Vers une reconstruction super-résolue et sectionnée optiquement
pour I’imagerie rétinienne par illumination structurée
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Résumé — La microscopie par illumination structurée (SIM en anglais) est une technique d’imagerie utilisée en microscopie plein champ qui
permet d’obtenir super-résolution (SR) et sectionnement optique (SO) grace a des algorithmes de reconstruction dédiés. Dans cette commu-
nication, nous nous intéressons a 1’application de la SIM a I’imagerie rétinienne in-vivo qui offre de nouvelles possibilités pour 1’étude des
structures et fonctions rétiniennes. Les méthodes de reconstruction SIM couramment utilisées en microscopie supposent un objet statique et donc
ne conviennent pas au cas de I’imagerie rétinienne in-vivo a cause des mouvements oculaires. Les quelques approches proposées pour 1’imagerie
rétinienne ne permettent de réaliser que de la SR.

Nous proposons une méthode de reconstruction adaptée a I’imagerie rétinienne qui réalise SR et SO conjointement. Elle repose sur un modele
physique multi-couches de la formation d’images, qui prend en compte les mouvements de 1’objet. L'idée originale de notre approche est de
reconstruire un objet bi-couche comprenant la section optique super-résolue de 1’objet et une tranche ou sont rejetées toutes les contributions
défocalisées de 1’objet. Nous validons la méthode proposée par simulations et sur des données expérimentales de microscopie.

Abstract — Structured Illumination Microscopy (SIM) is an imaging technique for achieving both super-resolution (SR) and optical sectioning
(OS) in wide-field microscopy using dedicated reconstruction algorithms. In this communication we focus on the very promising application
of SIM to in vivo retinal imaging, which could benefit the study of the retinal 3D structure and function in the living eye. The SIM approaches
commonly used in microscopy require a static object and are thus not suitable for in vivo retinal imaging due to uncontrolled eye movements.
The few approaches developped with retinal imaging in mind only achieve SR.

We propose a reconstruction method approach, tailored for retinal imaging, which achieves SR and OS jointly. It is based on a multi-layer
model of the image formation process which takes into account the object shifts. The mean idea of our method is to reconstruct a 2-layer object
composed of the super-resolved optical section of the object and a layer into which the object’s defocused contribution are rejected. Our proposed
approach is validated by simulations and on experimental microscopy data.

1 Introduction du plan focal car le contraste de modulation décroit fortement
avec la défocalisation. Plusieurs images avec des positions dif-
férentes du motif d’illumination sont toutefois nécessaires pour
éprouvée en microscopie plein champ qui permet d’obtenir parvenir & déméler 1’information modulée de la contribution
du sectionnement optique (SO) [1] et de la super-résolution conventionnelle non modulée. Une grande variété de méthodes
(SR) [2]. Elle consiste a projeter sur I’objet d’intérét des motifs algorithmiques, exploitant ces deux effets, ont été développées
pour reconstruire 1’objet observé avec du SO et/ou de la SR.
Parmi les algorithmes de reconstruction existants, on dis-
tingue d’une part les méthodes 2D qui réalisent soit du SO en
extrayant et démodulant les composantes fréquentielles modu-
1ées dans les images comme proposé initialement par Neil [1],
soit de la SR en recombinant les différentes composantes fré-
quentielles d’apres 1’idée originale de Gustafsson [2]. Bien

L’illumination structurée est une technique d’imagerie

d’illumination, généralement périodiques, qui engendrent une
modulation spatiale de I’intensité émise par 1’objet. Cette mo-
dulation a un double effet : d’une part elle introduit par replie-
ment spectral, des hautes fréquences de 1’objet normalement
non transmises par le systeme optique a I’intérieur de la bande
passante optique. D’autre part, la contribution modulée dans les
images provient essentiellement des couches de I’ objet proches



qu’il existe des approches 2D qui tentent d’allier et SR et OS
dans une mé€me reconstruction, elles nécessitent un plus grand
nombre de parametres a ajuster. D’autre part, on distingue les
méthodes 3D qui intrinsequement réalisent a la fois du SO et
de la SR [3] en dépit d’un nombre d’images requis plus impor-
tant puisqu’il faut acquérir toute une série focale d’images. Une
méthode 3D proposée récemment reconstruit un volume 3D a
partir de données 2D (pour une seule position focale) [4], rédui-
sant ainsi drastiquement le nombre d’images requis au dépend
d’une plus grande sensibilité aux bruits. Dans cette commu-
nication, nous présentons une méthode de reconstruction qui,
a partir de données 2D, permet de réaliser conjointement du
SO et de la SR a I’aide d’un modele 3D multi-couche de for-
mation d’images [5]. Contrairement a I’approche 3D [4], notre
méthode conserve la simplicité d’opérations 2D dans le modele
et reconstruit un objet a deux couches au lieu d’un volume ce
qui le rend plus robuste au bruit. L’intérét de la reconstruction
d’un objet bi-couche est de reconstruire d’une part une sec-
tion super-résolue de 1’objet et d’autre part une couche ot I’on
rejette la contribution de tous les plans défocalisés de 1’objet.
Notre méthode prend également en compte les mouvements de
I’objet observé en vue de I’appliquer a I’imagerie rétinienne.

