montage, nous avons cherché à améliorer la qualité
des motifs (i.e le conditionnement 5 de la matrice dŠacquisition). On peut qualitativement
observer que les motifs générés avec le chSPSIM sont bien plus proches des motifs cibles
que ne le sont les motifs générés par le chSPIM (cf. Fig. 5.11). Ce qui se retrouve quanti-
tativement quand on calcule le conditionnement des matrices dŠacquisition (cf. Tab. 5.8).

On peut noter que nos choix dŠimplémentation nous ont fait diverger du montage
classique de SPIM, cŠest pourquoi nous avons décidé de nommer notre montage SPSIM,
étant donné que nous nous sommes grandement inspirés du SPIM et du SIM. Le chSPSIM

permet de générer un feuillet dont lŠépaisseur et lŠallure peuvent être réglées grâce à la
taille des motifs chargés sur le DMD. Grâce à notre montage, on peut directement accéder
à lŠépaisseur du feuillet (cf. Fig. 5.12). On peut voir dans la Tab. 5.9, quŠavec ce montage
nous avons pu générer des feuillets dŠune épaisseur allant de 108 à 8 µm. Ces valeurs
sont bien entendu propres au choix actuel (objectifs dŠémission, taille des motifs) et selon
lŠapplication souhaitée il est envisageable dŠobtenir dŠautres épaisseurs de feuillet. Ce
montage reste un démonstrateur, plutôt adapté à lŠétude dŠun échantillon de lŠordre de
1 mm à 100 µm. DŠautres choix de taille dŠobjectifs et de lentilles pourraient permettre
dŠétudier des échantillons de différentes tailles.

5. Un système linéaire peut sŠécrire sous forme de matrice par une équation du type AX = B. On dit
de la matrice A quŠelle est mal conditionnée si une petite variation de B entraîne une grande variation
de X

Table 5.9 Ű Épaisseur du feuillet en SPSIM

Épaisseur du motif (pxl) 16 8 4 2 1
Épaisseur du motif (µm) 320 160 80 40 20
Épaisseur du feuillet (µm) 108 55 26 12 8
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Chapitre 5. Microscope computationnel hyperspectral par faisceau structuré

b)

d)

a)

c)

Figure 5.12 Ű Évaluation du proĄl du feuillet de lumière généré par le chSPSIM.(a-
b) Mesure du proĄl du feuillet de lumière pour un motif de 16 micro-miroirs de large.
LŠépaisseur du feuillet est de 108 µm au centre. (c-d) Mesure du proĄle du feuillet de
lumière pour un motif de 4 micro-miroir de large. LŠépaisseur du feuillet est de 26 µm au
centre. (NB : nous avons utilisé les motifs avec un "pavage uniforme" pour ces mesures)
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5.3. Démonstrateur de chSPSIM

Comparaison avec les mesures par compression simulée Le bras dŠimagerie stan-
dard nous permet dŠeffectuer des mesures SPIM classiques. Ce bras permet aussi de faire
des mesures dŠun échantillon par illumination structurée qui après compression simulée
permettra dŠémuler lŠacquisition de lŠaxe compressé lors des mesures avec le bras dŠima-
gerie hyperspectral (cf. Fig. 5.13). Cela nous donnera alors le cube de données (x, y, h)
avec

(x, y, h = n) = f(x, y)Pn, n ∈ ¶1, ..., Nh♢ (5.7)

qui correspond à la mesure dŠun plan de lŠéchantillon, f(x, y) dont lŠintensité selon lŠaxe
x est modulée par le motif Pn. La dimension x est compressée numériquement aĄn de
simuler lŠeffet de la lentille cylindrique en entrée du spectromètre du bras dŠimagerie
hyperspectral. On a alors les mesures m(y, h) avec

m(y, h = n) =
∫

x
f(x, y)Pndx, n ∈ ¶1, ..., Nh♢ (5.8)

auquel on peut appliquer la méthode reconstruction utilisée sur les données hyper-
spectrales pour remonter à f(x, y).

Pour estimer la résolution, nous avons mesuré une tranche dŠun embryon de poisson-
zèbre OLIG2 avec le bras hyperspectral et avec le bras dŠimagerie classique pour tous
les motifs. Sur la Fig. 5.14 on montre la mesure du motif zéro par le bras dŠimagerie
(équivalent à une mesure SPIM), la reconstruction est obtenue à partir de la compression
simulée des acquisitions de la tranche du poisson en imagerie classique pour tous les mo-
tifs (que lŠon notera cSPIM) et la reconstruction de la mesure hyperspectrale 6. On voit
que par rapport au cSPIM le résultat en chSPSIM et un peu plus bruité et une partie
du signal sur le bord est coupé. Cela vient du fait que lorsquŠon fait la mesure avec le
bras hyperspectral on va perde du signal à cause du réseau dans le spectromètre et on va
couper les bords de lŠimage lorsquŠon va la focaliser sur la fente dŠentrée du spectromètre.

Au-delà dŠun résultat visuel plus satisfaisant les motifs généraux par le montage chSP-

SIM permettent dŠobtenir une matrice dŠacquisition avec meilleur conditionnement que
ceux générés par le montage chSPIM. CŠest-à-dire que la matrice dŠacquisition est plus
simplement inversible 7 et donc que lŠon aura une reconstruction plus Ądèle de la dimen-
sion compressée. Nous le verrons dans le Chapitre 7 que la qualité des motifs générés par
la montage de chSPSIM permet de travailler avec le modèle direct et ainsi de sŠaffranchir
de lŠutilisation dŠun modèle de reconstruction régularisé.

De plus, la nouvelle méthode de génération du feuillet de lumière offre la possibilité de
générer plusieurs feuillets étant donné que lŠon nŠutilise plus de lentille cylindrique pour
générer le feuillet de lumière. Nous permettant ainsi dŠenvisager de moduler lŠillumination
le long de lŠaxe z, comme proposer par [50]. Cela nous permettre de réduire le temps
dŠacquisition de cette dimension.

6. pour comparer aux autres types de mesures, nous avons sommé selon la dimension spectrale
7. On peut aussi dire que le problème dŠinversion de la matrice dŠacquisition est bien posé au sens

dŠHadamard : i) Une solution existe ; i) La solution est unique ; iii) La solution dépend de façon continue
des données dans le cadre dŠune topologie raisonnable.
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Chapitre 5. Microscope computationnel hyperspectral par faisceau structuré

Figure 5.13 Ű Compression simulée des mesures du cSPIM. Nous considérons lŠacqui-
sition de la section f(x, y). Pour ce faire nous utilisons plusieurs motifs dŠillumination
¶Pn♢1≤n≤Nh

modulés le long de lŠaxe x. La Ćuorescence émise par lŠéchantillon est mesu-
rée et compressée informatiquement le long de lŠaxe x (axe de modulation) pour tous les
motifs, de sorte que lŠon obtient les mesures m(y, h). À partir de ces mesures, on peut
reconstruire numériquement la section f(x, y).

