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INTRODUCTION




“— Est-ce la physique que vous voulez apprendre?
— Qu’est ce qu’elle chante, cette physique?
— La physique est celle qui explique les principes des choses naturelles et les propriétés du corps; qui
discourt de la nature des éléments, des métaux, des minéraux, des pierres, des plantes et des animaux, et
nous enseigne les causes de tous les météores, I'arc -en-ciel, les feux volants, les cométes, les éclairs, le
tonerre, la foudre, la pluie, la neige, la gréle, les vents et les tourbillons.
— il y a trop de tintamarre la-dedans, trop de brouillamini.”

Moliere, Le Bourgeois Gentilhomme

“Je ne chercherais pas a obtenir un doctorat... Toute cette comédie finit par m’ennuyer’
Albert Einstein a son ami Michel Besso,, 1901
“Lorsque vous étes architecte, si vous ne vous intéressez qu’a I’architecture, vous manquez beaucoup de
choses...”
Li Peng

Jai choisi d'illustrer cette introduction par trois citations qui, je pense, illustrent bien les difficultés que
peut rencontrer le jeune chercheur au début de sa carriére.

Face a la complexité du monde qui nous entoure (a chaque découverte mieux révélée et qui plus est
toujours croissante du fait de I’ activité humaine!), I'impression de solitude face aux mystéres peut décourager
I"individu le mieux intentionné. Les progrés des sciences et techniques se faisant a un rythme toujours plus
effréné, cette impression est sans doute amenée a se renforcer dans le futur. Ainsi, il faut maitriser un nombre
toujours plus grand d outils dans des domaines trés différents pour espérer pouvoir apporter sa maigre
contribution.... Latentation est alors grande d' accuser le fouilli des étendues restées vierges pour se réfugier dans
|a citadelle rassurante et apparemment solide des choses connues a un instant donné. Je pense au contraire que
I"inconnu doit attirer I’homme curieux si I’ on veut espérer un progres. Cette quéte ne doit cependant pas se faire
au hasard, et tout I’art du chercheur est de se lancer dans des voies inexplorées, mais en s étant assuré qu'il
possédait (sans doute) les outils lui permettant de s affranchir des obstacles qui se dresseront. La recherche ne
sera pas pour autant forcément couronnée de succes, mais au moins le voyage aura été intéressant !

Un autre danger, probablement plus redoutable encore, qui surgira est |’ abattement face a I’ingtitution
qu’ est devenu le monde de la recherche. Que peut le chercheur seul, isolé, face a un sytéme qui n'est pas fait
quoiqu’ on en dise pour accepter I’ originalité et la nouveauté ? Celles-ci ne sont souvent pleinement acceptées que
lorsgu’ elles confortent les chapelles déja bien établies! La difficulté aobtenir un poste, |e besoin de devoir justifier
parfois jusqu’'a I’ absurde ses recherches (pas toujours fructueuses il est vrai, il faut alors étre capable de se
remettre en cause), |’ envahissante bureaucratie qui étouffe I'initiative, le mangue de moyens, la concurrence rude
(mais saine!) des collégues et malheureusement parfois I'incompréhension voire I'incompétence des hiérachies
sont autant d’ ennemis redoutables. La tentation est alors grande de voul oir abandonner....

Le meilleur reméde a ce spleen est a mon avis a chercher dans la satisfaction du travail bien fait. Toute
contribution, méme modeste, mérite sa place dans le grand édifice de la connaissance, pour peu qu’elle soit
honnéte et sérieuse. Le plaisir de comprendre est immense, et la sensation de maitriser un sujet la meilleure des
récompense. Et, trés humainement, la reconnaissance des pairs est une agréable satisfaction.

Enfin, la curiosité est essentielle, et doit porter sur sa propre discipline, mais I’ ouverture d’ esprit consiste
surtout a aller voir “chez les autres’” pour bien entendu prendre ce qu’il y ade bon a prendre, mais aussi apporter
et faire essaimer ses propres travaux. La spécialisation toujours croissante des recherches tend a enfermer dans
son domaine, alors que les progres viennent bien souvent de “fertilisations croisées’.

Il est d’ autre part aussi du devoir du scientifique moderne de faire connaitre ses travaux au grand public. Et
le travail de vulgarisation, souvent considéré comme faisant partie des “basses cauvres’, est au contraire un
difficile exercice nécessitant non seulement une rigoureuse maitrise des connaissances, mais aussi un effort
d’ adaptation et de présentation. Dans la période actuelle qui voit un désintérét du grand public ainsi que des
étudiants pour la chose scientifique alors que notre monde de plus en plus technique nécessiterait au contraire une
culture plus large et plus solide pour pouvoir étre compris, le scientifique doit savoir se souvenir que c’'est ce
méme grand public qui lui permet d’exercer sinon sa passion, du moins son métier !




Ce document retrace un début de carriére de recherche, commencée durant ma thése au Central Bureau for
Nuclear Measurements en Belgique (1991-1994), et poursuivie a I'Université de Haute-Alsace (1997), a
I"Institute for Reference Materials and M easurements (1997-1998) et enfin al’ UHA depuis Octobre 1998.

Les travaux sur la physique des milieux fractals que j’a pu mener lors de mon sgour au Laboratoire de la
Matiére Condensée du CNRS a I’Ecole Polytechnique (Palaiseau) ne sont pas exposé dans ce manuscrit, car
relativement éloignés. Cette période a cependant aussi été tres enrichissante et formatrice.

Malgré la diversité des sujets abordés, un fil conducteur se dégage. Jai donc choisi de regrouper mes
travaux dans ce document de maniére thématique. Ja essayé d’ apporter un soin particulier a souligner les
passerelles que j'al rencontrées entre ces travaux, ainsi que les pistes qui se sont ouvertes vers d’ autres voies,
méme si celles-ci sont souvent restées largement inexplorées. Ainsi le lecteur plus familiarisé avec un domaine
pourraj’ espére apercevoir lesliens avec un domaine apparemment plus exotique.

Ce document devant servir & mettre en évidence une “maitrise’ de la recherche, les développements sont
tres détaillés. Le lecteur rebuté par | aspect trés théorique de certains travaux dont il n’ est pas un spécialiste pourra
cependant “oublier” les nombreuses équations parcourants ce manuscript et se concentrer sur les explications. Au
contraire, le lecteur intéressé par un domaine précis trouvera dans ce document une description précise des
phénomenes rencontrés et une bibliographie sinon exhaustive, du moins détaillée.

La premiére partie décrit les travaux que j’ai menés dans le domaine des sources de rayonnement
photonique basées sur les accélérateurs d' électrons. Le fil d' Ariane dans ce chapitre sera I’analogie qui existe
entre certains effets souvent connus seulement de la communauté de la physique des accélérateurs, et leurs
équivalents en optique. Dans ce domaine, une bonne connaissance de I’ optique permet en effet non seulement
d’ expliquer certains phénomeénes, mais aussi d en prévoir de nouveaux.

Dans la seconde partie, la physique des systémes imageurs est traitée, en mettant |’accent tout
particuliérement sur la microscopie optique. Celle-ci s est en effet largement spécialisée et diversifiée pour palier
acertaines limitations initiales. Sont ainsi apparues |a microscopie confocale, puis multi-photon qui ont permis de
dépasser en résolution le microscope de fluorescence classique. Le couplage de ces instruments avec les
techniques de prise d’image modernes et I’ ordinateur a ouvert la voie a I’ observation en trois dimensions. En
particulier, les modéles de formation d’'images en microscopie seront présentés, et on montrera comment on peut
par exemple préciser le protocole expérimental de prise de vue, un point important pour les biologistes et pour les
spécialistes de traitement d’images. La connaissance des phénomeénes optiques que j’ai acquise en thése et post-
doc m’'a aussi conduit & généraliser certains concepts et a proposer un nouveau type de microscope a objectifs
multiples & la résolution inégalée, ainsi qu'un modéle rigoureux de formation d’images en microscopie de
fluorescence.

Enfin dans la troisiéme partie, certains apports du traitement d’image a la microscopie sont présentés. En
effet si les améliorations instrumentales ont permis un progres énorme, une avancée supplémentaire est encore
possible par traitement numérique de I’information. On peut ainsi corriger certains défauts instrumentaux pour
améliorer encore la résolution, ou “plus simplement” faciliter I"interprétation des images obtenues. Ont été en
particulier étudiés I'adéquation des modeles de formation d’images avec les techniques de déconvolution et
certaines possibilités d’ augmenter lafacilité d' utilisation de ces algorithmes par le non-spécialiste.

Enfin, dans la quatriéme partie, je préciseral certaines perspectives apparaissant au vu des travaux
présentés dans ce manuscript. Ces perspectives représentent en particulier les themes que j’aimerai continuer a
étudier dans |e cadre d’' une carriére universitaire de recherche, en me basant sur mes travaux passés et actuels.

La conclusion présente quelques réflexions plus personelles sur le monde de la recherche et de
I’ enseignement, issues de mes diverses expériences...







INTERLUDE

“En théorie, il n’y a pas de différence entre la théorie et la pratique, mais en pratique, il y a une
différence...”

Yogi Berra (un joueur de base-ball)

Giussepe Arcimboldo

Afin de faciliter la lecture de ce manuscript et de mieux identifier mes participations aux différents travaux
exposés, j'al introduit une échelle en “lemmings’ V-‘!i ces sympatiques petits étres qui pour survivre doivent s'en
remettre entierement avos décisions..... :

participation marginae: "ﬁ (petite contribution a une étude, rédaction d’'un
papier, utilisation d'un model e théorique)

contribution minoritaire : "ﬁ "e!i (contribution a une étude, participation a une
expérience, adaptation directe d’ une technique ou
d’ une théorie existante)

contribution paritaire : "‘ﬁ w_“!i "‘f!i (souvent rédlisation d'une idée originale non-
personnelle, ou idée originale concrétisee par des
collegues)

contribution majoritaire : "ﬁ ‘E!i "e!i "E!i (par exemple idée originde personnelle et

réalisation avec une contribution des collegues)

contribution quasi-exclusive : "ﬁ "e!i "—“!i' "e!i "‘ﬁ (idée originde et réalisation personnelle de
nouveaux développements théoriques ou
expérimentaux)
Le choix deslemmings n’est évidemment pas innocent ... :-)







CHAPITRE | ET DIEU CREA LE
PHOTON...

“It is difficult to point to another single device that has brought more important experimental information
to every field of science than the diffraction grating. The physicist, the astronomer, the chemist, the
biologist, the metallurgist, all use it as a routine tool of unsurpassed accuracy and precision, as a detector
of atomic species to determine the characteristics of the heavenly bodies and the presence of atmospheres in
the planets, to study the structures of molecules and atoms, and to obtain a thousand and one items of
information without which modern science would be greatly handicaped.”

