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Depuis le début des années 2000, I"imagerie photoacoustique connait un formidable essor
en tant que technique d’imagerie optique biomédicale. Cet essor, qui se traduit a la fois par
les nombreuses recherches menées par un nombre d’équipes de plus en plus important dans
le monde et par les multiples applications qui en découlent, est lié aux performances uniques

de cette modalité d’imagerie optique en termes de résolution et de contraste.

effet photoacoustique, qui

consiste en ’émission de son

suite a ’'absorption de lumiére
au travers d’effets thermoélastiques,
a été découvert a la fin du 19° siecle
par Alexander Graham Bell, I'inven-
teur du téléphone. Ce n’est cependant
qu'avec 'avenement du laser dans les
années 60 qu’ont pu se développer les
premieres applications de I'effet pho-
toacoustique, dans le domaine de la
spectroscopie. Les premiéres publi-
cations suggérant I'utilisation de cet
effet pour I'imagerie des milieux bio-
logiques sont apparues au début des
années 80 dans le domaine radiofré-
quence, suivies quelques années plus
tard des premieéres preuves de concepts
dans le domaine visible [1]. Dans cet
article, nous présentons dans un pre-
mier temps le principe général de'ima-

De facon générale,I'image photoacous-
tique est reconstruite a partir de la me-
sure de signaux acoustiques engendrés
par absorption de la lumiere envoyée
sur échantillon. Pour des raisons liées
a lefficacité de la génération photoa-
coustique, on utilise généralement pour
I'imagerie biomédicale des impulsions
breves nanosecondes pour illuminer le
tissu a imager, et on se limite ici a cette
situation : absorption de la lumiere
impulsionnelle crée une élévation ra-
pide de température dans le tissu mou
qui engendre par effet thermoélastique
une élévation de pression, pression qui

relaxe alors en entrainant la propaga-
tion d’ondes acoustiques impulsion-
nelles dans e tissu. Pour des impulsions
nanosecondes, et pour des absorbeurs
de dimensions supérieures a quelques
microns (ce qui est le cas pour tous les
vaisseaux sanguins comme pour un
globule rouge individuel), les ondes
acoustiques ne se propagent qu’une
fois Pimpulsion de lumiere absorbée :
on parle de régime de confinement de
contrainte, régime qui pour des impul-
sions nanosecondes optimise 'ampli-
tude de 'onde acoustique émise tout
en restant dans le cadre des limites d’il-
lumination admissibles surla peau (de
'ordre de la dizaine de mJ/cm? par im-
pulsion nanoseconde). Dans ce cadre,
les élévations de température sont tout
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dontnousillustrons les performances
a partir d’images issues de publica-
tions récentes. Avant de conclure, nous
présentons brievement quelques résul-
tats récents obtenus dans le contexte
de 'imagerie super-résolue.
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Figure 1. (a) Imagerie photoacoustique a résolution acoustique. La lumiére diffuse en
profondeur dans le tissu ; la résolution est conditionnée par le contenu fréquentiel des
signaux acoustiques détectés et la diffraction acoustique. (b) Imagerie photoacoustique a
résolution optique : 'image est obtenue a partir du balayage point par point d’un faisceau
focalisé en surface de 'échantillon, et le signal acoustique détecté mesure I'absorption optique
au point de focalisation, dont les dimensions sont limitées par la diffraction optique.
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au plus del'ordre de quelques milliemes
de degrés. Si les signaux mesurés sont
de nature acoustique, I'imagerie pho-
toacoustique fournit bien des images
des propriétés optiques d’absorption,
et fait donc partie de la famille des
techniques d’'imagerie optique. Une de
ses caractéristiques fondamentales est
sa sensibilité spécifique a absorption
optique. En particulier, comme nous
le détaillons par la suite, elle est le plus
souvent mise en ceuvre pour I'image-
rie de la vascularisation sanguine, et
a ce titre ne nécessite pas d’agents de
contraste exogenes, un atout considé-
rable par rapportades techniques telles
que 'imagerie de fluorescence. Mais
Iessor de 'imagerie photoacoustique
aété motivé principalement par les per-
formances de la technique en termes de
résolution : en effet, la formation réso-
lue d’une image suppose de pouvoir
localiser la région de I'échantillon qui
a émis un son. On distingue dans ce
cadre deux approches fondamentale-
ment distinctes quant a la facon dont
est construite 'image photoacoustique,
etles performances en termes de résolu-
tion et de profondeur d’imagerie sont
en conséquence tres différentes.