SPIM cSPIM chSPSIM

Figure 5.14 Ű Mesure dŠune Tranche virtuelle de poisson-zèbre transgénique de 4 jours
Tg(olig2:DsRed2) de fond génétique sauvage permettant de visualiser la moelle épinière.
La tranche de lŠembryon a dŠabord été mesurée par SPIM aĄn dŠavoir une estimation de
la vérité terrain. En suite la tranche a été mesurée avec le montage cSPIM aĄn dŠavoir une
estimation de la meilleure reconstruction possible. Finalement la tranche a été mesurée
en chSPSIM pour voir comment le bras hyperspectral inĆue sur la résolution spatiale.
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Chapitre 6
Reconstruction régularisée des
données du chSPIM

xy
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Reconstruction des donnèes

Mesure hyperspectrle 
brute

Ce chapitre est issu dŠun article publié dans la revue Optics Express [118] dans lequel
nous avons présenté les résultats de validation de notre démonstrateur de chSPIM présenté
dans la Section 5.2. Nous détaillerons ici la méthode de reconstruction que nous avons
utilisée pour obtenir une image spectrale dŠune hydre. Nous analyserons aussi les capacités
de ce premier démonstrateur, en particulier la qualité des motifs générés par ce montage
et la résolution spatiale des reconstructions selon la dimension comprimée.
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Chapitre 6. Reconstruction régularisée des données du chSPIM

6.1 Méthode

Comme nous lŠavons vu dans la Section 5.1 les données acquissent par le chSPIM

nécessitent dŠêtre reconstruits. Dans le cas idéal, on pourrait appliquer aux données (5.3).
Mais comme nous le verrons par la suite, la diverge entre les motifs cibles 1 et les motifs
expérimentaux 2 nous a incités à utiliser un modèle qui prenait en compte cet écart.

6.1.1 Modèle expérimental direct

Les motifs lumineux générés par le montage expérimental peuvent différer considéra-
blement des motifs cibles qui sont chargés sur le DMD (cf. Fig. 6.1, on peut comparer (a)
et (e) à (b) et (f)). Par conséquent, nous introduisons un opérateur direct plus réaliste
que celui présenté dans la Section 5.1. On note cet opérateur Py ∈ R

Nk×Qx , il peut être
construit à partir de mesures expérimentales des motifs, tel que

Py = [gy
1 . . . g

y
Nk

]⊤, (6.1)

où g
y
k ∈ R

Qx représente la ligne à la position y dans lŠimage du motif, obtenue en mesurant
directement une solution de Ćuorescente homogène illuminée avec un feuillet modulé selon
le k-ième motif. Comme les proĄls de modulation varient lentement le long de lŠaxe y,
nous considérons le modèle direct moyen

P̄ =
1

Ny

Ny
∑

y=1

1

βy
Py. (6.2)

où βy = max (♣Py♣) est un facteur de normalisation. Dans les deux cas, la matrice du
modèle direct expérimentale nŠest pas orthogonale et la reconstruction telle que donnée
par (5.3) ne sŠapplique pas.

6.1.2 Reconstruction régularisée

Il est possible de reconstruire les proĄls de Ćuorescence à différentes positions y et
canaux spectraux λ, indépendamment, en résolvant le problème de Tikhonov

min
f

y

λ

∥m
y
λ − Pf

y
λ∥2 + α∥f

y
λ∥2, (6.3)

où α est le paramètre de régularisation qui déĄnit le compromis entre la Ądélité des
données et lŠinformation à priori. La matrice du modèle directe P ∈ R

Nk×Qx est donnée
soit par (6.1) soit par (6.2). Ce problème admet la solution analytique suivante

f
y
λ =



P⊤P + α I
−1

P⊤m
y
λ. (6.4)

Les données brutes acquises par le bras spectral sŠétendent sur une gamme spectrale
Nλ = 2 560 canaux spectraux correspondant au nombre de pixels de notre capteur. Pour
la visualisation ou lŠanalyse des données, il peut être utile de représenter les résultats

1. Les motifs que lŠon souhaite obtenir, ici les motifs sont issus de la matrice de Walsh-Hadamard
2. Les motifs produits par le montage expérimental
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6.1. Méthode

Figure 6.1 Ű Comparaison entre motifs expérimentaux et les motifs cibles. Les motifs
expérimentaux sont mesurés dans une solution de coumarine par le bras SPIM avec le laser
bleu (473 nm). La barre dŠéchelle représente 100 µm et lŠintensité est normalisée. (a)-(e)
Motifs cibles chargés sur le DMD. (b)-(f) Motifs expérimentaux mesurés dans une solution
de coumarine. (c)-(g) Partie positive des motifs expérimentaux. (d)-(h) Partie négative
des motifs expérimentaux. (i) Modèle direct cible P. (j) Modèle direct expérimental moyen
P̄ déĄni dans (6.2).

dans certains intervalles spectraux particuliers. Après lŠacquisition, il est possible de re-
construire lŠimage compactée 3 f

y
Λ =

∑

λ∈Λ f
y
λ directement à partir des mesures compactées

m
y
Λ =

∑

λ∈Λ m
y
λ, où Λ représente lŠensemble des canaux spectraux qui sont fusionnés dans

la même case spectrale. Par linéarité de (6.4) par rapport à λ, lŠimage compactée est éga-

lement donnée par f
y
Λ =



P⊤P + α I
−1

P⊤m
y
Λ. Le cas où la case spectrale est choisie pour

couvrir toute la gamme spectrale, cŠest-à-dire Λ = ¶λ1, . . . , λNλ
♢, correspond à lŠimagerie

en niveaux de gris.

3. En anglais on utilise usuellement le terme "bining", nous avons choisi le terme "compacté". Nous
voulons faire référence au fait de réduire la taille dŠun jeu de données en créant un nouveau jeu de
données dont chaque sous-élément correspond à un paquet de données consécutives, issues du jeu de
données initiales. La taille des paquets utilisés pour générer les sous-éléments du jeu de données réduits
est identique pour tous.
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Table 6.1 Ű Paramètres dŠacquisition des échantillons

Echantillion Type temps
Billes SPIM 4 s
Billes chSPIM 512 s
Hydre SPIM 4 s
Hydre chSPIM 512 s

6.1.3 Échantillons

Nous considérons dans cette étude trois échantillons différents. Le premier échan-
tillon est une solution homogène de coumarine utilisée pour mesurer les motifs lumi-
neux. Le deuxième échantillon est une solution dŠagarose qui contient des microsphères
Ćuorescentes, elles sont utilisées pour évaluer la résolution spatiale de notre dispositif.
Cet échantillon contient des microsphères rouges dŠun diamètre de 300 nm et des micro-
sphères Ćuorescentes jaunes-vertes dŠun diamètre de 300 nm, toutes deux de la marque
ThermoĄsher®.
EnĄn, nous avons étudié un échantillon dŠhydre marquée avec deux Ćuorophores. Les tis-
sus externes de lŠhydre sont marqués avec la GFP (λex = 485 nm, λem = 510 nm) et les
tissus internes avec la DsRed2 (λex = 561 nm, λem = 587 nm). Les deux Ćuorophores sont
des biolabels à courte durée de vie qui sont naturellement exprimés par les spécimens.
AĄn de maintenir la production de Ćuorophore suffisamment longtemps et de limiter le
mouvement lors des acquisitions, les hydres ont été anesthésiées et placées dans un gel
dŠagarose.

6.2 Résultats et discussion

6.2.1 Structuration du faisceau et modulation des motifs

Pour évaluer la qualité des motifs dŠillumination, nous avons imagé un colorant Ćuores-
cent en solution avec le bras dŠimagerie directe. Dans la Fig. 6.1, nous affichons certaines
des images que nous avons obtenues. En particulier, les images (a) et (f) montrent deux
motifs cibles chargés sur le DMD tandis que les images (b) et la (g) montrent les images
obtenues dans une solution de coumarine. Nous observons que la distribution de la lumière
dans le feuillet diffère considérablement des motifs cibles que nous chargeons sur le DMD

(cf. Fig. 6.1, comparez (a) à (b) et (e) à(f)). Cela peut être attribué au long chemin de
propagation de la lumière (de lŠordre de 80 cm) entre le DMD et la zone de formation du
feuillet de lumière.