G. R. Harrison (cité par J. Srong, J. Opt. Soc. Am. 50, 1148 (1960))

Georges de la Tour “Madeleine aux deux flammes”




1.1 Introduction

On peut considérer que lamaitrise du feu par nos lointains ancétres marque |e début du développement des
sources photoniques. Celles-ci resteront cependant cantonnées jusou’ au XV 1" siecle & lanotion d' éclairage. Le
renouveau pour les sciences apparu a la renaissance et |’ explosion des techniques a partir du XIX®Me siécle a
multiplié la demande pour de nouvelles sources, qui dés leur apparition ont entrainé de nouveaux progres et
découvertes. La mise en évidence de rayonnements invisibles (infra-rouge puis UV et rayons X) ayant les mémes
propriétes que lalumiére a décuplé le champ d’ observation comme le champ d’ application. James Clark Maxwell
donne alors une description unifiant les différents phénoménes connus en donnant naissance a
I’ électromagnétisme. Le point culminant de ces recherches a sans conteste été I’ invention du laser dans les années
60. Cependant, cette source aux propriétés étonnantes et qui a trouvé sa place de la médecine a |’ astronomie en
passant par la vie de tous les jours avec le Compact Disc n'a pas pu satisfaire |’ appétit toujours entretenu des
scientifiques ou des industriels pour de nouvelles sources. Deux domaines spectraux sont particuliérement
concernés: I’'UV et lesrayons X d'une part, I’infra-rouge lointain et |es ondes millimétriques d’ autre part.

Les rayonnements de courte longueur d’onde permettent I’ étude des propriétés des composants de la
matiere a une tres petite échelle (atomes, molécules) et sont donc d’une importance capitale en physique des
surfaces et interfaces ou en physico-chimie par exemple. D’un point de vue plus appliquée, la miniaturisation
toujours plus poussée des composants €l ectroniques demande des méthodes de gravure plus fine, et les sources
UV actuellement utilisées seront probablement remplacées par des sources a rayons X. Construire ces sources a
un codt abordable est encore un défi al’ heure actuelle.

L e rayonnement infra-rouge est important par exemple pour comprendre la structure de certains composés
organiques fragiles qui seraient détruits par une exposition aux rayonnements ionisants. Dans ce domaine, il
existe un fossé s étendant d' environ 10 um a quelques mm de longueur d’onde pour lequel il n’existe pas de
source accordable en fréquence, polarisée et relativement smple. Ce manque motive de nombreuses recherches
visant a satisfaire une demande sans doute non moins importante que la précédente. On peut aussi penser au vu de
I"histoire que la disponibilité de sources dans ce domaine entrainera des découvertes insoupgonnées a |’ heure
actuelle.

Les principales limitations qui affectent les sources classiques dans ces deux domaines spectraux sont la
difficulté d’ obtenir I’ émission des photons d’ une part, et des problémes de transparence des milieux d’émission
d'autre part. Une solution élégante (mais non exhaustive) a ces problémes consiste a provoquer |’émission
photonique dans le vide (transparence) par des électrons libres, c'est a dire arrachés a la matiére (choix de la
longueur d’'onde d'émission). L'expérience accumulée par la communauté de la physique des particules, en
particulier la maitrise des accélérateurs d électrons a ainsi permis |I'émergence d’ outils extremement puissants,
telsles anneaux synchrotrons. L es recherches ne se sont cependant pas arrétées, en particulier le besoin de sources
plus compactes, moins chéres s est fait sentir. L' étude et le développement de telles sources a été le theme de
recherche du groupe Radiation Physics de I’ Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM) de
I"Union Européenne a Geel en Belgique de 1988 a 1999. Jai participé a ces travaux en tant qu’Attaché de
Recherche d’ Octobre 1997 a Septembre 1998, aprésy avoir effectué mathése de doctorat de 1991 a 1994.




1.2 Rayonnement Smith-Purcell

En 1942, Franck fit la prévision qu'un éectron passant prés d’'une structure périodique émettrait un
rayonnement électromagnétique polarisé [1]. En 1953, Smith et Purcell obtinrent la premiéere vérification
expérimentale, avec un faisceau d' éectrons d’ environ 300 keV passant au ras d'un réseau de diffraction optique
[2]. Salisbury émit les mémes idées en 1949, indépendamment, et demontra le phénomene dans le domaine
submillimétrique et millimétrique [3].

Plusieurs théories ont étés proposées pour expliquer le phénomene. Smith et Purcell I’ expliquerent par le
mouvement périodique des charges induites a la surface du réseau par le faisceau d’électron. Ce modéle a été
amélioré par Salisbury [4] et par Ishiguro et Tako [5], qui ont considéré le dipdle vibrant constitué par I’ électron
en déplacement et son image électromagnétique. Plusieurs expériences ont été menées dans le domaine
millimétrique par Bradchaw [6], dans le proche infra-rouge par Ishiguro et Tako [5], et dans I'infra-rouge, le
visible et I'ultra-violet par Salisbury [7]. Ces recherches n’obtinrent pas les résultats espérés, et il apparut
rapidement que les modeles théoriques surestimaient largement I’ intensité observable. A une époque ou le laser
n'existait pas, on comprend parfaitement I'intéret que pouvait constituer une source accordable en fréquence,
polarisée et relativement simple a mettre en cauvre.

En 1960, Toraldo di Franciafit le paralléle entre |’ effet Cherenkov et e rayonnement de Smith-Purcell [8].
Dans son approche, le champ electromagnétique généré par |'électron en mouvement est décrit par une
superposition d ondes evanescentes. |l unifia ainsi un ensemble de phénomeénes ou une perturbation appliquée a
ce champ évanescent permet I’ émergence d’ ondes propagatives. Dans le cas de |’ effet Cherenkov, la perturbation
est appliquée par le phénomeéne de réfraction des ondes [9]. Dans le cas du rayonnement de transition, c'est le
phénomene de réflection [10]. Enfin, la diffraction peut aussi intervenir, par exemple quand I’ électron passe prés
d’ un obstacle [11]. Si cet obstacle est périodique, on parle de rayonnement Smith-Purcell [2].

On comprend aisement que le traitement de cet effet est intimement lié au théories rigoureuses de la
diffraction de la lumiére par les structures périodiques. Ces théories étaient quasi-inexistantes (a part pour
certaines structures particuliéres) a I’ époque de Smith et Purcell. |l faudra attendre le modele de Van de Berg
[12][13][14], qui a montré qu’ on pouvait traiter le probléme vectoriel comme la superposition de deux problémes
scalaires liés aux deux modes fondamentaux de polarisation. A I'aide d’une formulation par fonction de Green,
Van den Berg derives deux équations intégrales du deuxiéme type a résoudre sur la surface du réseau. Les deux
solutions sont recombinées pour redonner la solution vectorielle, la méthode étant valable pour tout profil de
réseall.

L es modél es théoriques existants supposaient tous un éectron se propageant parallélement a la surface, et
perpendiculairement aux traits du réseau du réseau. Ma contribution a été de généraliser I’ étude de cet effet au cas
de trgjectoires faisant un angle quelconque avec les traits du réseau, mais toujours paralléle a la surface. Nous
avons aussi publié les premiers calculs dans le domaine relativiste, montrant I'intérét d’une telle source. Cette
partie expose les travaux que j’ai mené dans ce domaine.

1.2.1 Lechamp incident “% “% “5 <% %

La Figure 1.1 décrit la géométrie considérée. L’ électron est considéré comme une charge ponctuelle se
déplacant dans le vide, parallélement a la surface d’un réseau de diffraction. Nous nous limiterons dans cette
étude au cas parfaitement conducteur. Le réseau est périodique de période D selon I'axe x d’'un repére cartésien
dont I'axe y est paralléle aux traits du réseau et |'axe z perpendiculaire a la surface. Les sommets du réseau
appartient au plan (x-y). La charge se déplace selon une trajectoire z=zg=const et ‘Pl est I’angle entre |’ axe x et
la projection de la trgectoire sur le plan (x-y). L'électron se déplace a vitesse constante
Vo = vocosW i + vosianliy.

Nous adoptons la description de Van den Berg dans laguelle |es champs incidents électrique Ei:Ei(x,y,z,t)
et magnétique H'=H'(x,y,z,t) sont représentés par des intégrales de Fourier :




oo oo

Ei(x,y,zt) = (2n2)_1Re(fdwai(x,z;ﬁ, u))exp(iﬁy—i(ut)dﬁ)
o = (1.1)
Hi(x,v,2,¢) = (2n2)‘1Re(fdmei(x,z;[s,m)exp(iﬁy—iwt)dﬁ)
0 —0
Les composantes de Fourier satisfont aux équations de Maxwell :
(V+ifi) xH +iwg E' = J
1.2

(V+iBi,) x E'—iou,H' = 0

avecV =0 +d.i e J=J(xzpB, o) éantlatransformée de Fourier de la distribution de
courant :

J(x, 3,2, 1) = gqvgeosW d(x —vycosWt,y —vsinW ¢, z —Zo)lx

+qvosinW d(x —vycosW t, y —vysinW 1, z —zo)iy

(13
avec g=-elacharge de |’ électron. On obtient :
J(x,z, B, w) = gd(z—z,)ex (i(u—i vasinW L)i
( B, w) = qd( o) p|( Bvo I)VOCOS‘PI x
+q6(z—zo)tan‘I’Iexp<(ico—tiosin‘Pl)————x——-—>i
vocosW,/ > (14)
z
y
A
e Vo

< ¥

<>
D

FIGURE 1.1.  Configuration considérée pour I’effet Smith-Purcell.
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On montre alors que |es composantes en x et z des champs de Fourier E I and H I s expriment en fonction
de leurs composantes selon I'axe y E} et H; seulement. D’ autre part, E} and H; satisfont aux équations de

Helmholtz :
(07 + 02)EL + (kg —BHE] = —ioug/, + ;%)(axe +ifJ)) (1.5)
(02 + aZZ)H;' + (kg —B?) L= =9, (1.6)

avec ko = mo/ ¢y - On résout ces équations pour obtenir :

‘ 1 . ) .
}l} = —Eq . szgn(z—zo) . exp(lOLOX + ly0|Z—ZO|) (1.7)
Ei = E1i +E2] (1.8)
1 g\ 2o . -
Ely = _q<_> — - exp(iogx +iyy|z —zy|)
Y27 \g ko | |
. 2
EZ; = _1._q<_ uow + -I3—> tanW exp(ioyx + iy0|z—zo|)
2vg we
(1.9)
avec:
w —Pvysin¥,
ao - -
vocosW, (1.120)

Yo = i(ocg + P2 —kg)l/zwith(ocg + B2 _k%)1/2 >0

a vifesse de I'éectron dans le vide étant inférieure a celle de la lumiere, ¢, >v, et
doncocQ +B >k . Par conséguence, Yo est imaginaire pur et I%équatiops(l.?) et (1.9 représentept des ondes
planes évanescentes : |’ électron libre ne rayonne pas. Si |’ électron passe prés d’ un réseau, les ondes évanescentes
sont diffractées et peuvent donner naissance a des ondes propagatives qui constituent le rayonnement Smith-
Purcell.