En effet, I’application de la SIM a I’imagerie rétinienne offre
de nouvelles possibilités dans 1’étude in vivo des structures et
fonctions de la rétine grace aux effets de SR et SO. La prin-
cipale difficulté d’adaptation des méthodes SIM a I’imagerie
rétinienne provient des mouvements oculaires non controlés
qui entrainent des décalages inter-trames lors de I’acquisition
d’images rétiniennes. Quelques auteurs [6] proposent de pré-
recaler les images par rapport aux mouvements oculaires pour
se ramener a un objet statique dans les images recalées avec des
phases de la modulation néanmoins non controlées, puis d’ap-
pliquer une méthode de reconstruction 2D qui permet, par une
estimation de la phase de modulation a chaque image, d’obte-
nir un objet super-résolu. Toutefois, cette approche ne réalise
pas de SO. L’apport de notre méthode est qu’elle permet une
reconstruction avec SO et SR dans un cadre bayésien non su-
pervisé, a I’aide d’un modele 3D de formation d’images pre-
nant en compte explicitement les mouvements de I’objet. La
méthode proposée étend les travaux présentés lors d’une précé-
dente communication [7]. Contrairement a ce qui a été proposé
par le passé, elle ne nécessite plus la soustraction, souvent dé-
licate, d’une image conventionelle aux images SIM acquises.
Nous validons notre méthode par simulations puis sur des don-
nées expérimentales de microscopie.

2 Modele de formation d’images

Nous proposons un modele général d’imagerie par illumina-
tion structurée qui prend en compte explicitement la nature 3D
de I’objet ainsi que des décalages potentiels liés a 1’objet. No-
tons o 1’échantillon biologique observé. o représente une den-
sité 3D de fluorophore en imagerie de fluorescence ou bien une
carte 3D de reflectance en imagerie rétinienne par exemple, et
sera appelé abusivement 1’objet par la suite. (x,y, z) sont les

coordonnées spatiales dans 1’espace objet avec (x, y) les coor-
données transverses et z la distance axiale au plan focal objet.
On suppose que 1’objet se déplace de maniere non contr6lée se-
lon des translations dans le plan transverse (Ozy) ce qui est une
hypothese valable en imagerie rétinienne plein champ. L’ objet,
éclairé par un motif d’illumination m est observé a travers un
systeme d’imagerie caractérisé par une fonction d’étalement de
point (FEP) h. Soit i; la j-iéme image acquise par une caméra
placée au plan focal image. Celle-ci peut étre vue comme le
résultat de convolutions 2D de chaque couche objet o, éven-
tuellement décalée, modulée par le j-ieme motif d’illumination
m; .(z,y) = m;(z,y, z) avec la FEP 2D h, correspondant a
la profondeur z, et intégrées suivant 1’axe 1’optique. Comme
dans [7], la version discrete décrivant ce processus de forma-
tion d’images s’écrit :

(k1) =) [hex (my.s5(02)] (B, 1) +m (k1) (1)

z

ou la police en gras désigne la version discrete, x représente
le produit de convolution 2D discret et s;[.] est un opéra-
teur de décalage subpixellique qui calcule la version discrete
de la couche objet décalée. [.]ir dénote 1’opérateur de sous-
échantillonnage éventuel. En effet, comme la fréquence maxi-
male de 1’objet reconstruit peut étre deux fois supérieure a
celle des images acquises par super-résolution, h,, m; . et o,
peuvent étre échantillonnées sur une grille deux fois plus fine
afin de respecter le théoreme d’échantillonnage de Shannon-
Nyquist. Enfin, le terme n; décrit le bruit de détection prove-
nant du bruit de lecture de la caméra et du bruit de photon.
Nous supposons que le nombre de photons recus par le détec-
teur est suffisant pour approximer le bruit de détection par un
bruit blanc gaussien inhomogene de variance a?(k, D).