Nous remarquons également que les motifs réels varient suivant lŠaxe des ordonnées y.
Tout dŠabord, lŠintensité lumineuse diminue de haut en bas. Comme le haut de lŠimage
correspond au plan dŠentrée du laser dans la cuvette de coumarine, la diminution peut être
attribuée à lŠatténuation de la lumière (due à une loi de Beer-Lambert). Deuxièmement, les
motifs de modulation expérimentaux se décalent dŠune ligne à lŠautre, du fait dŠune légère
inclinaison du feuillet par rapport au plan dŠimagerie de la caméra. LŠatténuation de la
lumière peut facilement être compensée par un ajustement ou une simple normalisation
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6.2. Résultats et discussion

Figure 6.2 Ű Reconstruction dŠune tranche dŠhydre pour différents modèles dŠacquisition.
La barre dŠéchelle représente 100 µm et lŠintensité est normalisée. (a) Image de vérité
terrain mesurée avec le bras dŠimagerie directe. Reconstruction utilisant (b) les motifs
cibles ; (c) les motifs expérimentaux moyens (6.2) ; et (d) les motifs expérimentaux (6.1).
La reconstruction est obtenue avec (5.3) en Ąxant α = 10−2. Pour toutes les images, nous
avons Ąxé les valeurs négatives à 0, ce qui permet de supprimer la plupart du bruit de fond
et la plupart des artefacts de reconstruction. Pour la visualisation, nous avons sommé les
mesures brutes selon lŠaxe spectral (i.e , Λ = ¶λ1, . . . , λNλ

♢, cf. Section 6.1.2).

des motifs. Néanmoins, la divergence et lŠinclinaison des motifs sont plus difficilement
compensables (hors changement du montage), ce qui motive lŠutilisation dŠun modèle
direct plus précis (6.1) plutôt que les modèles approximatifs tels que (6.2).

6.2.2 InĆuence du modèle direct

Nous évaluons ici la reconstruction dŠimages résultant de lŠutilisation de trois modèles
directe. Dans la Fig. 6.2, nous affichons les images obtenues à lŠaide de la matrice Hada-
mard et des motifs expérimentaux donnés par (6.1) et (6.2). Comme nous nous concentrons
sur la résolution spatiale des reconstructions, nous intégrons les mesures sur lŠaxe spec-
tral, cŠest-à-dire m =

∑

λ mλ, ce qui donne des images en niveaux de gris f =
∑

λ fλ qui
peuvent être comparés à lŠimage prise par le bras dŠimagerie directe que nous considérons
comme la vérité du terrain (cf. Fig. 6.2.a).

LŠimage reconstruite à partir des motifs dŠHadamard, montrée dans la Fig. 6.2.b,
souffre de forts artefacts verticaux et dŠun Ćou important, rendant difficile lŠidentiĄcation
de la forme de lŠobjet. En comparant la Fig. 6.2.b à la Fig. 6.2.c, nous observons que la
prise en compte du modèle expérimental moyen de (5.3), améliore considérablement la
qualité de la reconstruction ; la forme du spécimen est bien récupérée et les artefacts verti-
caux sont supprimés. Alors que les modèles précédents supposent que les motifs lumineux
restent inchangés lorsquŠils se propagent le long de lŠaxe y, le dernier modèle expérimental
prend en compte les variations discutées dans Section 6.2.1. La reconstruction dans la
Fig. 6.2.d, qui repose sur le modèle expérimental (5.3) fournit la meilleure reconstruc-
tion, visuellement, avec des détails plus nets que dans la Fig. 6.2.c. LŠaugmentation du
paramètre de régularisation réduit le bruit, mais lisse également les structures Ąnes. Nous
avons choisi α = 102 par sélection visuelle en fonction du compromis entre le bruit et la
résolution.
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Chapitre 6. Reconstruction régularisée des données du chSPIM

Figure 6.3 Ű Évaluation de la résolution spatiale avec des billes Ćuorescentes. La barre
dŠéchelle représente 100 µm. (a) Image acquise à lŠaide du bras dŠimagerie directe (SPIM).
(b) Image reconstruite en utilisant le bras hyperspectral (chSPIM) et dont les mesures
selon la dimension spectrale ont été sommées. Pour étudier la résolution, nous avons
étudié deux billes (nommées A et B) qui sont indiquées à lŠaide de Ćèches ; les boîtes
rouges et vertes montrent les billes A et B zoomé 3 fois. (c) ProĄl dŠintensité de la bille
selon les axes x et y obtenu avec le bras dŠimagerie directe. (d) ProĄl dŠintensité de la
bille selon les axes x et y obtenu avec le bras hyperspectral.

6.2.3 Résolution spatiale

Pour caractériser la résolution spatiale de notre dispositif, nous avons imagé une solu-
tion de billes présentée dans Section 6.1.3. LŠimage obtenue à lŠaide du bras dŠimagerie de
notre dispositif est présentée sur la Fig. 6.3.a et celle obtenue à lŠaide du bras compressif
hyperspectral sur la Fig. 6.3.b. Comme dans la Section 6.2.2, nous intégrons les mesures
sur toute la gamme spectrale, cŠest-à-dire m =

∑

λ mλ. Parmi toutes les billes observables,
nous en avons sélectionné deux qui ont la plus faible étendue spatiale. Elles sont toutes les
deux indiquées par des Ćèches. Sur la Fig. 6.3.c et la Fig. 6.3.d, nous avons pris le centre
de chaque bille et nous avons tracé les proĄls pour estimer les résolutions selon lŠaxe x et
de lŠaxe y.
Nous avons évalué la résolution spatiale du système en mesurant la largeur totale à mi-
hauteur des proĄls. Dans lŠimage SPIM, les réponses impulsionnelles sont bien représen-
tées par une fonction gaussienne isotrope 2D. Nous mesurons σA

x = 8.7 µm, σA
y = 9 µm,

σB
x = 8.6 µm et σB

y = 9.4 µm. La réponse impulsionnelle du dispositif hyperspectral est
plus allongée le long de lŠaxe y que le long de lŠaxe x. Le long de lŠaxe y, nous observons
une réponse impulsionnelle de type gaussienne, tandis que la réponse impulsionnelle le
long de lŠaxe x présente des lobes latéraux qui prennent des valeurs positives et négatives
(cf. Fig. 6.3.c et Fig. 6.3.d). Nous mesurons les résolutions spatiales suivantes : σA

x = 71
µm, σA

y = 11, 5 µm, σB
x = 89 µm et σB

y = 10, 7 µm. Comme attendu, la résolution spatiale
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6.2. Résultats et discussion

Table 6.2 Ű Largeur totale à mi-hauteur de la bille "A" le long des axes x et y pour
différents nombres de motifs.

Nombre de motifs Nk 8 16 32 64 128
Résolution selon lŠaxe x σA

x (µm) 135 82 64 54 52
Résolution selon lŠaxe y σA

y (µm) 4 4 4 4 4

des bras hyperspectral et direct est similaire pour lŠaxe y. Tandis que la résolution spatiale
du bras hyperspectral est réduite de 10 fois par rapport au bras direct pour lŠaxe x.
Cet écart de résolution selon lŠaxe x est dû au nombre de motifs utilisés pour la reconstruc-
tion. Notez que seuls Nk = 128 motifs sont acquis sur le bras hyperspectral, à comparer
aux Qx = 2560 pixels du bras direct. Une résolution spatiale plus élevée peut être obtenue
en augmentant le nombre de motifs. Notez que nous acquérons le spectre de Ćuorescence
complet, alors que le bras direct nŠacquiert quŠune image en niveaux de gris.
Dans la Tab. 6.2, nous évaluons la résolution spatiale de notre méthode pour différents
nombres de motifs NK . En théorie, la résolution est proportionnelle au nombre de motifs
et nous observons que la résolution sŠaméliore en augmentant le nombre de motifs de 8
à 64. Cependant nous obtenons la même résolution avec 64 et 128 motifs, ce qui signiĄe
quŠau-delà de 64 les motifs nŠapportent plus dŠinformation supplémentaire sur la résolu-
tion. Cela veut dire que notre montage expérimental ne permet pas de générer des motifs
haute fréquence.