1.2.2 Lechamp réfléchi “%

Les champs réfléchis sont donnéspar E'=E - E! et H'=H - H', avec E=E(x,y,zt) et H=H(x,y,z,t) les
champs totaux au dessus du réseau. Comme pour les champs incidents, ils sont écrits sous forme d’intégrales de
Fourier et E"(x,z;B,0) et H' (x,z;B,0) satisfont les équations de Maxwell sans source :

(V+iBi) x H +iwg,E =0

(1.11)
0

(V+iBi,) x E —iou H

Pour un réseau parfaitement conducteur, le probléme vectoriel se réduit a I'étude des deux cas
fondamentaux de polarisation : les polarisations électrique et magnétique.

Les champs réfléchis Ey’(x,z;ﬁ,w) et Hy’(x,z;B,m) peuvent s écrire sous forme de
développement de Rayleigh :
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E;(x,z;[:’), ) E A(B, o)exp(ia,x +iy,z)

n=-—o

for 0 <z < (1.12)

E H;’n([ﬂ, w)exp(io,x + iy ,z)

n = —o0o

H;(x,z;B, )

1/2
aveco, = oy+2nn/D,y, = (ki_Bz_ai) avec Re(y,) =0 et Im(y,) = 0.

L es champs totaux devant satisfaire aux conditions aux limites:

E, =0 (113)
n-VH, = 0 (1.14)

On a donc réduit I" étude du rayonnement Smith-Purcell & un calcul des amplitudes des ondes diffractées,
aussi appelé probléme du réseau. On ne s étendra pas sur ce probléme particulier, pour lequel de nombreuses
méthodes spécialisées ont été mises au point, pour des profils de réseaux tres divers . En particulier, le lecteur
trouvera dans |’ ouvrage de Petit [22] un exposé complet sur le sujet. Pour son application particuliére au cas d une
onde incidente évanescente qui nous intéresseici, lalecture de [15]-[21] apportera de précieux éléments.

Dans la suite, on supposera le probléme du réseau résolu, compte tenu des paramétres de I’ électron
(trajectoire, énergie) du profil du réseau de diffraction, et donc que les coefficients des développements de
Rayleigh sont connus.

1.2.3 Lespectredu rayonnement Smith-Purcell “% “B “% <3 %

Le rayonnement de Smith-Purcell détectable a grande distance est constitué des ondes diffractées
propagatives, ¢ est adiredesondespourI&equell&s[m(\( D = 0.

On adonc (x + B = kO pour ces ondes propagatives et alors. —k, < 3 < kO DeI éguation (1.19) on
déduit que o, > ko D'autre part on a o, = o+ 2mn/D et dela deflnltlon y = ky—p —a,, on
déduit que seuls certains ordres négatifs n<0 du dével oppement de Rayleigh sont effectlvement propagatifs.

Il est aors naturel d'introduire le référenciel (6,9, de la Figure 1.2 (dans I’ exemple dessiné ¢, < 0).
On démontre alors que pour les ondes propagatives :

o, = ky(cosW,cos0, —sinW,sin6, sing,)
B = ky(sinW, cosO, + cosW¥,sin0, sine,) (1.15)
Y, = kysinB,cosq,
avec0<0, <smet—n/2=<q@,<m/2

On établit alors facilement larelation de dispersion donnant lalongueur d’ onde émise:

-D
A= ———(cy/ cos0 1.16
ncosW, (co/vo = ") (116

12
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FIGURE 1.2.  Direction d’'émission del’ordren dansleréferenciel (6,,9p).

On a donc émission de photons a longueur d onde constante selon un céne d’ ouverture gn et ayant pour
axela projection de la trajectoire de I’ électron sur le plan (x-y). En effectuant une rotation du réseau selon I’ axe z
(on change donc I’angle ‘I’1 ), on change la période apparente du réseau, telle que vue par |’ électron. L’ éguation
(1.16) montre qu’'un ajustage continu de la longueur d’onde est possible, sans avoir a changer la direction
d’ observation ou I’ énergie des électrons, contrairement au cas ol ceux-ci se propagent perpendiculairement aux
traits du réseau.

Pour calculer le spectre de Smith-Purcell, on fait appel ala propriété suivante, aisément démontrable [22] :
si Sest une surface parfaitement conductrice de période D et (U,U’) un couple de fonctions satisfaisant |’ équation
de Helmholz et une des deux conditions aux limites (1.13), (1.14), dors:

x;+D
f {Ua,U'=U'9,U}tdx = 0 pour(0<z<z,) (1.17)
X

On applique cette relation aux couples de fonctions (Ey Ey) e (Hy;Hy) pour obtenir :

-_r
2 E, vy, = 2K Re(E}, gexp(ivozo))
rea n

B (1.18)
2 H; nHy.nYy, = _Q'Re(H;,oYoexP(iYoZo))
realy,
avec .
1 g\ 1728 1 B2
K== (—) +2 <— + >t T 1.19
2q £ koao 2q Ho® (O = (119

Dans un probleme de diffraction “classique”, le réseau est illuminé par une onde plane propagative et on
calcule ladistribution des ondes diffractées et leursintensités. Un premier test pour vérifier lavalidité des résultats
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obtenus est I application du théoreme de conservation de I’ énergie : la somme des énergies diffractées doit étre
égale a I’ énergie incidente. Dans le cas du rayonnement de Smith-Purcell, ce théoreme s applique au systeme
(électron + champ electromagnétique) et il prend donc une autre forme. Les relations données par |’ égquation
(1.18) constituent I équivalent du critere de répartition de I’ énergie en spectroscopie, et peuvent étre utilisées pour
vérifier lavalidité des résultats obtenus.

On calcule alors les pertes de I'électron lorsqu’il passe une période du réseau (on considérera que ces
pertes sont négligeables devant |’ énergie cinétique de la particule). On dira que les pertes sont égales au travail
mécanique des forces él ectromagnétiques agissant sur I’ électron [13] :

W = —(F -ds (1.20)

aveclaforcedeLorentz: F = ¢ - (E + v, X H")

Letravail delaforce magnétique est nul et en séparant les contributions des composantes x et y du champ
électrique, on a:

w=Ww.+Ww, (1.21)
t,+D/(v,cosW,)
w.=- f gvycosW, - E;(votcoslpl, votsinW, z, t)dt (1.22)
4
ty,+D/(v,cosW,)
Wy = - f gvysin¥, - E;(votcos‘lfl, votsinW, z, t)dt (1.23)

1

La composant x du champ réflechi est donné par :

E;(x,y, z,t) = (2n)7'Re fdu)fE;(x,z;B,(u)exp(iﬁy—i(ut)dﬁ (1.24)
0 —o0

L e développement de Rayleigh nous dit d’ autre part que :

oo

E(x,z, B, 0) = E E; L(B, ) - exp(io, x + iy ,z) (1.25)

n=—0o

En combinant (1.23), (1.24) et (1.25), on obtient :

D
t+
IIJ vocosW, o0 o0
vV, COS j
= L s R T E A
n = —w 0 —0

Seul le terme n=0 donne une contribution non nulle al’intégration, et on obtient lacomposante x del’ ordre
0 a partir des équations de Maxwell. On obtient alors :

W, = —g—Re fdwf(ko ﬁ ) ( PoyE 0+mu0y0H:},O)exp(iyozo)d|3 (1.27)
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Lecalcul de Wy sefait de maniére similaire:

[e¢] [e¢]

D r .
w, = —g—nztanll’lRe(fdwfEy’oexp(lyozo)dﬁ) (1.28)

0 —00

En insérant (1.18) dans (1.27) et (1.28) on obtient pour les deux composantes du travail mécanique :

D M —r
= £/_2 fd“’f(k —p%) (ZK E Ey, qO 2 H;’nH%nyn)dﬁ (1.29)
= .LD L rooa
Wy - 2n2tanlplfdmf<2l< Ey,nEya nYn>dB (2.30)
% realy,

et finalement, apres simplification, on obtient pour le travail total :

D -_r -r
= _2 fdoo f(ko B’ ) . (eOE;’ nEy,,,+MOH; Hyn)oy,dp (1.31)

realy,

En fait, on peut réécrire cette expression sous laforme [15], [19] :

_D ., | AR,
2 foog 3 (e

—-r
La partie réelle du vecteur de Poynting complexe: P, = lE; x Hy représentant la densité surfacique
de puissance rayonnée dans |’ ordre n. 2

Un calcul long mais direct montre qu’ on peut écrire la puissance émise dans I’ ordre n dans un angle solide
dQ dansladirection (6,¢) par un éectron par seconde passant une période D du réseau al’ atitude zg comme::

2.2

(d_P> - gD _sin’0cos cp|R (0, cp)| exp( Zo/hmt ) (1.33)
Ay gg In)’
2 4 € ro L -r

IR,(6, 9)|* = ————exp(2|y(|z) <—°>(Ey,nEy,n+H;,nHy,n) (1.34)

g (1-A") o

A = f— = cosOsinW, + sinBsingcosW, (1.35)

0

A, cosW, -1/2

Rine n(0; @) = 4—[(c /v,—AsinW¥ ) +cos2‘I’1(A2—1)] (1.36)

Leterme Rn(ﬂ, cp)| S appelle facteur de radiation et joue un role clef dans le calcul du rayonnement
Smith-Purcell puisgu’il est caractéristique de la configuration considérée (énergie, trajectoire de I’ électron, profil
du réseau). Le parametre hmt n(@ @) peut ére considéré comme le domaine d'interaction effectif : s
I électron passe prés du réseau (de’ ordre de hmt n(@ @) ) il contribue au rayonnement de Smith-Purcell. S il
passe loin du réseau, ¢ est & dire plusieurs fois ce paramétre, aucun rayonnement significatif ne sera produit.
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1.2.4 Emission par un faisceau d’éectrons “% “% “%

Leterme exp(2|y 0 Zo) dans I équation (1.34) a été introduit pour compenser |a dépendance en z des
champs réflechis E7 et H!  introduit par la dépendance en z des champs incidents (1.7)-(1.9). Avec cette
définition e facteur de radiation ne dépend pas de zq et I’ on obtient la puissance émise par un faisceau d' électrons
en intégrant I’ équation (1.33) par rapport au profil du faisceau en x et en z et en multipliant le résultat obtenu par
le nombre de période du réseau (on supposera le réseau suffisament long pour que le cacul avec I'hypothese

réseau infini soit valable ; dans la pratique, quelques dizaines de traits suffisent).