Imagerie photoacoustique
a résolution acoustique

Lorsqu’on illumine un tissu biologique
avec delalumierevisible, la pénétration
de cette derniére en profondeur dans
le tissu est limitée principalement par
le phénomene de diffusion. En effet, le
libre parcours moyen de transport dans
les tissus biologiques est de I'ordre du
millimeétre pourlalumiere visible: siun
photon peut se propager sur plusieurs
centimetres avant d’étre absorbé, sa tra-
jectoire dans un tissu biologique s’ap-
parente a une marche aléatoire au-dela
d’une profondeur de 'ordre du milli-
metre. C’est ce phénomene de diffusion
qui limite les techniques de microscopie
purement optiques a des profondeurs
d’imagerie de quelques centaines de mi-
crons, dans la mesure ot elles reposent
sur une hypothese de propagation ba-
listique des photons (propagation en
ligne droite). L'effet photoacoustique
a été proposé pour pallier la limite de
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résolution liée a la diffusion optique :
en effet, contrairement a la lumiére, le
sonn’est pratiquement pas diffusé dans
les tissus biologiques mous, qui s’appa-
rentent donc a des milieux quasiment
transparents aux ondes acoustiques. De
plus, la vitesse du son dans les tissus
mous s’avérant quasiment homogene
(del'ordre de grandeur de la vitesse du
sondansleau, 1500 ms™), on peutalors
effectuer 'image de la distribution des
sources de son a I'intérieur d’un tissu
mou, comme on le ferait en imagerie
optique avec des photons balistiques. A
la différence del'imagerie optique otion
utilise des lentilles pour reformer une
image dela distribution de sources dans
le plan d’imagerie, 'imagerie (ultra)so-
nore repose sur la détection résolue en
temps des ondes acoustiques. A P'aide
d’un réseau de capteurs ultrasonores et
connaissant la vitesse du son, on peut
alors par des méthodes équivalentes a
dela triangulation connaitre la position
d’une source de son a partir des signaux
acoustiques recus. C’est ce principe qui
estutilisé de fagon trés similaire en ima-
gerie échographique et imagerie pho-
toacoustique a résolution acoustique.
En imagerie photoacoustique on dé-
tecte les sons émis par les absorbeurs
optiques, quand en imagerie échogra-
phique on détecte les sons rétrodiffusés
par les tissus. Les images ainsi formées
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: exemples de configurations
pour l'imagerie
photoacoustique. (a)-(c)
Imagerie photoacoustique
arésolution acoustique :
Péchantillon est illuminé
plein champ, et la résolution
est celle de 'image
acoustique reconstruite

en mesurant les signaux
sur un réseau de capteurs
ultrasonores, de facon tout
a faitanalogue a 'imagerie
échographique. (d)
Imagerie photoacoustique
arésolution optique : un
transducteur unique,
focalisé pour augmenter
sa sensibilité, mesure les
signaux en provenance du
point de focalisation du
faisceau excitateur. Figure
adaptée de [2] et [3].
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étant basées sur la détection d’ondes
acoustiques, la résolution des images
obtenues n’est limitée que parla diffrac-
tion des ondes acoustiques : on parle
ainsi d’imagerie photoacoustique a ré-
solution acoustique.

Le principe de I'imagerie photoa-
coustique a résolution acoustique est
illustrée sur la figure 1a. Une impulsion
illumine la surface du tissu et diffuse
en son sein : en profondeur, au-dela
typiquement d’un millimétre, la lu-
mieére est étalée par le phénomene de
multidiffusion, mais se propage en un
temps qui reste de 'ordre de quelques
nanosecondes pour des profondeurs
delordre de quelques centimetres. Les
zones qui absorbent la lumieére (les vais-
seaux sanguins par exemple, comme
illustré sur la figure) vont alors par
effet thermoélastique étre mises sous
contrainte et émettre des ondes so-
nores. Le temps d’illumination restant
tres bref a I'échelle de la propagation
ultrasonore, tout se passe comme siles
absorbeurs étaient illuminés de facon
instantanée. On peut alors montrer que
les ondes acoustiques émises sont des
impulsions dontle contenu fréquentiel
estinversement proportionnel ala taille
des absorbeurs, avec la vitesse du son
comme coefficient de proportionnali-
té : un vaisseau sanguin d’une centaine
de micron (resp. d’'un millimeétre) de
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diametre émet des ondes ultrasonores
autour de la dizaine de MHz (resp. au-
tour d’1 MHz). Les signaux regus par les
capteurs ultrasonores sont alors analy-
sés pour reconstruire la distribution des
sources de son, reliée a la distribution
d’absorption optique. La résolution de
I'image photoacoustique va dépendre
du contenu fréquentiel qui peut étre
détecté par les capteurs ultrasonores :
celui-ci est limité par Pabsorption des
ultrasons dans les tissus qui croit avec
la fréquence et la profondeur. Comme
pour 'imagerie échographique, la
gamme de fréquences détectables et
donclarésolution del'imagerie photoa-
coustique dépendent de la profondeur
d’imagerie : en pratique, on constate
que le rapport entre la profondeur
d’imagerie et la résolution acoustique
correspondante est de 'ordre de 200 (a
2 cm de profondeur, la résolution de
I'imagerie photoacoustique est ainsi de
'ordre de 100 pm).