6.2.4 Expérience sur un organisme vivant

EnĄn, nous avons imagé la queue dŠune hydre transgénique (cf. Fig. 6.4.a). La peau du
spécimen exprime la GFP (λex = 485 nm, λem = 510 nm) et les tissus internes la DsRed2

(λex = 561 nm, λem = 587 nm).
Nous avons mesuré avec le bras dŠimagerie directe lŠimage SPIM classique qui est affichée
dans la Fig. 6.4.b. Pour obtenir lŠimage bicolore de la Fig. 6.4.d, nous superposons lŠimage
dans la plage Λgreen = [493, 527] nm et Λred = [576, 601] nm, qui est centrée autour de la
longueur dŠonde dŠémission de chaque Ćuorophore comme indiqué sur la Fig. 6.4.c.
Comme décrit dans la Section 6.1.3, la peau de lŠhydre est marquée par la GFP et les tissus
internes sont marqués par la DsRed2, ce qui est également révélé par lŠimage bicolore que
nous produisons avec la mesure hyperspectrale, ce qui signiĄe que malgré la résolution
limitée le long de x, nous avons été en mesure de différencier les tissus internes de la peau
grâce aux informations contenues dans les dimensions spectrales.
À notre connaissance, il sŠagit de la première image SPIM hyperspectrale de lŠorganisme
vivant obtenue par une méthode computationnelle. Notez que le signal de Ćuorescence de
la DsRed2 est plus faible que celui de la GFP. CŠest pourquoi les tissus internes sont moins
visibles dans lŠimage SPIM traditionnelle que dans lŠimage SPIM hyperspectrale, où nous
normalisons séparément DsRed2 et GFP.
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Chapitre 6. Reconstruction régularisée des données du chSPIM

Figure 6.4 Ű Comparaison de lŠimagerie conventionnelle et hyperspectrale dŠun spécimen
dŠhydre bicolore marqué avec de la GFP (λex = 485 nm, λem = 510 nm) et de la DsRed2

(λex = 561 nm, λem = 587 nm). (a) Image de lŠéchantillon. Nous montrons la queue de
lŠhydre étudiée dans la boîte cyan. Barre dŠéchelle 1 mm. (b) Mesure avec le bras dŠimage
directe (SPIM). Barre dŠéchelle 100 µm. (b) Spectre dŠun élément des tissus externes
de lŠhydre (zone 1) et spectre dŠun élément de lŠintérieur de lŠhydre (zone 2). (d) Image
bicolore obtenue à partir de mesures effectuées avec le bras hyperspectral (chSPIM) (plage
du canal vert : Λvert = [493, 527] nm ; plage du canal rouge : Λrouge = [576, 601] nm). La
barre dŠéchelle est de 100 µm.
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6.2.5 Limites de lŠétude

La largeur de bande spectrale dŠune seule acquisition est limitée par le réseau du spec-
tromètre et la taille de la matrice CCD (environ 108 nm dans cette conĄguration avec
un réseau de 300 lignes/mm). Ainsi, si nous voulons séparer lŠémission dŠun plus grand
nombre de Ćuorophores, nous devrons peut-être changer le réseau du spectromètre aĄn
dŠaugmenter la largeur de bande spectrale. Bien sûr, lŠacquisition séquentielle de la lar-
geur de bande spectrale pour différentes positions du spectromètre est possible, mais cela
augmenterait le temps dŠacquisition, ce qui nŠest pas souhaité.
Une des limites du travail actuel est le relativement long temps dŠacquisition. Nous pen-
sons que cela est dû à une faible collection de lumière, car lŠapproche par spectroscopie
dŠHadamard devrait en fait diminuer les temps dŠacquisition (par exemple, par rapport
au balayage linéaire). Comme nous avons pu générer un modèle de ligne unique avec notre
installation pour réaliser lŠimagerie hyperspectrale par balayage de ligne, nous avons prévu
dŠeffectuer ces comparaisons avec une nouvelle version de lŠinstallation.
Une autre limite est la résolution sur lŠun des deux axes spatiaux. Si des résolutions spa-
tiales plus élevées nécessitaient dŠaugmenter le nombre de motifs, cela entraîne également
une augmentation des temps dŠacquisition. Néanmoins, comme le montre la Fig. 6.2.b, les
motifs expérimentaux divergent des motifs cibles et la résolution spatiale nŠaugmente pas
linéairement avec le nombre de motifs, comme prévu en théorie. Par conséquent, la géné-
ration des motifs (cŠest-à-dire le conditionnement de lŠopérateur direct) doit être améliorée
pour augmenter la résolution spatiale. Nous verrons dans le chapitre 7 que le montage
chSPSIM présenté dans la Section 5.3 a permis dŠaméliorer la résolution.
De plus, nous avons considéré une approche de reconstruction simple basée sur la régula-
risation de Tikhonov. Bien que nos premiers résultats soient prometteurs, notre problème
pourrait bénéĄcier des récentes avancées en matière de reconstruction dŠimages basées sur
lŠapprentissage profond. En particulier, cela peut inclure des connaissances préalables sur
la solution, comme la redondance spatiale sur lŠaxe y. EnĄn, lŠacquisition dŠorganismes
vivants peut être sujette à des artefacts de mouvement. En effet, lŠun des inconvénients
de la méthode de Ąxation utilisée est que lŠhydre peut bouger légèrement pendant lŠac-
quisition, ce qui peut produire un Ćou lors de la reconstruction de lŠimage. Ceci peut être
amélioré en réduisant le temps dŠacquisition et/ou en prenant en compte le mouvement
lors de la reconstruction.

83



Chapitre 6. Reconstruction régularisée des données du chSPIM

6.3 Conclusion

Nous avons présenté les résultats obtenus avec notre microscope hyperspectral com-
putationnel de type SPIM. Notre système sŠappuie montage traditionnel de SPIM qui
est couplé à un DMD aĄn dŠobtenir un feuillet de lumière structuré. Le signal de Ćuo-
rescence provenant du feuillet de lumière est ensuite focalisé sur la fente dŠentrée dŠun
spectromètre grâce à une lentille cylindrique aĄn dŠacquérir la dimension spectrale. Cette
approche permet de moduler lŠune des deux dimensions spatiales de lŠhypercube aĄn de
bénéĄcier pleinement de la résolution spectrale du spectromètre.

Grâce aux mesures expérimentales des motifs dŠillumination, nous avons montré quŠun
algorithme de reconstruction simple permet de reconstruire la dimension spatiale encodée.
Nous avons appliqué cette méthodologie à un spécimen dŠhydre marqué par deux Ćuoro-
phores. À partir du spectre complet obtenu dans chaque pixel de la coupe, nous avons pu
distinguer les deux structures marquées par les deux Ćuorophores. La principale limitation
est la résolution spatiale limitée le long de lŠaxe modulé par les motifs dŠillumination (ici
x). Cette limite en résolution est due à lŠincapacité du système actuel de générer des motifs
de modulation haute fréquence et au sous-échantillonnage de la dimension modulée.