Pour un faisceau d’ éectrons de profil gaussien, de largeurs Oy €t o et passant au dessu d'un réseau de
période D (I’ axe du faisceau se trouvant a une altitude zq au dessus du réseau qui est lui-méme protégé contre les
électrons & z<0 par un blindage), on obtient |’ expression donnant la puissance émise dans I’ordre n par unité

d’angle solide dans la direction (1,C) :
B : s
)exn( _SO){I —erf(£-) } w3
NERR ¢

ig = Jy2m0o 0, éant e courant total. On aposéc = ﬁcz/hint et s, = zy/h,,,. On suppose
que le faisceau d’ élec{rons a une divergence nulle. Ce point constitue une limite du modéle. On peut cependant
supposer qu’ avec les accélérateurs modernes a tres faible divergence et pour une émission dans I'infrarouge
lointain, I"erreur introduite par cette simplification est minime. Les contraintes seront cependant rédhibitoires
dansle domaine des rayons X par exemple [23].

eigLD
dQ 80|n| A 2

1.2.5 Théoremederéciprocité % “% <% <% <%

Considérons les deux expériences décrites par la Figure 1.4 ou I'électron se déplace a la vitesse
vy = vocosW i +v,sinWi dans le premier cas, et & la vitesse vy = —v, dans le second. On
remarquera que la seconde configuration est obtenue a partir de la premiére par une rotation du réseau de 180°
autour de I'axe z. L'application de la relation (1.17) aux champs éectrique et magnétique dans les deux
configurations permet de démontrer les propriétés suivantes ;

Les coefficients de I’ ordre zéro dans |e développement de Rayleigh sont identiques :

180E;’ ()(Ba o)
180H;,0([3’ w)

E;’ O(Ba (D)

H;, O(B’ (D)

(1.38)

shielding

FIGURE 1.3.  Géométrie adoptée pour lecalcul del’émission par un faisceau gaussien.
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FIGURE 1.4.  Deux expériences Smith-Purcell complémentaires.

ISOE;, o(B: ®)
180H;, o(B, @)

Si un seul ordre de diffraction est propagatif, les coefficients pour I’ ordre -1 sont aussi inchangés, et donc
le facteur de radiation est le méme :

E;, O(ﬁ: (D)

H;, 0([37 ('0)

(1.39)

2 _ 2
IR_i|” = |1s0R_1] (1.40)
La puissance émise est laméme dans les deux situations :
), 2
dQ/ 1 130\

Il est anoter que ces propriétes sont vraies méme si e profil du réseau n’ est pas symmeétrique. Elles étaient
connues en spectroscopie sous le nom de théoreme de réciprocité. Leur généralisation au cas des ondes
évanescentes est une nouveauté [20]. Ces propriétés restent évidemment valables dans le cas de |’ émission Smith-
Purcell par un faisceau d’électrons. En ce sens, elles constituent un test pour le modéle de I'émission Smith-
Purcell proposé par Van den Berg [13], et généralisé par Haeberlé et al [15],[19].

Le réseau utilisé pour démontrer cette propriété [20] a un profil non-symétrique, fracal self-affine en un
point, étudié durant mon s§our au Laboratoire de Physique de la Matiére Condensée a I’ Ecole Polytechnique.

1.2.6 Simulations “% % “§ <% B

Notre modéle de rayonnement Smith-Purcell nécessite la résolution d'un probléme de réseau. De
nombreuses méthodes ont été mises au point pour étudier I’ efficacité des réseaux utilisés en spectroscopie. L’ onde
incidente est alors réelle propagative, alors que pour le rayonnement Smith-Purcell, elle est évanescente.
Néanmoins, les formalismes s adaptent de maniére directe. Des programmes ont été écrits pour trois types de
réseaux, qui ont permis|’ étude théorique de I’ effet Smith-Purcell par des électrons d' énergie 1 a 100 MeV.

En particulier a été mis en évidence I'intéret d' utiliser des électrons dans lagamme d'énergie 1 a10 MeV.
La Figure 1.5 montre les diagrammes d'émission obtenu pour un faisceau d' électrons d énergie 5MeV, de
courant créte ig=10 A et de profil gaussien avec oy=0,,=1.5 mm. Ce faisceau passe a une atitude z5=1.5 mm au
dessus de réseaux peu profonds de divers profils sinusoidaux ou lamellaires. Ainsi, un jeu de réseaux permet
d’ adapter I’émission aux besoins expérimentaux, en jouant sur le profil du spectre Smith-Purcell. Le réseau
sinusoidal émet plus aux courtes longueurs d’ ondes, tandis que |’ émission des trois réseaux lamellaires considérés
est concentrée dans trois pics a différentes longueurs d’ onde.
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FIGURE 1.5.  Spectres Smith-Purcell dans I'ordre -1 pour €=0° et W,=0°. Réseaux avec B=5cm, L=10cm,
D=1 mm. Faisceau d’électron a 5 MeV, Gaussien avec o,=0,~1.5mm et z5=1.5 mm. Courant
créte: 10A. (a) réseau lamellaire avec h/D=0.1, a/D=0.1; (b) réseau lamellaire avec h/D=0.1, a/
D=0.5; (c) réseau lamellaire avec h/D=0.1, a/D=0.9; (d) réseau sinusoidal avec h/D=0.1.
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FIGURE 1.6.  Spectres Smith-Purcell dans I'ordre -1 pour T=0° et ¥;=0° pour un réseau lamellaire avec
B=5cm, L=10cm, D=1 mm, h/D=0.1 et a/D=0.1. Faisceau Gaussien avec o,=0,=1.5mm et
zp=1.5mm. Courant créte: 10A. Energie de faisceau : (a) 5MeV, (b) 6 MeV, (c) 7 MeV, and (d)
8MeV.
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On peut aussi d'adapter de maniére continue I'émission en jouant sur |I'énergie du faisceau incident,
comme le montre la Figure 1.6 : le pic d' émission est déplacé de 1.04 a 1.18 mm lorsgue I’ énergie du faisceau
d'éectron augmente de 5 MeV a8 MeV.

La Figure 1.5 appelle a commentaire. En collimatant le rayonnement Smith-Purcell dans un angle solide
AQ=cos(n)AnAT, on obtient un rayonnement quasi-monochromatique de largeur de bande A)/A=cos(n)An[p~'-
sin(m)]~! dansle premier ordre de diffraction. En utilisant un faisceau d’ énergie 5 MeV, de courant créte 10 A, de
profil Gaussien avec o, =0,=1.5 mrad, |e centre du faisceau étant a une altitude zg=1.5 mm, en interaction avec un
réseau lamellaire de paramétres h/D=a/D=0.1, on obtient un flux de photons créte de 5+ 10! photons/s dans un
angle solide de 1 psr (voir maximum de la courbe 1.5 (@) aA=1 mm). Cette émission est quasi-monochromatique
avec une largeur de bande AA/A~103. A titre de comparaison, un corps noir parfait de 1 cm? de surface & 2000 K
émet un flux de 102 photons/s/pisr @ A=1 mm pour la méme largeur de bande. Cependant, il est difficile d’ obtenir
avec un corps noir des impulsions de courtes durées. L'utilisation d’'un petit accélérateur de particule pulsé
permettrait sans probléme la génération d' impulsions picosecondes, voire femtosecondes si I’on considére les
derniers dével opements concernant les photocathodes pompées par laser.

La Figure 1.7 montre le spectre d’émission Smith-Purcell calculé pour un éectron d énergie 2 MeV, en
interaction avec un réseau lamellaire de paramétres h/D=0.1 et a/D=0.5 et un faisceau de profil Gaussien avec
0y=0,=1.5mm et zy=1.5 mm et de courant créte: 10A , arrivant avec un angle ¥1=10° par rapport au réseau.
L'intervalle angulaire d' observation considére est -45°<q=45° et 45°<0,<135° (cf. Fig. 1.2). Les résultats sont
présentés en fonction de I’ angle ¢y, et de lalongueur (cf. Eq. (1.16)). Le maximum d’ émission est de 5.5 mW a
une longeur d’onde d’ environ 0.7 mm aux environs de ¢;=0°. Contrairement au cas W,=0° généralement traite,
I’émission n’est pas symétrique par rapport al’angle gp, ou, ce qui est équivalent, par rapport a la trajectoire de
I’électron. L'émission est concentrée au voisinage des anomalies de Wood-Rayleigh, mais le maximum
d’émission n’ est pas observé pour ¢,=0°, en particulier aux courtes longueurs d’ ondes, dans la direction avant.

pp (deg)

0.4 0.6 0.6 1.0 1.2 1.4 1.6

Atmrm)

FIGURE 1.7.  Rayonnement Smith-Purcell dans I'ordre -1 en fonction de la longueur d’onde et de I'angle
d’observation ¢, pour W1=10° et un faisceau de 2 MeV en interaction avec un réseau lamellaire
de parameétres h/D=0.1 et a/D=0.5. M émes parametres de faisceau que pour la Figure 1.5.
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1.2.7 Rayonnement Smith-Purcell d’un cristal photonique “% “%

Depuis leur découverte par Yablanovitch [24], les cristaux photoniques ont eu de multiples applications,
d’ abord dans le domaine millimétrique, et maintenant dans I’infra-rouge et le visible grace aux progrés des
nanotechnologies. Lors de mon sgour au Japon en 2002, nous avons proposé avec le Pr. Ohtaka du Center for
Frontier Science, Chiba University, d étudier I'application des cristaux photoniques comme radiateur Smith-
Purcell [25]. Lastructure de bandes interdites des cristaux photoniques laissent a penser qu'il doit étre possible de
concentrer e rayonnement Smith-Purcell produit par un éectron passant parallélement a la surface d'un cristal
photonique dans les bandes autorisées, et par la méme d’ obtenir un rayonnement plus monochromatique et plus
intense. Cet effet a été prédit et mesuré pour les cristaux photoniques utilisés comme réflecteur.

Le formalisme est trés proche de celui utiliseé pour les réseaux. Le champ incident considéré est
évidemment le méme, la principale différence vient du fait que pour une structure périodique 3D, la condition de
propagation sur le vecteur d’ onde s’ écrit maintenant :

_ ]
k.(n,, ny) = (kx—n = 4,7 I'n_n (142

La composante selon I'axe z, qui détermine le caractére propagatif ou evanescent de I’onde diffractée
s écrit donc :

2 2
anny = /\/kz—<kx—nx23n> —<qy—ny23n> (1.43)

On a donc maintenant deux parametres permettant de calculer les directions de diffraction. Ces deux
parameétres vont définir des zones dans I’ espace k des ondes propagatives (zones de Bloch), qui sont I’ équivalents
pour un cristal photonique des cones de propagation décrit au Paragraphe 1.2.3 pour le rayonnement Smith-
Purcell d'un réseau. Cette solution cinématique ne donne cependant pas les intensités émises : il faut résoudre le
probléme électromagnétique complet.

Tout comme pour le calcul de I’effet Smith-Purcell d’un réseau j’avais adapté les méthodes utilisées en
théorie des réseaux en optique, la résolution du probléme de la diffraction d’ une onde plane évanescente par un
cristal photonique est dérivée directement du probléme classique concernant une onde plane propagative. On peut
aors calculer non-seulement la structure de bande du cristal photonique mais aussi |e rayonnement émis.