Microscopie photoacoustique
a résolution optique

Pour des profondeurs superficielles
pour lesquelles il reste possible de foca-
liser lalumiere, on peut réaliser une mi-
croscopie photoacoustique a résolution
optique, tout a fait analogue aux mi-
croscopies optiques a balayage : comme
illustrée sur la figure 1b, chaque impul-
sion est focalisée point par point sur la
surface de ’échantillon, et on mesure
le son émis en provenance de la zone
focale optique par un capteur ultraso-
nore unique. Dans ce cas, la résolution
est donnée par le confinement du fais-
ceau d’excitation, limité par la diffrac-
tion optique, de I'ordre de 1 pm dans
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le plan xy de balayage. Cette approche
eststrictement identique dans son prin-
cipe a une microscopie de fluorescence
abalayage, et n’en différe que parla na-
ture de la mesure et du contraste obte-
nu:Pintérét principal de la microscopie
photoacoustique a résolution optique
est de fournir une image spécifique de
I'absorption optique.

La figure 2 illustre les configurations
expérimentales les plus répandues en
imagerie photoacoustique. Les confi-
gurations (a), (b) et (c) fournissent des
images photoacoustiques a résolution
acoustique (illumination plein champ)
et ne différent que par le type de cap-
teurs ultrasonores et par leur disposi-
tion dans 'espace. Sur la figure 2a, la
lumiére est envoyée sur I’échantillon
par un faisceau de fibres optiques soli-
daires d’un réseau linéaire de capteurs
ultrasonores. La barrette ultrasonore
détecte alors les signaux photoacous-
tiques émis dans son plan d’imagerie,
et 'image reconstruite est une image
bidimensionnelle. Uavantage de cette
approche est qu’elle peut étre mise en
ceuvre sur un échographe ultrasonore
et une sonde d’échographie standard
auxquels il suffit d’adjoindre une source
lumineuse. Elle est cependant limitée a
des images bidimensionnelles, qui de
plus sont souvent sujettes a de nom-
breux artefacts : il se peut par exemple
que le plan d’imagerie contienne des
sources de sons émis principalement
hors du plan d’imagerie, rendant alors
ces sources invisibles dans 'image pho-
toacoustique. Pour pallier ces effets liés

Figure 3. Quelques exemples d’image photoacoustique i vivo A résolution acoustique.
(a) Images de projection de la distribution d’absorption d’une souris [3]. (b) Image de
projection codée en profondeur de la vascularisation d’une main [4]. (c) Image d’une