Pour repousser ces limites, nous avons développé le montage de chSPSIM (cf. Sec-
tion 5.3) qui améliore la génération des motifs. De plus, nous avons adapté des algo-
rithmes de reconstruction basés sur lŠapprentissage profond pour améliorer la qualité des
reconstructions (cf. Chapitre 7).
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Chapitre 7
Reconstruction par apprentissage
profond des données du chSPSIM

Reconstruction

Physics priors deep learning

m f
^

f
~

HT

Mesure

Réseau de neuronesModèle
physique

Image
estimée

Image
corrigée

Ce chapitre devrait faire lŠobjet dŠun prochain article. Nous présentons ici les résultats
de validation de notre démonstrateur de chSPSIM présenté dans la Section 5.3. Nous
détaillerons la méthode reconstruction que nous avons utilisée. Celle-ci est basée sur une
approche de type "Physic-informed deep learning" adapté de [119]. Nous lŠavons utilisée
pour reconstruire une image spectrale dŠun embryon de poisson-zèbre, dont nous avons
caractérisé la résolution selon la dimension compressée.
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Chapitre 7. Reconstruction par apprentissage profond des données du chSPSIM

7.1 Méthode

Comme dans [118] les mesures de lŠaxe x doivent être reconstruites. De plus, ayant
sous-échantillonné les mesures pour accélérer lŠacquisition, nous avons adapté les réseaux
neuronaux proposés dans [119] aĄn de compenser la perte de résolution induite.

7.1.1 Reconstruction directe

La première option pour reconstruire les données est la reconstruction directe en uti-
lisant les propriétés de la matrice de Walsh-Hadamard. Soit f

y
λ la ligne de lŠhypercube

f(x, y, λ) à la position y et à la longueur dŠonde λ. Nous modélisons le processus dŠacqui-
sition par

m
y
λ = Pf

y
λ , (7.1)

où m
y
λ ∈ R

N représente les mesures et P ∈ R
N×N est une matrice carrée qui contient les

motifs dŠillumination. Nous supposons que P correspond à la matrice de Walsh-Hadamard,
ce qui signiĄe que m

y
λ ∈ R

N sont les coefficients de Walsh-Hadamard de f
y
λ . En utilisant

la propriété des motifs dŠHadamard P⊤P = NI, avec I la matrice identité, nous recons-
truisons la ligne hyperspectrale comme suit

f
y
λ =

1

N
P⊤m

y
λ (7.2)

7.1.2 Reconstruction basée sur un réseau neuronal

Dans le cas où le nombre de motifs mesurés est faible pour limiter le temps dŠacqui-
sition, cŠest-à-dire lorsque P ∈ R

M×N avec M < N , où M est le nombre de coefficients
mesurés, notre problème inverse est sous-déterminé. Comme dans [119], nous proposons
de reconstruire la tranche dŠhypercube fλ = [f1

λ . . . f
Ny

λ ], où Ny est le nombre de lignes le
long de lŠaxe y, en utilisant un réseau neuronal composé de deux parties (cf. Fig. 7.1). La
première partie du réseau est composée deux trois couches dont les poids sont Ąxés. Pour
obtenir lŠopération effectuée par ces couches nous avons considéré la solution de Tikonov
généralisée, appliquée à chaque ligne indépendamment, cŠest-à-dire,

f̂
y
λ =

1

N
P⊤m̂

y
λ, avec m̂

y
λ = CDm

y
λ, (7.3)

où C un opérateur de complétion et D un opérateur de dé-bruitage. Dans un cadre bayé-
sien, lŠopérateur de complétion C repose uniquement sur la covariance des coefficients de
Walsh-Hadamard, tandis que lŠopérateur de débruitage D repose à la fois sur la covariance

des coefficients de Walsh-Hadamard et sur la covariance du bruit. Nous avons m̂
y
λ =



m̂1

m̂2

]

avec
m̂1 = µ1 + Σ1[Σ1 + Σα]−1(m1 − µ1), (7.4)

m̂2 = µ2 + Σ21Σ
−1
1 (m̂1 − µ1), (7.5)

où Σ1 ∈ R
M×M est la covariance des coefficients acquis expérimentalement, Σ21 ∈

R
N−M×M est la covariance entre les coefficients acquis et les coefficients manquants,
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Trained layersFixed layers

Figure 7.1 Ű Architecture du réseau de neurones. Le réseau prend en entrée les mesures
my

λ. Les premières couches sont dites Ąxes, car elles ne sont pas entraînées étant donné
que les valeurs des poids de ces couches sont Ąxées pour faire des opérations prédéĄnies.
Les couches Ąxes travaillent dans le domaine mesure1, la première couche correspond à
lŠopérateur de débruitage D, la seconde couche correspond à lŠopérateur de complétion C

et la dernière couche permet de passer du domaine mesure au domaine image2 en opérant
lŠéquation (7.2). Les dernières couches opèrent dans le domaine image, elles correspondent
à des couches de neurones convolutionnelles. © Antonio Lorente Mur, Sébastien Crombez

Σα ∈ R
M×M est la covariance du bruit, µ1 ∈ R

M est la valeur moyenne des coeffi-
cients acquis et µ2 ∈ R

N−M est la valeur moyenne des coefficients manquants. LŠéquation
(7.4) peut être interprétée comme le Ąltrage des coefficients bruités, tandis que lŠéquation
(7.5) comme lŠestimation des coefficients manquants à partir des coefficients débruités.

Après avoir projeté m̂
y
λ dans le domaine image comme dans (7.2), nous appliquons un

réseau de neurones Gθ, dont les paramètres sont obtenus par entraînement. Cette partie
du réseau de neurones est constituée de plusieurs couches convolutionnelles Gθ aĄn de
réduire lŠimpact des artefacts dans lŠimage Ąnale f̃λ. Nous considérons ici trois couches
convolutionnelles que nous entraînons à lŠaide de la base de données STL-10.

f̃λ = Gθ(f̂λ), avec f̂λ = [̂f1
λ . . . f̂

Ny

λ ], (7.6)

où Gθ représente les couches convolutionnelles avec les paramètres θ, et f̂λ est lŠestimation
de la tranche. La matrice de covariance Σ1 et Σ21 sont des sous-matrices de la matrice de
covariance totale Σ ∈ R

N×N calculée à partir de tous les coefficients de Walsh-Hadamard.
De même, µ1 et µ2 sont obtenus à partir de la moyenne totale µ ∈ R

N . En pratique,
nous estimons Σ et µ après avoir calculé (7.1) sur lŠensemble dŠimages de validation de la
base de données ImageNet. Pour estimer la covariance du bruit Σα, nous avons supposé
un modèle de bruit de poisson, comme dans [119].

1. Le domaine mesure correspond au domaine dans lequel les données sont modulées, et donc repré-
sentées par des coefficients dŠHadamard

2. Le domaine image correspond au domaine dans lequel les données sont représentées sous forme
dŠimages classiques (i.e dans la base canonique)
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Chapitre 7. Reconstruction par apprentissage profond des données du chSPSIM

Table 7.1 Ű Largeur totale à mi-hauteur de la bille "A" le long des axes x et y pour
différents nombres de motifs.