Afin de permettre une reconstruction avec SR et SO conjoin-
tement (tout en réduisant le nombre d’inconnues a estimer),
nous proposons de reconstruire un objet a deux couches : une
couche correspondant a la tranche focalisée de 1’objet og et une
couche qui synthétise la contribution de tous les plans défoca-
lisés o4. Intéressons nous aux mécanismes permettant le SO :
comme expliqué dans [6], le contraste de la modulation dans
les images décroit avec la défocalisation. Cela s’explique dans
I’espace des fréquences spatiales par le fait que le contraste de
la modulation dans les images est atténué par la fonction de
transfert optique (FTO), et que les FTOs sont de plus en plus
passe-bas a mesure que la défocalisation augmente, si bien que
le contraste de la modulation est d’autant plus réduit. Ainsi, en
choisissant de reconstruire la couche focalisée a z = 0 pour la-
quelle la FTO transmet la modulation et une couche défocalisée
a z = d pour laquelle la FTO atténue fortement la fréquence
spatiale de la modulation, on parvient a distinguer la contribu-
tion de chacune de ces couches puisque 1’information modulée
dans les images va alors provenir essentiellement de la couche
focalisée. En notant respectivement hy et h,, la FEP 2D fo-
calisée et la FEP 2D défocalisée, on obtient le modele direct
suivant :

./\/l(Oo7 Oy, Sj) =
[ho * (mjyo.Sj [00] + hd * (mjyd.sj [Od])] I —+ n]‘
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On choisit la distance d comme celle correspondant a la pre-
miere annulation de la FTO en fonction de la défocalisation. La
défocalisation équivalente vaut 2/ V3 =~ 1.15 radian RMS.

3 Méthode de reconstruction

A partir des images acquises {i; }1<;j<n, nous reconstrui-
sons 1’objet bi-couche (0g, 04) & 1’aide d’une approche Maxi-
mum A Posteriori (MAP) dans le cadre bayésien. Les para-
metres instrumentaux du modele direct (Eq. (2)) (ho,hy) et
{m;,m, 4}, sont d’abord étalonnés de maniere expérimen-
tale. Les décalages objet pris en compte par les opérateurs
{s;[.]}; sont ensuite estimés a 1’aide d’un algorithme de reca-
lage subpixellique adapté de [8]. (Les modifications apportées
consistent en un filtrage de la modulation dans les images pour
se ramener au cadre prévu par la version originale de 1’algo-
rithme, avant de les recaler). L’approche MAP consiste 2 mini-
miser le critére suivant :

i; — M(oo,04;3;)
o
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Le terme de régularisation R utilisé ici correspond a une den-
sité de probabilité a priori gaussienne homogene décrite par
un objet moyen et une densité spectrale de puissance a trois
parametres [9]. Ces trois parametres ainsi que la variance du
bruit sont estimés de maniere non supervisée par une approche
MYV comme dans [10]. Etant donné qu’il n’y a pas de solution
analytique de la minimisation de I’Eq. (3), celle-ci s’effectue
numériquement sous contrainte de positivité. Les résultats ob-
tenus a I’aide de cette méthode sont présentés et analysés dans
les sections suivantes.

4 Validation par simulations

Afin de valider cette approche, nous avons généré un objet
a 9 couches dont chacune est composée d’une mire sinusoi-
dale radiale de la forme f(r,0) = 1 + cos (400). L’objet est
ainsi constitué de 9 mires régulicrement espacées suivant 1’axe
optique de maniere a avoir une mire au plan focal objet et les
8 autres de plus en plus éloignées de ce plan avec un pas de
défocalisation de 0,4 radian RMS soit 8,8 um dans la rétine
pour une pupille dilatée. On simule alors des images de taille
512x512 pixels plein champ conventionnelle iy 7 et SIM {i; };
de I’objet supposé mobile a 1’aide de I'Eq. (1). La FEP focalisée
hy utilisée correspond a la FEP en limite de diffraction et les
FEPs appliquées aux autres plans sont des versions de hg dé-
gradées par la défocalisation de la couche considérée. On mo-
délise les décalages aléatoires de 1’objet par une loi uniforme
définie sur [—16, 16]. Deux motifs d’illumination sinusoidaux
sont utilisés ; ils correspondent a une fréquence de modulation
fm égale a la demi-coupure optique f./2 dans les directions
horizontale puis verticale. La fréquence de modulation choi-
sie est optimale pour le sectionnement optique [6] et permet en

théorie un gain de résolution de facteur 1,5. Les images sont en-
suite bruitées par un bruit blanc gaussien homogéne pour deux
niveaux de bruit, correspondant a un rapport signal sur bruit
(RSB) de 100 et de 10. Des exemples d’images simulées pour
un RSB de 10 sont affichés sur la Figure 1. Sept images par mo-
tif d’illumination sont considérées, afin que les décalages aléa-
toires de I’objet introduisent une diversité de phase du motif
suffisante pour la reconstruction [6]. Ainsi, 7 X 2 = 14 images
sont utilisées par reconstruction.