tumeur entourée d’un réseau vasculaire [S].
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a une détection incomplete du champ
ultrasonore, des approches tomo-
graphiques ont été développées pour
lesquelles I'intégralité du champ acous-
tique rayonné est acquis séquentielle-
ment en déplacant mécaniquement le
réseau de capteurs ultrasonores toutau-
tour de I'échantillon a imager, comme
illustré sur la figure 2b. Une fois acquis
I'ensemble des signaux émis, on peut
alors reconstruire une image tridimen-
sionnelle de 'échantillon. Une majorité
des équipes de recherche utilise pour
mettre en ceuvre ces deux approches des
réseaux de capteurs piézo-électriques
semblables voire identiques a ceux uti-
lisés pour 'imagerie échographique
conventionnelle. Comme en imagerie
ultrasonore, la fréquence centrale des
capteurs est adaptée a la profondeur
d’imagerie souhaitée, typiquement
du MHz a quelques dizaines de MHz
pour des profondeurs de quelques
centimetres a quelques millimeétres. La
figure 2c illustre une approche « tout-op-
tique », pour laquelle la détection des
ondes ultrasonores se fait également
optiquement : le capteur est ici consti-
tué d’un interférometre Fabry-Pérot
dont I’épaisseur varie lors du passage
d’une onde ultrasonore, variations qui
se traduisent par une modulation d’in-
tensité réfléchie d’un faisceau optique
focalisé en un point de I'interférometre.
En balayant point par point le faisceau
focalisé sur la surface de I'interféro-
metre, on synthétise ainsi un capteur
multiélément permettant alors une
reconstruction tridimensionnelle de
I’échantillon. L’intérét principal de
cette approche est lié au caractere large-
bande de la mesure optique, qui permet
de reconstruire les images photoa-
coustiques avec moins d’artefacts que
les approches basées sur des capteurs
piézo-électriques dont le caractere ré-
sonant favorise artificiellement dansles
images certaines tailles d’absorbeurs.
La complexité de sa mise en ceuvre, en
comparaison des méthodes de détec-
tion piézo-électriques bénéficiant des
technologies de 'imagerie ultrasonore,
en limite pour 'instant 'utilisation a
quelques groupes de recherches.

La figure 2d illustre une maniere
de mettre en ceuvre la microscopie
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photoacoustique a résolution optique:
de fagon générale, il convient pour cette
approche de détecter avec un maximum
de sensibilité le signal acoustique émis
par les absorbeurs présents dansla zone
de focalisation de la lumiére, dont les
dimensions sont de 'ordre de quelques
microns, conduisant a des signaux re-
lativement faibles en comparaison des
approches a résolution acoustique.
Pour ce faire, on utilise un capteur
ultrasonore focalisé avec une grande
surface de détection afin d’augmen-
ter la sensibilité de la détection. Dans
Iexemple de la figure 2d, le capteur ul-
trasonore et I'objectif de microscope
sont assemblés de maniere confocale
de facon a ce que la zone illuminée se
trouve toujours au foyer du transduc-
teur ultrasonore. Le prisme de couplage
utilisé ici est transparent a la lumiere
pour laisser passer le faisceau excitateur
focalisé, mais réfléchit les ultrasons en
direction du détecteur ultrasonore.
L’image photoacoustique est alors ob-
tenue en balayant I'ensemble objectif/
transducteur/prisme parallélementala
surface de I’échantillon, pour fournir
une image bidimensionnelle en face de
I’échantillon. Comme pour toutes les
techniques de microscopie a balayage,
un inconvénient majeur de la micros-
copie photoacoustique a résolution op-
tique concerne le temps d’acquisition
qui est proportionnel au champ devue.

Lafigure 3 illustre sur quelques exemples
le type d’images que 'on peut obtenir en
imagerie photoacoustique a résolution
acoustique. La figure 3a présente deux
images de projection obtenues a partir
d’une reconstruction tridimensionnelle,
représentant la distribution d’absorp-
tion optique dans une souris. Les si-
gnaux ont été acquis i vivo par approche
tomographique semblable a I'approche
illustrée sur la figure 2b, avec un temps
d’acquisition de ordre de S minutes.
Cette image illustre bien comment
Pabsorption optique permet d’imager
de nombreux éléments anatomiques a
Iéchelle du petitanimal, et en particulier

de mettre en valeur la vascularisation
grace a la trés forte absorption endo-
gene fournie par le sang. L'important
contraste d’absorption lié au sang est
également tres bien illustré par 'image
de la figure 3b, obtenue a I'aide d’une
matrice bidimensionnelle de capteurs
piézo-électriques (fréquence centrale 2
MH?z). Contrairement a 'approche to-
mographique qui requiert de multiples
acquisitions sous plusieurs angles de
vue, une seule acquisition est nécessaire
ici, mais seuls les vaisseaux orientés dans
le plan de I'image sont visibles. La figure
3¢ montre 'image d’une tumeur et de
son environnement vasculaire, obtenue
al’aide de approche tout-optique dela
figure2c. Larésolution associée a chacune
de ces images d’absorption optique (ty-
piquementdela centaine de pmaumm)
ades profondeurs del'ordre de quelques
mm a quelques centimetres est une ca-
ractéristique unique de 'imagerie par
effet photoacoustique.