Nombre de motifs Nk 32 64 128
Résolution selon lŠaxe x σA

x (µm) 77 36 17
Résolution selon lŠaxe y σA

y (µm) 7 7 7

7.2 Résultats

7.2.1 Résolution spatiale

Pour caractériser la résolution spatiale de notre dispositif, nous avons imagé un gel
contenant des billes Ćuorescentes. Les paramètres dŠacquisition sont donnés Tab. 7.2.
LŠimage obtenue à lŠaide du bras dŠimagerie de notre dispositif est présentée à la Fig. 7.2.a
et celle obtenue à lŠaide du bras dŠimagerie hyperspectral à la Fig. 7.2.b. Pour des raisons
de visualisation, les mesures hyperpsectrales ont été intégrées sur toute la gamme spec-
trale, cŠest-à-dire m =

∑

λ mλ. Parmi tous les billes et amas de billes que nous pouvons
observer dans le champ de vue, nous avons sélectionné deux billes dont lŠétendue spatiale
est la plus faible. Sur la Fig. 7.2.c et la Fig. 7.2.d, nous avons tracé le proĄl des billes
autour du centre pour estimer les résolutions le long des lŠaxe x et y.

Comme dans le Chapitre 6, nous avons évalué la résolution spatiale du système en
mesurant la largeur totale à mi-hauteur des proĄls des billes. Dans lŠimage SPIM, les
réponses impulsionnelles correspondent bien à une fonction gaussienne isotrope 2D. Nous
mesurons les résolutions σA

x = 8.7 µm, σA
y = 9 µm, σB

x = 8.6 µm et σB
y = 9.4 µm pour les

billes "A" et "B" respectivement.
Par contre on peut voir sur la Fig. 7.2.b, que la réponse impulsionnelle du dispositif

hyperspectral est plus allongée le long de lŠaxe y que le long de lŠaxe x. Le long de lŠaxe
y, nous observons une réponse impulsionnelle de type gaussien, tandis que la forme de la
réponse impulsionnelle présente des lobes latéraux sur lŠaxe x (cf. Fig. 7.2.c et Fig. 7.2.d).
Nous avons mesuré les résolutions spatiales suivantes : σA

x = 17.2 µm, σA
y = 6 µm, σB

x = 15
µm et σB

y = 7 µm. Si on compare les résolutions spatiales du bras hyperspectral et du
bras dŠimagerie direct, on observe quŠelles sont similaires le long de lŠaxe y, mais que le
long de lŠaxe x la résolution spatiale du bras hyperspectral est 3 fois plus grande que celle
du bras dŠimagerie. La résolution spatiale limitée selon lŠaxe x pour le bras hyperspectral
est due au sous-échantillonnage (c.à.d le faible nombre de motifs mesurés).

Comme dans le chapitre précédent, seuls Nk = 128 motifs sont acquis sur le bras
hyperspectral, contre Qx = 2560 pixels mesurés avec le bras dŠimagerie direct. Une réso-
lution spatiale plus élevée peut être obtenue en augmentant le nombre de motifs. Dans
la Tab. 7.1, nous avons évalué la résolution spatiale de notre méthode pour différents
nombres de motifs NK mesurés. En théorie, la résolution est proportionnelle au nombre
de motifs et nous observons que la résolution suit aussi cette tendance expérimentalement.
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Figure 7.2 Ű Résolution spatiale du chSPSIM. Évaluation de la résolution spatiale avec
des billes Ćuorescentes. La barre dŠéchelle représente 100 µm. (a) Image acquise à lŠaide du
bras dŠimagerie directe (SPIM). (b) Image reconstruite en utilisant le bras hyperspectral
(chSPSIM) et dont les mesures selon la dimension spectrale ont été sommées. Pour étudier
la résolution, nous avons étudié deux billes (nommées A et B) qui sont indiquées à lŠaide
de Ćèches ; les boîtes rouges et vertes montrent les billes A et B agrandis 4 fois. (c) ProĄl
dŠintensité des billes selon les axes x et y obtenu avec le bras dŠimagerie directe. (d) ProĄl
dŠintensité des billes selon les axes x et y obtenu avec le bras hyperspectral.

Table 7.2 Ű Paramètres dŠacquisition des échantillons

Échantillon Type temps Nb motifs Laser 1 Laser 2
(532 nm) (473 nm)

Billes SPIM 4 s ∅ 42 µW 87 µW
Billes chSPSIM 512 s 128 42 µW 87 µW
Tg(Ći1:EGFP) SPIM 2 s ∅ 55 µW 95 µW
Tg(Ći1:EGFP) chSPSIM 512 s 128 55 µW 95 µW
Tg(Ći1:EGFP/olig2:DsRed2) chSPSIM 2560 s 128 55 µW 95 µW
Tg(Ći1:EGFP/olig2:DsRed2) SPIM 2 s ∅ 55 µW 95 µW
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Chapitre 7. Reconstruction par apprentissage profond des données du chSPSIM

a

xy

b c

d e

Figure 7.3 Ű Tranche virtuelle dŠune larve de poisson-zèbre de 4 jours Tg(Ći1:EGFP)
de fond génétique casper. Échelle : 100 µm. Taille : 432x512. Bords verts : Acquisition
classique SPIM / Bords bleus : reconstruction chSPIM intégrée sur le spectre (a) Image
en niveaux de gris ; boîte rouge : zone correspondant aux images (b-e). (b) Zoom à partir
de (a). (c) Reconstruction avec un facteur de compression de 1/4. (d) Identique à (c), mais
avec lŠajout de lŠopérateur de complétion au processus de reconstruction. (e) Identique à
(d), mais avec un facteur de compression de 1/8.

7.2.2 Expérience sur organisme vivant

Échantillon mono-marqué AĄn dŠévaluer les capacités de notre système, nous avons
utilisé une larve de poisson-zèbre de 4 jours Tg(Ći1:EGFP) de fond génétique casper
qui permet de visualiser par Ćuorescence le système vasculaire système vasculaire, les
paramètres dŠacquisition sont donnés Tab. 7.2. Nous avons fait lŠacquisition dŠune tranche
de cet échantillon avec le bras dŠimagerie de notre installation : Fig. 7.3.a et Fig. 7.3.b aĄn
dŠobtenir une image de référence à comparer avec la même mesure effectuée avec le bras
hyperspectral. Nous intégrons les mesures hyperspectrales sur la dimension spectrale aĄn
dŠobtenir une image en échelle de gris à comparer avec les mesures du bras dŠimagerie.
Nous avons dŠabord reconstruit les mesures brutes avec un facteur de compression de
1/4 avec le modèle direct (7.2) (cf. Fig. 7.3.c) puis nous avons reconstruit les mêmes
données, mais nous avons considéré lŠopérateur de complétion (cf. Fig. 7.3.d). Nous avons
également reconstruit les données avec lŠopérateur de complétion avec le modèle direct avec
un facteur de compression de 1/8 (cf. Fig. 7.3.e). Nous pouvons constater que lŠopérateur
de complétion améliore la qualité de la reconstruction en lissant la solution le long de
la dimension comprimée. Néanmoins, cette méthode ne permet pas de complètement
restituer la résolution maximale.