L’ énergie émise par I’ électron lorsqu’il aparcouru une période du cristal se calcule comme précédemment.
En écrivant le bilan dans le repére de la Figure 1.2, on obtient :

7 2m
W(h) = fsine(h)de(h)f5(h)|A(h)|2exp(—z|r|(D+a))d¢(h) (L44)
0 0
avec .
2
E(h) = ne—(%) sinzﬂ(h)coszq)(h) (1.45)
Co\W"h,
A = 86"21’(2'”(1)”)) y lRe{E(h) x H*(h)} (1.46)
uoce sinB(h)cosdp(h)

On adonc la puissance émise par unité d’ angle solide pour une périoded :
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%@ = Z(h)|A(h)*exp(=2|T|(D + a)) (L47)

que |I’on dénomme section efficace du rayonnement Smith-Purcell. Les équations (1.44) a (1.47) sont tres
similaires a celles développées pour le rayonnement Smith-Purcell d'un réseau, et permettent donc une
comparaison des deux phénomeénes.

Pour nos calculs, nous avons considéré un cristal cubique tel que décrit par la Figure 1.8. On considére un
cristal photonique cubique de période d, constitué de spheres diélectriques (SigN4 de constante diélectique ~3.09
de diamétre a. L’ électron se déplace parallélement alasurface du cristal, a une atitude D+adu plan x-y. Lecristal
est supposé infini danslesdirections x et y. Le cristal consiste en N couches de hilles.

Pour un cristal consitué de 2N couches, les calculs ont été effectués a1’ aide de la méthode du doublement
des couches [26]-[25]. Nous pouvons donc traiter des cristaux d’ épaisseur finie, ce qui est important d’ un point de
vue expérimental, car seul ce type de cristaux est envisageable dans la pratique. L’ étude compléte de la structure
de bandes a été publiée dans [26]. Les principaux résultats pour la bande h1g (premier ordre de diffraction selon
I’axe X, ordre zéro selon I'axe y) sont présentés Figure 1.9 pour un éectron de vitesse 3=0.9, faiblement
relativiste. Notons le spectre trés piqué dans ce cas (a comparer a la Figure 1.5 par exemple), et |’ abscence
d’émission tant que la ligne hyq (ligne pointillée) ne coupe pas le cone de lumiére. La partie droite montre un
agrandissement, mettant en évidence des anomalies lorsqu’ un nouvel ordre de diffraction apparait. Ces structures
sont similaires aux anomalies de Wood-Rayleigh dans e cas d' un réseau de diffraction.

Pour comparer |’ efficacité d'un cristal photonique par rapport a une réseau de diffraction, on a considéré
|"arrangement décrit par la Figure 1.10, avec un réseau de méme périodicité, dont les traits correspondent aux
espaces entre les billes, et les dents aux billes. Pour ce type de réseau, la méthode d’ expansion modale est bien
adaptée [12][13].

La Figure 1.10 montre les résultats obtenus. Notons que |’ énergie totale émise est similaire dans les deux
cas. Cela confirme notre idée de départ, a savoir que la puissance totale émise est a peu prés constante, mais
gu’€elle est concentrée dans des pics étroits et intenses dans le cas du cristal photonique. Ces structures sont donc
des candidats interessants pour la réalisation de sources efficaces, quasi-monochromatique dans le domaine infra-
rouge lointain, ondes millimétriques. Par contre, elles sont moins intéressantes pour réaliser des sources
accordables en fréguence. Ces calculs ont été effectués pour un cristal a une couche de sphéres. Généralement, le
facteur Q de ces structures augmentent avec le nombre de couches. On peut donc penser qu'un cristal épais
conduirait a une efficacité encore meilleure.

\\ \ electron beam .
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FIGURE 1.8. Schéma de la configuration considérée pour |'éude de I'effet Smith-Purcell d’un cristal
photonique.
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1.3 Rayonnement de Transition

Le rayonnement de transition est émis lorsqu’ une particule chargée traverse I'interface séparant deux
milieux ayant des propriétés diélectriques différentes. Il semble que Lilienfeld ait observé ce rayonnement dés
1919 lors de son étude du rayonnement X émis par les rayons cathodiques (identifiés plus tard comme des
faisceaux d’ électrons) heurtant I’ anode [32]. Frank et Ginzburg en donnérent une interprétation théorique en 1945
en tant que configuration particuliére du rayonnement de Vavilov-Cherenkov [10] émis lorsqu’une particule se
déplace dans un milieu matériel a une vitesse supérieure a celle de lalumiére dans ce milieu.

L es dével oppements théoriques permettant de décrire le phénomene sont beaucoup plus anciens que dans
le cas du rayonnement Smith-Purcell. On simplifie grandement I’ étude en considérant que I’ interface séparant les
deux milieux est plane. On peut alors utiliser I'ensemble des travaux de I’ optique “classique’, c'est adire que les
propriétés optiques de la matiére peuvent étre utilisées pour décrire le rayonnement de transition. En particulier,
on retrouve les notions d'indice optique, d'angle d’incidence et d’angle de réflexion avec les coefficients de
Fresnel associés (dans le cas de |’ effet Smith-Purcell, lanation d'angle d’ incidence est absente, le champ incident
étant décrit comme une superposition d’ ondes planes évanescentes).

Ce rayonnement a été depuis grandement étudié tant d’un point de vue théorique que pratique, et de
nombreuses applications lui ont été trouvées. Dans le domaine optique, le rayonnement de transition est une
source intense des que I’ énergie des éectrons dépasse quelque MeV. Dans les années 70 Louis Wartski a ainsi
proposé et étudié son utilisation dans le domaine de la physique des faisceaux de particules chargées en
construisant des systémes de diagnostic de faisceaux [34][35]. L’ application d'un principe optique ssimple, le
phénomene d'interférence, a permis d’'en augmenter grandement les performances par I'utilisation de
I"interférometre de Wartski [36]. En physique des particules, le rayonnement de transition est utilisé comme
détecteur de particules, en complément aux détecteurs Cherenkov. Plus récemment a été considérée la possibilité
d' utiliser le rayonnement de transition comme source de rayonnement photonique. Ainsi Mel Piestrup a proposé
et démontré I’ utilisation du rayonnement de transition a des fins de lithographie arayons X [37]. Plus récemment,
|” étude de sources dans I'infra-rouge lointain a été entreprise [38]. Des sytémes de diagnostic de faisceau basés
sur la spectroscopie de Fourier infra-rouge ont aussi été construits [39].

Cependant, trés peu de travaux ont été consacrés al’ étude du rayonnement de transition pour le cas d’ une
interface quelconque [40]. La difficulté jusqu’a une époque récente a décrire correctement les phénomeénes de
diffusion par une interface rugueuse et |I'absence de formalisme simple (ce qui nécessite donc le recours a
I’ ordinateur) explique ce manque. Les travaux menés alafin de mathése et complétés lors de mon second sé&our
a I'lIRMM ont méné au développement d’'un modéle de rayonnement de transition valide pour une surface
quelconque. Tout d'abord, un rappel des théories “classiques’ du rayonnement de transition est donnée, en
mettant |" accent sur les développements qui limitent leur application au cas des interfaces planes. Enfin, le modéle
développé pour une surface quelconque est expliqué en détail.

1.3.1 Développement du champ en ondes planes “%

On utilisera ici I"approche de Pafomov et Ter-Mikaelian [41][42]. La Figure 1.11 montre la géométrie
utilisée pour décrire le rayonnement émis lorsque une particule chargée se déplacant a vitesse constante v arrive
sur I'interface séparant le vide (e1 = eg,ug) d'un milieu diéectrique d'indice (g2 = egeplg). L origine du
référentiel (x,y,2) se situe au point d’'impact. La trajectoire de la particule fait un angle @ avec I’ axe x situé sur la
surface. Ladirection d émission est définie par le vecteur d onde K repéré par les angles (6,t) par rapport aux axes
Z et X, respectivement. On part des équations de Maxwell :

e, VE = p (1.48)

VH = 0 (1.49)
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oH _

VxE+u,— =0 1.50
X Yo 97 (1.50)
VxH = J+80% (151)

avec J = evd(r —vt) ladensité de courant due a I’ éectron en mouvement. Contrairement au cas du
rayonnement Smith-Purcell ou une transformation de Fourier selon le tempst et |’ axe des traits du réseau y était
suffisante, il faut maintenant appliquer une transformation selon les quatre dimensions considérées (x,y,zt).

1
(2w

Gk, w) = : ([ (r. texp[-i(kr —ot)]d rdt (152)

ol G représente un champ. On obtient alors pour la densité de courant :

J(k,0) = =~ ~0(w —kv) (153)
(27)

En réécrivant et recombinant les équations de Maxwell (1.50) et (1.51) pour le champ électrique incident
dd al’éectron en mouvement, on obtient :

K(KE,“““(k, )) —=k°E,“(k, ) = —iwpy (K, o) (1.54)

On obtient alors pour le champ incident en combinant (1.53) et (1.54) :

E (ko) = 0 _d(@—kv)  rovoke?] (1.55)

@2n) K —(0’/d)e,

€

(e1=¢9 , Up)

FIGURE 1.11. Géométrie utilisée pour décrire le rayonnement de transition émis par un électron arrivant sur
I"inter face séparant levide (e = eq,ug) d’un milieu diélectrique (eo = egeplug).
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On obtient en résolvant les équations de Maxwell sans source la solution pour le champ réflechi :

E/ (ko) = E/'(k, 0) 8(k*—(0°/c)e,) (156)

On obtient alors bien évidemment dans le milieu 2 :

elec ie —
E, (k) = —C B(0=KY)_ [4y-ke’] (157)
(2m)” k" =(w"/c")e,
EL (ko) = E)(K, 0) 8(k*—(0°/c)e,) (158)

Pour obtenir I’ expression du rayonnement de transition, il convient alors d’ écrire la continuité des champs
électrique (tangentiel et normal) et magnétique (tangentiel et normal). C'est un calcul classique, trés long et
fastidieux, mais ne présentant pas en soit de difficulté majeure. Le lecteur interessé pourra trouver un
développement trés détaillé dans le rapport trés complet par Couillaud [43]. On rappelle ici juste les grandes
lignes, en soulignant les points qui limitent la validité du calcul au cas des surfaces parfaitement planes.

On décompose le champ incident en composante normale et tangentielle sur I'interface :
E(r,t) = E/(r, ) +E,(r,1) (1.59)

On écrit aors la continuité des composantes tangentielles et normales des champs électriques et
magnétiques sur |’ interface :

elec phot _ elec phot

E., (nLo+E 7 (r,0)=E , (r,))+E, ;7 (r,1) (1.60)
elec phot _ elec phot

H,, (r,o)+H, 7 (r,0) = H, , (r,0)+H, (r, 1) (1.61)
elec phot _ elec phot

D,y (ro+D, " (r,5) =D,, (r,0)*+D, ;7 (r,1) (1.62)
elec phot _ elec phot

B, 1 (r,r)+ B, 1 (r,t) = B..» (r,r)+ B,.> (r, 1) (1.63)

On réécrit maintenant ces équations dans I’ espace de Fourier. Pour |’ équation (1.60), on obtient :

zeuoc 6(00 kv) leuo 6(u) kv) . .
(k,+k )+ v, i, [i(kr —wt)] (1.64)
ffff[ @2n) K-k @2rn) K-k }Xpl N

+[E, (ko) +E, (K 0)]8(k” —k7)exp[i(kr —wt)]d’kdw

_ —leMoC 6(03 kv) iew, S(w —kv) _ . B
_ffff|: (23_5) k kZ (k +k )+(2J'C)3 kz—kg U)Vx|x:|eXp[l(kl' wt)]

+[E, (K 0) +E, (K, ©)]8(k” —k3)exp[i(kr —wt)]d’kdw

Avec ki = (wz/cz)sn
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On integre alors cette expression par rapport ak,, et on évalue le résultat obtenu sur la surface (z=0). La
présence de lafonction de Dirac dans I’ équation (1.64) implique que le résultat obtenu sera nul pour toute valeur
de k autre que:

2 - 2
X2 = 581,2—d = —5€p,c08 0 (1.65)

avec =K + ky.