La figure 4 présente deux exemples
d’images obtenues par microscopie
photoacoustique a résolution optique,
a laide du dispositif illustré sur la fi-
gure2d : sur la figure 4a, la résolution de
P'ordre du micron est suffisante pour
imager la morphologie individuelle des
globules rouges, qui apparaissent avec
un tres fort contraste sur'image photoa-
coustique. On retrouve également ce trés
fort contraste sur I'image de la figure 4b,
obtenue a I'échelle du réseau vasculaire
d’un cerveau de souris imagé in vivo.
Limage dela figure4b fournit de plus une
information fonctionnelle, au-dela de

a b
| 1mm

0. [ 10
Choygen saturation

Figure 4. Exemples d’images
photoacoustiques a résolution optique.
(a) Image de globules rouges uniques. (b)
Image in vivo de la saturation en oxygene
de ’hémoglobine dans un cerveau de
souris. Images tirées de [2].
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Figure 5. Exemple d’imagerie super-résolue [6,7]. A gauche : schéma du dispositif
expérimental. A droite : (a) photographie des canaux microfluidiques ; (b) image
photoacoustique standard ; (c) image super-résolue obtenue par imagerie de fluctuations
(approche SOFL solution dense d’absorbeurs) ; (d) image super-résolue obtenue par

localisation (solution diluée d’absorbeurs).

lasimple géométrie du réseau vasculaire :
en combinant les images photoacous-
tiques obtenues a différentes longueurs
d’onde, on peut en effet réaliser une spec-
troscopie d’absorption et ainsi déduire
le taux d’oxygénation du sang, traduit
sur la figure 4b par Iéchelle de couleur.

Un des axes de recherches actuels en
imagerie photoacoustique concerne le
développement de méthodes permet-
tant d’obtenir des images super-ré-
solues : inspirés par les approches de
super-résolution mises en ceuvre en
optique afin de contourner la limite de
diffraction optique, plusieurs groupes
travaillent au développement de mé-
thodes d’imagerie photoacoustique en
profondeur dontla résolution va au-de-
la delalimite de diffraction acoustique.
La figure 5 présente quelques résultats
de principe obtenus in vitro dans notre
équipe au Laboratoire Interdisciplinaire
de Physique a Grenoble, en imageant
des canaux microfluidiques de dimen-
sions typiques des vaisseaux sanguins :
la figure 5b illustre une situation ot la
résolution (photo)acoustique est in-
suffisante pour distinguer des canaux
microfluidiques séparés de 180 pm
centre A centre. Quand ces canaux mi-
crofluidiques sont parcourus par un
écoulement de particules absorbantes,

I’écoulement conduit a des fluctua-
tions du signal photoacoustique d’une
image al’autre, et on peut alors mettre
en ceuvre un traitement d’images basé
sur ces fluctuations pour obtenir des
images super-résolues : 'image de la
figure Sc a été obtenue en mesurant les
fluctuations statistiques d’ordres su-
périeurs, en adaptant la méthode ini-
tialement proposée en optique pour
améliorer la résolution a partir des
fluctuations de fluorescence (méthode
SOFI). Si les particules absorbantes
sont en nombre suffisamment faible,
on peut également mettre en ceuvre une
approche parlocalisation, consistant a
reconstruire 'image photoacoustique
en superposant 'ensemble des posi-
tions mesurées pour chaque absorbeur

POUR EN SAVOIR PLUS
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isolé, positions dont la mesure n’est af-
fectée que parle niveau de signal et non
par la limite de diffraction.

L’imagerie photoacoustique est une
méthode dont les principes de base
et la mise en ceuvre sont a présent
bien établis, comme illustré dans les
paragraphes précédents. Le nombre
d’équipes de recherche dans le monde
travaillant sur ce sujet ne cesse d’aug-
menter, traduisant un important effort
de recherche sur le développement a la
fois des méthodes, des instruments et
des applications. L'importance de cet
effort de recherche commence en par-
ticulier a susciter le développement de
composants optimisés pour I'image-
rie photoacoustique, que ce soit pour
Iexcitation lumineuse ou la détection
acoustique. Si a ce jour, I’essentiel
des applications biomédicales in vivo
concerne 'imagerie du petit animal,
avec plusieurs systémes commercialisés,
plusieurs travaux sont également me-
nés afin de mettre en ceuvre 'imagerie
photoacoustique sur ’homme, notam-
ment en ajoutant cette modalité sur des
imageurs ultrasonores conventionnels.
Parla spécificité de ses performances en
termes de rapport résolution sur pro-
fondeur et de type de contraste, il est &
parier que I'imagerie photoacoustique
jouera al’avenir un role de plus en plus
important au sein de'éventail des tech-
niques d’imagerie optique.
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