Nous avons également reconstruit 128 ×128 images pour lesquelles nous avons mesuré
tous les motifs (cf. Fig. 7.4.b). Nous pouvons voir que lŠimage chSPIM reconstruite avec
tous les motifs (cf. Fig. 7.4.b) est comparable à celle produite par le SPIM (Fig. 7.4.a).
Ensuite, dans la Fig. 7.4.c, nous observons que lorsque nous sous-échantillonnons les me-
sures le long de la dimension x en éliminant les motifs à haute fréquence, cela entraîne une
réduction de la résolution dans cette direction. Néanmoins, lorsque nous ajoutons lŠopé-
rateur de complétion au processus de reconstruction (cf. Fig. 7.4.d), il lisse le résultat et
permet dŠaméliorer le rendu selon cette dimension, mais nous ne retrouvons toujours pas
la même résolution que dans la Fig. 7.4.b. Lorsque nous ajoutons les couches de convolu-
tion au processus dans la Fig. 7.4.e, nous constatons une homogénéisation de lŠallure de
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Figure 7.4 Ű Tranche virtuelle de poisson-zèbre transgénique de 4 jours Tg(olig2:DsRed2)
de fond génétique sauvage permettant de visualiser la moelle épinière. Échelle : 100 µm.
Taille : 128x128. Bords verts : acquisition classique SPIM / Bords bleus : reconstruction
chSPIM intégrée sur le spectre. (a) Image en niveaux de gris. (b) Reconstruction sans
compression. (c) Reconstruction avec un facteur de compression de 1/4. (d) Identique à
(c), mais avec lŠajout de lŠopérateur de complétion au processus de reconstruction. (e)
Identique à (c), mais avec des couches convolutives (Deep learning).

la reconstruction selon les deux dimensions, mais pas dŠamélioration de la résolution.

Échantillon bi-marqué Nous avons également mesuré une larve de poisson-zèbre de
4 jours issu du croisement entre la lignées Tg(Ći1:EGFP) de fond génétique casper et
Tg(olig2:DsRed2) de fond génétique sauvage permettant de visualiser le système vasculaire
en vert et la moëlle épinière en rouge. Dans ce cas, la transparence des larves a été obtenue
par incubation des embryons dans du PTU. Les paramètres dŠacquisition sont donnés
dans la Tab. 7.2. Avec les mesures SPIM (cf. Fig. 7.5.a), nous pouvons distinguer le signal
DsRed2, car il domine lŠémission de Ćuorescence, mais le signal EGFP est partiellement
couvert par le signal dŠauto-Ćuorescence. Grâce à la dimension spectrale obtenue avec la
mesure chSPIM, nous avons réussi à obtenir une image bi-canal (cf. Fig. 7.5.b). Pour ce
faire, nous avons sélectionné les données dont lŠémission spectrale se situe autour du pic
dŠémission de chaque Ćuorophore. Grâce à cela, le signal EGFP se distingue clairement, car
il domine nettement le signal dŠauto-Ćuorescence. On montre à la Fig. 7.5.d des tranches du
cube hyperspectrales reconstruites pour différentes longueurs dŠonde. On observe que les
trois premières imagets (cf. Fig. 7.5.d1−3) obtenues respectivement à 500, 515 et 530 nm),
correspondent à la zone du spectre où le signal de EGFP domine, alors que sur les deux
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imagets suivantes (cf. Fig. 7.5.d4−5) obtenues respectivement à 545 et 560 nm) cŠest le
signal dŠauto-Ćuorescence qui domine. Sur les trois dernières imagets (cf. Fig. 7.3.d6−8)
obtenues respectivement à 575, 590 et 605 nm) cŠest le signal de DsRed2 qui domine.

7.3 Discussion et conclusion

Nous avons montré que nous pouvons améliorer la qualité de la reconstruction de
mesures sous-échantillonnées en appliquant les réseaux neuronaux que nous avons adaptés
à partir de [119]. De plus, la qualité des motifs générés permet dŠutiliser directement la
transformée de Walsh-Hadamard lors de lŠétape de reconstruction. Nous affranchissant
ainsi dŠavoir recours à un paramètre de régularisation en comparaison avec la méthode
utilisée pour la reconstruction des données du chSPIM (cf. Chapitre 6).

Néanmoins, nous avons uniquement entraîné le réseau de neurones sur des images en
128 × 128 qui étaient issus de la base dŠimage STL-10. Il serait intéressant dŠentraîner les
réseaux de neurones avec des images 432 × 512 de façon à observer des détails plus Ąns.
Pour ce faire, nous pourrions utiliser la base dŠimages ImageNet que nous avons utilisée
pour calculer les moyennes et covariances utilisées pour reconstruire les images présentées
à la Fig. 7.3 et à la Fig. 7.5. Pour cela, nous aurions besoin de puissances de calcul et
de mémoire vive plus importantes. En effet, nous avons utilisé un ordinateur doté dŠune
carte graphique qui ne permet pas dŠentraîner le réseau avec la base dŠimages ImageNet
en un temps de calcul raisonnable 1. AĄn de réduire les temps de calcul, nous avons besoin
de plus de ressources informatiques, nous prévoyions donc dŠentraîner les réseaux sur le
centre de calcul Jean Zay.

Nous nŠavons pas montré de reconstructions avec la couche de dé-bruitage. Les pre-
miers résultats que nous avons obtenus avec cette couche nŠont pas encore montré dŠap-
ports signiĄcatifs. Cela pourrait être dû à une mauvaise estimation de la covariance du
bruit Σα. Les données acquises étant peu bruitées, il est également possible que la couche
de dé-bruitage ne soit pas indispensable pour reconstruire ce jeu de données. Il serait donc
nécessaire de traiter des mesures fortement bruitées pour vériĄer cette hypothèse.

Lors des mesures la puissance dans lŠéchantillon était de lŠordre de 35 mW/cm2 soit
deux ordres de grandeur de moins que [10]. Or, la puissance maximale que lŠon peut
atteindre avec notre système est de 375 mW/cm2, soit un ordre de grandeur de moins
que [10]. On pourrait donc augmenter la puissance dŠillumination aĄn de réduire les temps
dŠacquisition.

EnĄn, il faudrait mener une étude dŠoptimisation des paramètres dŠentraînement du
réseau de neurones aĄn de maximiser lŠapport des couches convolutionnelles sur qualité
des reconstructions.

1. Les temps de calcul annoncés étaient dŠenviron 1 moi pour entrainer le réseau de neurones sur des
images en 432 × 512, alors quŠils étaient de lŠordre de 1-2 jours pour les images en 128 × 128
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Figure 7.5 Ű Mesure hyperspectrale dŠune larve embryon de poisson-zèbre de 4 jours
issue dŠun croisement entre la ligné Tg(olig2:DsRed2) et la ligné Tg(Ći1:EGFP). Échelle :
100 µm. Taille : 432x512. (a) Acquisition en échelle de gris par SPIM classique. (b) Image
bi-color obtenue par Ąltrage selon la longueur dŠonde du cube hyperpsectrale obtenue
par chSPSIM (Rouge : λ ∈ [570, 600] nm et Vert : λ ∈ [500, 530] nm). (c) Spectre en
deux points du plan dŠacquisition (Zone 1 : spectre correspondant à la croix verte sur (a)
et Zone 2 : spectre correspondant à la croix rouge sur (a)). (d1−8) Tranche à différente
longueur dŠonde (cf. croix numérotées sur (c)) du cube hyperspectral mesuré par chSPSIM.
(Note : les données hyperspectrales ont été reconstruites uniquement avec lŠopérateur de
complétion C pour un facteur de compression de 1/4).
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Conclusion

Dans le cadre de cette thèse, nous souhaitions développer un microscope à feuillet de
lumière permettant de mesurer un cube de données hyperspectrales qui correspond au
spectre de la Ćuorescence émise par un échantillon en tout point de celui-ci. LŠimage-
rie hyperspectrale repose classiquement sur un balayage spatial ou spectral, qui conduit
à un compromis entre durée dŠacquisition et résolution. AĄn dŠoptimiser ce compromis,
nous avons choisi de faire de la spectroscopie dŠHadamard [23], de sorte à maximiser le
rapport signal à bruit des reconstructions. Nous avons aussi choisi de sous-échantillonner
les mesures pour réduire les temps dŠacquisition, ce qui induit une perte en résolution.
Pour limiter ce problème, nous avons décidé dŠintégrer de lŠapprentissage profond à nos
algorithmes de reconstruction pour améliorer la qualité des images ainsi reconstruites.