C'est ici qu'apparait la limitation de la méthode. En effet |’ évaluation des intégrales de Fourier dans
I”éguation (1.64) n’est faisable analytiquement que pour une interface présentant une géométrie plane.

Lereste du calcul consiste aécrire le résultat del’ évaluation de I’ équation (1.64) (ainsi que ses équivaents
pour la continuité des autres composantes des champs) dans un référentiel approprié. On peut aors séparer les
composantes paralléle, ¢’ est a dire la composante pour laquelle le champ E est paralléle au plan d' observation, et
perpendiculaire, ¢’ est a dire la composante pour laquelle le champ E est perpendiculaire au plan d’ observation du
champ électrique total pour calculer la puissance rayonnée.

Notons ici la convention propre aux physiciens de la physique des radiations qui consiste a appeler
polarisation paralléle celle ou le champ E est paralélle au plan d observation. Les opticiens des réseaux
appellent composante paralléle celle dont le champ E est paralléle a la surface de réflexion. La composante
paralléle en rayonnement de transition est donc la polarisation H ou transverse magnétique des opticiens en
rayonnement Smith-Purcell. La composante perpendiculaire en rayonnement de transition n’est rien d’ autre que
la polarisation E ou transverse éectrique des opticiens. Pourquoi faire simple quand on peut faire compliqué.....

On rappelle les expressions classiques de Pafomov qui donnent I’intensité des composantes paralléle et
perpendiculaire du rayonnement de transition émis dans le vide, lorsqu’ un électron pénétre I’ interface séparant le
vide d’ un milieu diélectrique :

2 2 2 2 2
dl) _ _e  Bcos® [1—¢f (1.66)
dwdQ 43‘[308 sinzﬂ 1 in0)> 2y2 .
0 ((1 =P, costsin0)” —(B,cos0)")
(1-p,0— [33 - Bxcosrsine)sinzﬁ +B,pB,ocostsin0
(1 =P, costsin® —P_o)(c +ecosO)
4 2 2
a1, _ e B2 cos 0 . B2B, cos Bsin |1 —¢|’ .
dwdQ 3 . 2 N2 2,2 '
4mcey  sin’®  ((1-B costsinB)” —(B,cosh))

1

|(1—B,costsin® —p_o)(0 + z-:cos(9)|2

, / .2
avec B, = Bsin®, By = pcosd, e =gy, O = A/€—sin O etf=vlc.

Lorsque I'on passe au cas limite d'un éectron pénétrant I'interface séparant le vide d'un milieu
parfaitement conducteur (g->), on obtient :

&,
dodQ

2 2 2, . 2
¢’ Pcos’® B."|sin6—B . cosT|

- — 5 " (1.68)
4mcey  sin'®  ((1-B, costsinB)” —(B,cosH))
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4 2
a1, & BB, cos Osin’T
dwdQ

: : — (1.69)
4mcey ((1—PB,costsin®)” —(B,cosh)”)

Les expressions ainsi obtenues correspondent a la résolution directe d’ un probléme d' é ectromagnétisme
par la voie la plus classique : écriture du champ incident, écriture du champ réfléchi, et en tenant compte des
conditions aux limites, on “recolle’ les solutions. C'est la méme démarche qui avait été adoptée dans le cas du
rayonnement de Smith-Purcell. Ainsi, on avait fait apparaitre le facteur de radiation qui est I’ équivalent dans le cas
du rayonnement Smith-Purcell (onde incidente évanescente) des coefficients de réflexions en spectroscopie (onde
incidente propagative).

1.3.2 Théorémederéciprocité “#

Telles qu’ elles sont écrites, et a cause de laméthode de résolution, il est impossible de reconnaitre dans les
expressions (1.66) et (1.67) les coefficients de Fresnel caractéristiques du phénoméne de reflexion d’' une onde sur
une surface plane. Une réécriture est nécessaire.

Une autre approche du phénomene permet d'introduire les coefficients de Fresnel de maniére beaucoup
plus naturelle. L' utilisation du théoreme de réciprocité de Carson [44][45] en éectromagnétisme permet de
grandement simplifier le probléme [42][46][47]. Ce théoréme de réciprocité s énonce ainsi :

Si j et |’ sont deux courants engendrant les champs électriquesE et E’, on a:

fE(oo,X)j'(w,X‘)d3X' = fE'(w,X‘)j(oo,X)d3X (L.70)
R’ R’

L intégrale dans un volume du produit scalaire d’ un champ E(w,X) produit par un courant j(w,X) avec un
courant | (,X) est égale al’intégrale dans ce méme volume du produit scalaire du champ E’ (,X) produit par le
courant )’ (w,X) avec le courant J (w,X).

Pour I application du théoréme au probléme qui nous intéresse, on prendra pour j(w,X) le courant produit
par I’ électron en mouvement. Pour |’ (w,X) on considérera une gedanken source monochromatique de pol arisation
et pulsation appropriées ala place de notre détecteur.

On aborde alors le probleme en deux étapes de |la maniére suivante :

a) L'éectron est animé d' un mouvement rectiligne et uniforme de vitesse V dans le vide, et s arréte
brusquement au point (x=0,y=0,z=0) al’instant t=0.

(b) Au méme instant, il acquiert brusquement une vitesse V et se meut d'un mouvement rectiligne et
uniforme dans le milieu d’indice n.

Le probléme est alors ramené a un probléme trés classique qui consiste a calculer le rayonnement a grande
distance émis par une particule chargée, animée d'un mouvement rectiligne et uniforme selon une trgjectoire
semi-infinie dans un milieu homogeéne.

C'est par exemple de cette maniere que I’on peut calculer le rayonnement émis lors du processus de
désintégration beta : un noyau atomique instable de numéro atomique Z se transforme spontanément en un autre
noyau de numéro atomique (Z+1), avec émission d’ un électron et d’' un neutrino :

Z—=(Z+)+et+v (1.72)

La création brutale d'un électron saccompagne d'un rayonnement électromagnétique appelé
rayonnement de Bremsstrahlung interne.
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Dans ces conditions, I énergie rayonnée s écrit :

2 2 2 e 2
dw _e (u2 . stinzlp fexp[ioot(l —PBncosW)]dt (1.72)
0

dodQ 4dn’c

soit :

aw — e*n ) stinz‘P
dwdQ 4.2 (I—Bncos‘I’)2

(1.73)

Le cas ou la particule est brusquement arrétée a I’instant t=0 (intégration de -« a 0) redonne le méme
résultat. L’angle W est alors |’ angle entre latrgjectoire de I’ éectron et la direction d’ émission considérée.

Le rayonnement observable a grande distance dans le premier milieu est donc la superposition de trois
contributions (Figure 1.12(a)) :
le rayonnement émis dans le premier milieu dans la direction d’ observation définie par le vecteur d onde K

le rayonnement émis dans le premier milieu dans la direction définie par le vecteur d’onde K’ et se
réfléchissant sur I’interface,

le rayonnement émis dans le second milieu dans la direction définie par le vecteur d’onde K” et se
propageant dans |le premier milieu aprés réfraction sur I’ interface.

Le théoreme de réciprocité de Carson permet aors de calculer la distribution angulaire et spectrale du
rayonnement a partir de trois ondes réciproques [47] (voir Figure 1.12(b)) :

i) - Eei(wt—kr)+E,ei(wt—k r pour z>0 -
E"ei(wt_k " pour z<0
e e
7 (g0, uo) . (g0 o)

(a (b)

FIGURE 1.12. (a) Rayonnement de transition produit par une charge traversant I'interface séparant le vide
d’un milieu d’indice n. (b) Ondes réciproques obtenues par application du théoréme de Carson
pour démontrer les Equations (1.91) a (1.94). A comparer alaFigure1.11.
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Pour calculer ladistribution du rayonnement de transition émis, il suffit donc par le théoréme de Carson de
calculer lestrois contributions réciproques :

d’une onde incidente provenant de la direction d’ observation et intéragissant avec le courant j(w,X) di &
I électron,

d’une onde prevenant de la direction d’ observation et réfléchie sur la surface avant d'interagir avec le
courant | (w,X) dd al’éectron,

d’une onde provenant de la direction d’ observation et réfractée a la traversée de I’interface séparant les
deux milieux avant d’interagir avec le courant J(w,X) di al’ éectron.

En prenant |’ axe z perpendiculaire & la surface et le plan d’ observation contenant les vecteurs K, K’ et K”
comme plan (x-z), on peut écrire:

k = (k. 0,k,) (L.75)
K'=(k,0,-k,) (1.76)
k" = (k. 0,K") w.77)

K = (i’ kY (178

avec n, = €,€,U,.Silemilieu 2 est absorbant (c’est a dire Im(np)=0) ou si I’onde subit une réflexion
totale, alors K" . possede une partie imaginaire positive correspondant al’ atténuation de I’ onde E” lorsque z—ce.

Dans le cas d’ une interface plane, les champs E, E’ et E” qui sont des champs réciproques propagatifs ou
évanescent sont tout simplement liés par les formules de Fresnel.

C'est la la limitation méme de cette méthode par ailleurs trés élégante : en effet I'interaction des champs
E' et E” avec I'électron n’est définie de maniere simple que si les champs sont simplement réfléchis (E’) ou
réfractés (E) ala surface, ce qui n'est le cas que pour une interface plane. S celle-ci est quelconque, il faudrait
étudier I'interaction de I’ électron avec un champ de structure trés complexe résultant de I’interaction d’ ondes
planes avec une surfaceirréguliéere.