FIGURE 1 — Images simulées pour un RSB de 10. De gauche 2 droite :
images conventionnelle iyy 7 et avec illumination structurée i;. La mire située
au plan focal objet se trouve dans le coin inférieur gauche, et les autres mires
sont progressivement défocalisées de gauche a droite puis de bas en haut.

Nous appliquons alors la méthode de reconstruction décrite
dans la section 3 aux données simulées nous obtenons les ré-
sultats présentés a la Figure 2 pour un RSB de 10. Comme on
a modélisé la couche défocalisée o, a une défocalisation de
1.15 radian RMS, on s’attend a ce que les mires situées a des
défocalisations inférieures soient reconstruites dans la couche
focalisée oq et que les autres soient attribuées a o4. Ce résul-
tat attendu se vérifie dans les reconstructions ou 1’on constate,
dans 0¢, la diminution croissante de 1’intensité moyenne des
mires radiales avec la défocalisation avec une atténuation de
plus de 90 % a partir d’une défocalisation de 1.2 radian RMS,
soit un SO de 30 pm rétinien environ. Inversement, le phéno-
mene contraire est observé dans 04 ou I’intensité moyenne des
mires croit avec la défocalisation. De plus, on observe un gain
en résolution latérale dans O par rapport a I’image plein champ
conventionnelle iyy . Le gain en résolution mesuré par rapport
a la limite de diffraction est de 1,2 pour un RSB de 10 et de 1,4
pour un RSB de 100. On constate en outre que I’estimation des
décalages objet ne dégrade pas les reconstructions par rapport
a celles obtenus en utilisant les décalages vrais, au bruit pres.

5 Reconstructions sur données expéri-
mentales

Nous avons appliqué notre méthode a des données expéri-
mentales de microscopie fournies par 1’auteur du logiciel ou-
vert fairSIM [11]. Il s’agit d’images d’actine marquée et ob-
servée par un microscope OMXv4 en fluorescence. Les motifs
d’illumination projetés correspondent a une modulation a deux
ordres : fr0q1 = 0,45f; et fioa2 = 0,9fc. Le gain de ré-



W,

==
=

I

FIGURE 2 — Reconstructions 6g (gauche) et 64 (droite) pour un RSB de 10.

solution maximal est donc de facteur 1,9. Trois orientations de
motif et cinq phases par orientation sont utilisées, ce qui fait un
total de 15 images SIM, dont 1’une est affichée sur la Figure 3.

FIGURE 3 — Haut : images conventionelle (gauche) et SIM (droite). Bas :
reconstructions des couches focalisée 0o (gauche) et défocalisée 64 (droite).

Nous avons étalonné les parametres instrumentaux de notre
modele a partir des caractéristiques du microscope et estimé
les autres parametres a partir des images SIM conformément
a la méthode présentée dans la section 3. Les reconstructions
obtenues, en supposant 1’objet statique, des couches focalisée
0p et défocalisée 04 sont représentées a la Figure 3. En compa-
rant I’image conventionnelle, estimée en moyennant les images
SIM, avec les reconstructions, on constate que le contenu dif-
fus et flou de 1’échantillon est rejeté dans 04 tandis que les
structures fines et nettes (donc proches du plan focal) sont res-
tituées dans 0g avec une résolution accrue. Notre méthode pro-
duit donc conjointement du SO et de la SR sur données expéri-
mentales.

6 Conclusions

La microscopie par illumination structurée (SIM) est une
technique d’imagerie plein champ permettant d’obtenir sec-
tionnement optique (SO) et super-résolution (SR). Nous avons
présenté une méthode de reconstruction SIM, permettant a
la fois SO et SR, dont nous avons montré par simulations
qu’elle est adaptée a I’imagerie rétinienne. Elle repose sur un
modele physique de la formation d’images qui tient compte
des mouvements oculaires et qui distingue la couche focali-
sée des autres contributions défocalisées que I’on souhaite re-
jeter. Notre méthode est non supervisée et réalise une estima-
tion MAP conjointe de la couche focalisée et des contributions
défocalisées.

Une modification d’un systéme d’imagerie rétinienne plein
champ a haute performance corrigé par optique adaptative [12]
pour exploiter I’illumination structurée est en cours a 1’hopital
des XV-XX. Ce systeme d’imagerie nous permettra trés pro-
chainement d’obtenir des images rétiniennes in vivo sur les-
quelles nous appliquerons notre méthode de reconstruction SIM.

Ces travaux ont été partiellement financés par I’ANR
RHU LIGHT4DEAF (ANR-15-RHUS-0001) et le projet RES-
SOURCES du Défi CNRS Imag’In.
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