À partir de ces idées, nous avons développé un microscope computationnel hyperspec-
tral par feuillet de lumière (chSPIM). Notre système sŠappuie sur montage traditionnel de
SPIM qui est couplé à un DMD aĄn dŠobtenir un feuillet de lumière structuré. Le signal
de Ćuorescence provenant du feuillet de lumière est ensuite focalisé sur la fente dŠentrée
dŠun spectromètre grâce à une lentille cylindrique aĄn dŠacquérir la dimension spectrale.
Cette approche permet de moduler lŠune des deux dimensions spatiales de lŠhypercube.
Nous avons fait le choix dŠune modulation par transformée dŠHadamard aĄn de bénéĄcier
des avantages de la spectroscopie dŠHadamard. Pour reconstruire la dimension modulée
lors de lŠacquisition, nous avons mesuré expérimentalement les motifs dŠillumination. À
partir de ces mesures, nous avons obtenu un modèle expérimental de notre matrice de
modulation qui nous a permis de reconstruire les mesures hyperspectrales grâce à une
approche par problème inverse régularisé.

Ce montage nous a permis de valider expérimentalement le concept de microscope
hyperspectral computationnel, et dŠobtenir une image hyperspectrale de la tranche dŠune
hydre bi-marquée. Néanmoins, ce montage présente une faible résolution spatiale selon la
dimension modulée du fait du mauvais conditionnement de la matrice de modulation.

95



AĄn dŠaméliorer la résolution spatiale des reconstructions, nous avons mis au point un
2e montage de microscope hyperspectral computationnel par feuillet structuré, que nous
avons appelé chSPSIM. Dans ce montage la structuration du faisceau est uniquement réa-
lisée avec le DMD. Cela permet de réduire la taille du montage et donc la distance de
propagation du faisceau, ce qui limite lŠaltération des motifs induite par leur propagation.
Cela nous a permis de diminuer le conditionnement de la matrice de modulation. Nous
avons aussi intégré une méthode de reconstruction basée en partie sur de lŠapprentissage
profond. Cette seconde approche nous a permis dŠaugmenter la résolution de la dimension
modulée dŠun facteur trois par rapport à lŠapproche précédente. Nous avons fait lŠacqui-
sition hyperspectrale de la tranche dŠun embryon de poisson-zèbre bi-marqué où il est
possible de différencier les différentes structures de lŠembryon de poisson-zèbre, ce que
nous nŠaurions pas pu faire avec lŠapproche précédente.

Nous avons uniquement travaillé avec des échantillons bi-marqués qui contenaient
des Ćuorophores dont les spectres de Ćuorescence présentaient un faible recouvrement,
ce qui nous a permis de séparer les deux Ćuorophores par simple Ąltrage. Pour autant,
cette méthode ne permet pas de supprimer complètement le signal dŠauto-Ćuorescence.
Il serait donc pertinent de mettre en place des algorithmes de dé-mixage spectral aĄn
de mieux séparer les différentes composantes du signal de Ćuorescence. Cela permettrait
de séparer complètement les différents signaux et de retirer complètement la composante
dŠauto-Ćuorescence. Cela permettrait aussi dŠétudier des échantillons multi-marqués dont
les Ćuorphores présenteraient des spectres de Ćuorescence avec un fort recouvrement. La
bande spectrale de notre spectromètre était de 100 nm. Or, pour étudier des échantillons
avec plus de deux Ćuorophores, il serait aussi souhaitable dŠavoir un spectromètre avec
une bande passante de 200 à 400 nm. On pourrait par exemple utiliser une Imspector
V8E comme dans [20] ou changer le réseau de diffraction de notre spectromètre.

Dans de futurs travaux, il serait pertinent dŠaugmenter la puissance maximale dŠillumi-
nation du feuillet de lumière. On devrait collecter plus de signaux pour une durée donnée
et ainsi réduire les temps dŠacquisition. Dans le montage chSPSIM la puissance maximale
est de 0.7 mW pour le laser bleu et de 0.8 mW pour le laser vert, ce qui correspond à une
puissance maximale dŠenviron 375 mW/cm2 dans lŠéchantillon, soit un ordre grandeur de
moins que [10]. Étant donné quŠune seule dimension nécessite dŠêtre agrandie pour que
les lasers couvrent la zone de travail du DMD, on pourrait faire un télescope avec des
lentilles cylindriques pour éclairer le DMD. Cela permettrait dŠéviter de disperser le laser
et ainsi dŠaugmenter la puissance dans lŠéchantillon. On pourrait aussi choisir dŠutiliser
des lasers plus puissants.

Pour la structuration du faisceau, il serait intéressant dŠutiliser un autre type de SLM.
Cela pourrait réduire la perte de puissance induite par le DMD et permettrait de faire une
modulation en phase et/ou intensité là où le DMD ne permet quŠun travail en intensité.
La construction dŠune monture rigide pour la partie SPSIM du montage permettrait de
régler plus simplement cette partie et dŠassurer la stabilité des réglages dans le temps. La
dernière version du montage expérimental permet de structurer le faisceau dŠillumination
selon la dimension z. Dans un montage classique de LSFM, elle est acquise par balayage ce
qui est coûteux en temps dŠacquisition. La possibilité de moduler et de sous-échantillonner
cette dimension devrait permettre de réduire les temps dŠacquisition selon une dimension
supplémentaire.
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EnĄn, il serait intéressant de développer une nouvelle version du montage pour ré-
pondre à une problématique biologique précise. En effet, les choix que nous avons faits
conduisent à : un champ de vue de 1,9 × 1,6 mm2 dans le plan (x, y), une résolution de
7 µm selon y, de 17 µm selon x (qui dépend du nombre de motifs mesurés, cf. Tab. 7.1),
de 8 µm selon z (qui dépend de lŠépaisseur du feuillet, cf. Tab. 5.9), une bande passante de
108 nm avec une résolution de 2 nm selon λ. Mais dŠautres choix dŠobjectifs dŠillumination
et de collection, de spectromètre et de caméra permettraient dŠaugmenter les résolutions
spatiales et spectrales, de changer la taille du champ de vue de sorte à observer des échan-
tillons de plus petite taille par exemple.

Cette thèse a nécessité dŠavoir une approche pluridisciplinaire. En effet, jŠai développé
un système optique dŠacquisition hyperspectral, ce qui a nécessité dŠavoir une compréhen-
sion de la physique du montage, mais aussi de faire des choix de lŠordre de lŠingénierie
pour lŠagencement et le contrôle de certains des composants (motorisation de lŠobjectif de
collection aĄn de faciliter la mise au point, par exemple). Pour lŠétude des échantillons,
je me suis intéressé à des problématiques biologiques. Pour la reconstruction des données,
jŠai dû implémenter informatiquement des méthodes mathématiques.

Il y a encore du chemin à parcourir avant que ce projet de Microscope hyperspec-
tral par feuillet de lumière structurée et réseaux de neurones convolu-
tionnels profonds permette de répondre à une problématique biologique précise. Mais
on peut voir sur la Fig. 7.6, quŠune partie de ce chemin a été parcourue durant cette thèse.

Début Milieu Fin

Figure 7.6 Ű Chronologie des résultats marquants de cette thèse
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