Dansle cas del’interface plane, on a pour la composante paralléle (polarisation H) :

E, = i(kz, 0,-k,) = \%k (179
£ = (K, 0,k )r, = r//\%,k' (1.80)
E", = %(k"z, 0,-k")t, = t//x—l’z# (1.81)
avec les coefficient de Fresnel en réflexion rj; et transmission t; liés par lesrelations :
f('.t// = %0 —% » (1.82)
r, = :_EZ (1.83)
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_ K /e,

= 1.84
Py K¢, (1.84)
Pour la composante perpendiculaire (polarisation E), on obtient :
EL =y (1.85)
E'L =ryy (1.86)
E"l =ty (1.87)
avec les coefficient de Fresnel en réflexion 7, et entransmission 7, :
t, = 2 (1.88)
l+p,
1=
r, = PL (1.89)
l+p,
= X (1.90)

En insérant les champs E, E’ et E” donnés par les équations (1.79) a(1.90) dans I’ expression (1.74), on
obtient par le théoreme de réciprocité I’ expression de la distribution spectrale et angulaire du rayonnement émis
danslevide:

i6 = (iia), (i),

— (1.92)
dwdQ dwdQ dwdQ
avec :
d*W o 2 2
= — A 1.92
(dwdQ) /L 4n2nuoo | //’L| €%
danslequel :
1 k Ty K' i K"
A - _ I — L. F o — 1.93
=y [ k o+k-v k o+k'-v k' u)+k"-v} 99
et
1 Iy Iy
A = —v-v- + — 1.94
L y-v [00+k-v o+k-v oo+k"-v} (199

Ces expressions font apparaitre trés clairement le réle particulier des coefficients de Fresnel dans
| établissement des formules du rayonnement de transition & I'aide du théoréme de réciprocité. En effet, la
Figure 1.12 représente un électron se propageant du vide vers un milieu d’indice n, entrainant I’émission d’un
rayonnement dansle milieu et qui émerge finalement dansle vide, alors que les équations (1.93) et (1.94) utilisent
les coefficients de Fresnel en transmission 7, et t;; pour une onde se propageant du vide vers le milieu.
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1.3.3 Equation intégrale “% “% %

Les deux approches classiques précédemment exposées sont limitées au cas des interfaces planes, soit a
cause de la difficulté de résoudre les conditions aux limites (méthode de Pafomov), soit a cause de I introduction
explicite des coefficients de Fresnel (théoréme de réciprocité). Trés peu de travaux ont été consacrés a |’ étude du
rayonnement de transition pour une interface rugueuse par exemple. Les derniers travaux expérimentaux de ma
thése ont suggéré I'intéret de I’ étude du rayonnement de transition d’un réseau en tant que nouvelle source de
rayonnement électromagnétique accordable en fréguence. Cette étude a été menée a bien d'un point de vue
essentiellement expérimental durant la thése de Pascal Henri que j’al co-dirigée a Geel [48]. Ces travaux (sur
lesquels nous reviendrons dans | e prochain paragraphe) ont permis de caractériser plus précisement cet effet. Pour
pouvoir mettre un cadre théorique a cette étude, un modéle décrivant le rayonnement de transition d' une surface
guelconque était nécessaire. Ce modéle a été mis au point avec la collaboration de Yoshitate Takakura, du
Laboratoire des Systemes Photoniques de I’ Ecole Nationale Supérieure de Physique de Strasbourg.

La Figure 1.13 montre la configuration considérée. Un électron arrive & vitesse constante sur I'interface
séparant le vide d'un milieu parfaitement conducteur . On considére seulement |le rayonnement dans le plan
d’incidence. L’ origine du repére (x,y,2) lié ala surface se trouve au point d' impact. Le repére (X,Y,Z) est lieala
trajectoire de I’ éectron (voir Figure 1.14). Le direction d'incidence est repérée par |'angle @ entre la trajectoire
del’électron et I'axe x. La direction d’ émission des photons est repérée par I’ angle 6 par rapport al’ axe z.

La encore, I'éectron est modelisé par une charge ponctuelle se déplagant a vitesse constante v(. Le
courant associ e au déplacement est donné par :

J(X, Y=y, Z, 1) = qvyd(X —v,t, Z)u, (1.95)

L e champ éectromagnétique total est donné par les équations de Maxwell :

VxE+u, 2 = 0 (1.96)
ot
VxH = \]JraoE (1.97)
ot
Direction of
Z4 observation

o
V
/\ ~~~
Surface

FIGURE 1.13. Configuration considérée pour le rayonnement detransition d’ une surface quelconque.
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FIGURE 1.14. Repeéere(x,y,z) liéalasurfaceet repere(X,Y,Z) liéalatrajectoiredel’ électron.

Note : dans |’ approche de VVan den Berg décrivant le rayonnement de Smith-Purcell, les équations (1.96) et
(1.97) servent a calculer le champ incident. On cherche alors la solution du probleme en le traitant comme un
probléme de réseau, I’ onde incidente étant dans ce cas une onde évanescente, la particule chargée étant négligée.
Cette approche sejustifie par lefait que I’ électron se déplace dans I’ espace libre selon une trgjectoire infinie. Cette
approche ne peut étre utiliséeici, car I électron heurte la surface, et une interaction entre la surface et la particule
doit donc apparaitre. Dans cette nouvelle approche, nous chercherons donc a calculer le champ total, duquel nous
séparerons la composante rayonnant al’infini, qui constitue le rayonnement de transition.

Comme précédemment, on introduit la transformation de Fourier :

Ei(x,y,z1) = (231:2)_1Re fdwai(x,z;B,(Jo)exp(iﬁy—i(nt)dﬁ)
0 —0o0

Hi(x,,2¢) = (2n°) 'Re [do in(x,z;B,m)exp(iﬁy—iwt)dﬁ) (1.98)
0 —00

Ji(x,y,2,1) = (2n°) ' Re fdmei(x,z;ﬁ,m)exp(i[sy—imz)dﬁ)
0 —0

L es composantes de Fourier obéissent aux équations :

(V+iBi)) x H+iwe E = J
(1.99)

(V+iBi,) x E—iou,H = 0
J(X, Z:B, ) = gexp(io,X)d(Z)u, (1.100)
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q étant lacharge de | électron et o, = (JJ/VO . Le courant J ayant une seule composante selon Uy et ne
dépendant pas de B, les composantes en (x,z) (ou en (X,Z) d'ailleurs) du champ électromagnétique peuvent
s écrirent comme fonction des seules composantes en y (en Y). En appliquant |I'opérateur rotationnel aux
équations de Maxwell, on obtient les équations de Helmholtz, qui s écrivent pour les composanteseny :

1/2
)

(a§+a§)Ey+(k§—[32)Ey = (ug/gg) " (B/ky)oJ, (1.101)

(07 +02)H, + (kg —P*)H, = —9,J, (1.102)

avec k0 = wo/co. On considére le rayonnement dans le plan d'incidence. On a alors p=0 et les
équations précédentes se réduisent a:

(0 +02)E, +kiE, = 0 (1.103)

(07 +02)H, + k§H, = —9_J (1.104)

X

En conséquence, la composante en y du champ électrique est nulle et le champ magnétique a une seule
composante selon |I’axey : le champ est donc polarisé TM et on peut exprimer |’ ensemble des six composantes du
champ é ectromagnétique en fonction de Hy(x, y,0,w) = u(x,z) .

L e probleme consiste a trouver un champ u(x,2) qui obéit al’ équation de Helmholtz avec second membre :
(02+02)u+kju = —0,J, (1.105)

[l doit satisfaire la condition de rayonnement quand z — +oo : |'énergie du champ doit rester finie &
I"infini. Comme on considéere une interface parfaitement conductrice, on ala condition aux limites de Neumann :

n-Vu =0 (1.106)

Un tel probléme est classique en électromagnétisme et sa résolution se fait selon une démarche bien établie
[49]. Il setransforme en probléme aux limites lorsqu’ on introduit la fonction de Green G obéissant al’ équation :

AG +k§G = —4nd(x—x',z—2') (1.107)
On reconnait 1a le champ créé par une charge ponctuelle située au point (x —x') . On multiplie alors

I"équation (1.105) par G(x —x', z —z") et I'équation (1.107) par u(x',z") . On soustrait les deux équations
obtenues pour avoir :

ff[ GAu—uAGldx'dz +ffG62dex'dz' dmu(x, z) siz>f(x)
) )

(1.108)
=0 si z<f(x)

X étant une surface fermée délimitée par le contour I' = T'1+ I'p comme décrit sur la Figure 1.15. Notons

que G devant satisfaire alacondition de radiation, on al’intégrale sur I', qui doit tendre vers O lorsque lerayon R

tend vers I'infini. On applique alors la deuxieme identité de Green [50] a I'intégrale contenant le terme
[GAu—uAG] dans!’équation (1.108) et en faisant tendre R vers I’infini, on obtient :

utD + —l—f[G(n V'u)—u(n-V'G)]dl' = u(x,z) siz>f(x)
4rcFl

(1.109)
=0 si z<f(x)
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FIGURE 1.15. Contour d’'intégration pour I'application du théoréme de Green

avec
u(i)(x, z) = L-E-J!G(x -x',z—2")0.J dx'dz (1.110)

L'interprétation physique de I’ équation (1.109) est la suivante : sous I’ action du champ incident u® | les
charges se répartissent sur I'interface ' de sorte & annuler le champ dans le matériau infiniment conducteur &
z<f(x). Cette propriété est traduite par le théoréme d’ extinction [51]. En tenant compte de la condition aux limites
de Neumann (1.106), on obtient :

u(i)—ifu(n-V’G)dl' u(x, z) siz>f(x)
4nr

(1.1112)
=0 si z<f(x)
Le passage alalimite z = f(x) donne, en tenant compte de lasingularité deI’intégrant (N - V' G étant une
fonction de Hankel du premier ordre) :

u(i)(x,ﬂx))——l—fu(x’,f(x’))(n -V'G)dl' = lu(x,ﬂx)) (L.112)
47|:Fl 2

Cette équation est valable pour tout profil z = f(x), tant que la dérivée seconde " (x) existe. On retrouve la
une limite connue de cette approche par équation intégrale [22].

I reste donc a calculer le champ incident. L’ équation (1.110) exprime le champ incident a I’ aide d'une

fonction de Green. On cherche alors une représentation intégrale de u®). A I’ aide d’ une rotation ® autour de I’ axe
y, onobtient (u,, uy) de (uy, ty) , et comme:

0.J.(X,Z) = qgexp(io,X)d'(Z) (1.113)

on réécrit I’ équation (1.110) :




u'(x, z) f—fexp(iaOX')a'(z')x
2

G(x—=X'cos®—Z'sin®, z+X'sin® —Z'cos®)d_J (dz')dX'dZ'

0 " (1.114)
= fT—Efexp(iaOX')dX'de'éf(z') x
o Z,

G(x—X'cos®—Z'sin®, z+ X'sin® —Z' cosP)

Laborne d'intégration Z étant choisie telle que décrit ala Figure 1.14. En tenant compte du fait que selon
lathéorie des distributions <&’ ,¢> = -<d,¢’> [52], on a:

0
u(l)(x, z) = —f—f exp(iogX')dX' x
T
—o (1.115)
i, G(x—Xcos®—Z'sin®, z + X'sin® —Z' cos D)
Azl -

On écrit maintenant G sous laforme d’ un dével oppement de Weyl en ondes planes [53] :

oo

G(x,z) = iflexp(iax+iy|z|)da (1.116)
Y

2 2., 2 -
avec ko = o +y .Onpeut alorsréécrirele champ incident souslaforme :

e 0
u(l)(x,z) = —Zifexp(iocx)dade’[gsinCI) +sign(z +X’sin<1>)cos(l>} X
U Y

—00

(1.117)
expl[i(o,—acos®) +iy|z + X sin®|]

Laprésencedelafonction sign(z + X' sin®) ameéne aséparer I'intégrale selon X' en deux parties. En
tenant compte du fait que vg/c < 1 et en utilisant la transformée de Fourier de lafonction de Heaviside

[ee]

fexp(—iwt)dt = VP(%J) +md(w) (L.118)
0

(VP signifiant Valeur Principale au sens de Cauchy), on obtient :

”(i)(X,Z) = —f—{exp(—iao/sind)z) X
T

[ee]

f a;—aexp[ioc(x + zcotd))][

—0o0

asin® —y cosd asin® +ycos® }_'_

i(oy—acosd —y sin@)_i(ao—acosd>+ysin€[>) (1.119)

[ee]

gt e 0 st
Y

i(0y—acos® +ysind)

—00
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L’ équation (1.119) mérite que I’ on dével oppe son interprétation. Deux points importants sont & souligner.

Tout d'abord, le champ incident est écrit comme la somme de deux intégrales représentant une
superposition d’ ondes, mais dont |es intégrants décrivent des ondes de natures différentes. La premiere intégrale
présente une singularité lorsque z = -x tan®. On reconnait la I’ équation de la trajectoire de I’ éectron. Comme
son intégrant ne satisfait pas a I’ équation de Helmholtz sans second membre (la somme des composantes au carré
n’'est pas égale au vecteur d onde au carré), cette intégrale représente en fait la composante non radiative de u(i).
La seconde intégral e représente une super position d’ ondes planes. Elle décrit e champ émis par une particule en
mouvement a vitesse constante qui est soudainement arrétée lorsqu’elle arrive sur I'interface. On retrouve la la
description classique du rayonnement de transition telle que formalisée a I’ aide du théoréme de réciprocité. Cette
composante directe ne dépend pas de la géométrie de |la surface.

Secondement, les calculs précédents ont €té menés pour un contour d'intégration G4 situé au dessus de la
surface z = f(x). De plus, on a utilisé une condition aux limites de Neumann standard. Or la particule heurte la
surface, et donc une singularité apparrait au point d'impact O. Cette singularité devrait étre prise en compte lors
de I’écriture de la condition aux limites. Pour résoudre ce probléme, on fait appel au théoréme d’ extinction.
Celui-ci nous enseigne que I’ équation (1.109) est aussi valide au dessous de la surface z < f(x). Onintroduit alors
une singularité du méme ordre, que I’ on fixe égale a I’ opposée de la singularité de u(i) de telle sorte que les deux
singularités s'annulent sur la surface z= f(x) au point O. Finalement, une condition aux limites de Neumann
standard peut effectivement étre utilisée. Pour une surface parfaitement plate et parfaitement conductrice, on peut
utiliser la charge image, de signe opposée a la charge incidente, et qui s annihile avec elle sur la surface. Lorsgque
la surface est rugueuse, une telle charge image ne peut étre invoquée. La composante singuliére évoquée plus
haut peut étre interpretée comme I'image généralisée de la charge en déplacement.

Il est & noter que nous tenons la I’ explication de I’ échec de la description de I effet Smith-Purcell comme
étant I’ émission de rayonnement par |e dipdle constitué par la charge en mouvement et son image dans le réseau
[2]-[5]. Cette approche suppose la méme charge image ponctuelle que lorsque I'interface est plane. |l faudrait
utiliser uneimage généralisée.

L' expression du rayonnement de transition se r?t ouvee a partir de I’équation (1.112). Pour une surface
parfaitement plane z = f(x) = 0, celle-ci sereduita 2u (x 0) = u(x,0) .Lasolution du probléme radiatif
est alors donnée par :

u(i)(x,z)—Lf (l)( ' O) G(x —x',z)dx" = u(x, z) (1.120)
2n

En utilisant le dével oppement de Weyl (1.116), on obtient :

[e¢]

%G(x—x’,z) = —f exp(io(x —x") +iyz)do for z>0 (L.121)
z

etalors:
u(x,z) = ul )(x z) fexp(zax+zyz) x

o (1.122)

[. ocsmd)—ycosd? + - 0L51nCI>+ycosCI? }d(x for 20
i(oyg—acos®—ysin®) i(oy—oacos® +ysind)

Dans I'équation (1.122), le terme u )(x Z) représente la composante non-radiative du champ
incident u®, donnée par la premiere intégrale dans I'équation (1.119). On integre I'équation (1.122) par la
méthode de la selle de cheval [54], ce qui permet d’ écrire la puissance rayonnée en champ lointain :
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sin®(sin® —f,cos P 2
g Bosin( Py ) (1.123)

X
J2mkor (11— [ﬁ%ocos(I)sinB)2 —(By sin®cos0)’

Cette expression présente bien la méme dépendance angulaire que I’ équation (1.69) danslecast = 0.

L, 0) =

L’ équation (1.122) présente une particularité : la composante radiative du champ u(x,z) est écrite comme
un dével oppement en ondes planes résultant d’ un phénomeéne d’ interférence entre la composante radiative de u(i)
donnée par la seconde intégrale dans I’ équation (1.119) et le champ émis par la surface sous I'action de la
composante incidente du méme champ u(i). Du point de vue de I’ opticien, il s'agit [a d’ un cas trés inhabituel de
phénoméne de diffraction. Cependant, on reconnait I’ interprétation classique du rayonnement de transition tel
que décrit par le théoréme de réciprocité, qui décrit le champ radiatif comme la superposition d’ un champ direct
et d'un champ réfléchi par la surface parfaitement conductrice [34][41][42]. Cette approche originale ne

remplace donc pas les modél es précédents, mais les compléte par un éclairage nouveau [55].

Lafigure suivanteillustre probablement bien I’ état d’ esprit du lecteur a cet instant.
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Illustration de la couverture du “Courrier du Cern” n°5 (Avril 1975)
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1.3.4 Uneapplication : le diagnostic de faisceau “% “% <%

La connaissance des caractéristiques du rayonnement de transition permet d envisager diverses
applications. Ainsi, des sources de rayonnement X basées sur le rayonnement de transition ont été construites,
donnant lieu a diverses démonstrations de faisabilité [37] Cependant, les intensités obtenues étant faibles, on peut
douter de la mise en cauvre prochaines de telles sources. Le rayonnement de transition a aussi été étudié dans le
domaine de I'infra-rouge lointain, et des résultats prometteurs ont été obtenus [38][39].

Mais c’est encore dans le domaine du visible que les résultats les plus intéressants ont été obtenus, en
utilisant le rayonnement de transition comme moyen de diagnostic des faisceaux de particules chargées. Aprésles
travaux pionniers de Louis Wartski en France, le rayonnement de transition est apparu comme un moyen simple et
tres efficace de mesurer la taille d’' un faisceau de particules chargées, mais aussi son énergie et sa divergence
[35][36]. L'utilisation d'un détecteur ultra-rapide (comme une caméra a balayage de fente) permet aussi de
mesurer lataille longitudinale du faisceau. Ces mesures permettent donc de caractériser entiérement le faisceau, et
donc de déterminer son émittance.

Lamachineinstallée al’IRMM n'’ était pas équippée en tels moyens de diagnostic. Nous avons al ors décidé
d'y installer un dispositif de diagnostic du faisceau basé sur le rayonnement de transition. L’ originalité de notre
installation, par rapport a d’ autres réalisations [56] est double :

D’une part, I utilisation d’une lame séparatrice et de deux caméras (une caméra CCD, et une caméra a
intensificateur a tube Vidicon) permet de mesurer simultanément la position et la taille du faisceau, en effectuant
la focalisation sur le radiateur OTR, et I'énergie et la divergence du faisceau, en saisissant I'image de la
divergence angulaire du faisceau OTR par une focalisation al’infini. Enfin, I’ utilisation d’une mire, d' un élément
diffractif et d’ un faisceau laser permet trés aisément de calibrer le systéme en taille comme en énergie.

Une application a été écrite qui analyse les deux images disponibles pour retrouver les paramétres du
faisceau, par trois étudiants que j'al encadrés [57]-[59]. Elle est dérivée du programme NIH Image, un freeware
du domaine public développé par Wayne Rasband du National Institute of Health et dédié ala capture et I’ analyse
d’images. Ce programme tourne sur Macintosh et depuis récemment sur PC. Sur Macintosh, les sources sont
disponibles, ce qui permet de le modifier (programmation en Pascal Objet sous CodeWarrior). |l dispose aussi
d’un langage macro trés puissant, mais plus lent.

Cette application tourne sur un Macintosh IIfx (!) équipé d'une carte d’acquisition DataTrandation
DT2255 QuickCapture, placé a environ 50 metres des caméras, elles-méme installées sur un banc optique de 10
meétres transportant I"'image OTR du faisceau a travers le mur du bunker. Ce dispositif permet une analyse toutes
les 5 secondes environ, ce qui est amplement suffisant pour nos besoins. La Figure 1.16 montre schématiquement
I"implantation des systemes de diagnostic sur |’ accél érateur GELINA.

La Figure 1.17 montre une capture d'écran de OTR4.0, le programme d’ analyse de faisceau basé sur le
rayonnement de transition écrit al’lRMM. Le faisceau avait une énergie de 94 MeV, un profil gaussien de largeur
0,89cm en x et 0,83 cm eny (largeur a mi-hauteur), pour une divergence de 4,3 mrad en x et 5mrad eny. Ce
programme a aussi été utilisé pour affiner les réglages de I’ accél érateur durant les expériences sur le rayonnement
Smith-Purcell [15], principalement pour assurer au faisceau une forme adaptée et une divergence la plus faible
possible au niveau du réseau.

Les physiciens utilisant la machine pour leurs expériences de neutronique se sont heurtés a un probléme de
stabilité du faisceau de neutron (spectre des neutrons émis), attribué a une instabilité de la position du faisceau
d’ électrons sur la cible. Nous avons alors écrit une application dérivée de OTRA4.0, assurant le suivi de la position
du faisceau d'éectron sur la cible (BeamTracker 1.0). Pour cela, un autre radiateur OTR a été installé pres de la
source de neutron. Une analyse est effectuée toutes les 2 s. Les données relatives a la position du faisceau sont
stockées dans un fichier pour permettre le traitement des données enregistrées par les diverses expériences de
neutronique en conjonction avec la position du faisceau, et de rejeter les éventuelles acquisitions incorrectes. La
Figure 1.18 montre une capture d’ écran de cette application. Elle montre le faisceau al’ échelle 1 (plein champ de
|a caméra) et une fenétre flottante avec un agrandissement de 4x, centrée sur le centre de gravité du faisceau. La
position du faisceau pour les 10 premiéres minutes d’ obervation est donnée sur les graphes.
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Le diametre typique du faisceau est de I’ ordre du centimétre. La position du centre du faisceau peut varier
d'environ £ 2 mm en horizontal (x) et £1 mm en vertical (y) lorsqu’ on laisse I’ accél érateur fonctionner librement.
Ces dérives ont été attribuées a des changements dans les paramétres de fonctionnement du linac dus a des
variations thermiques dans les cavités accélératrices pendant les premiéres heures de fonctionnement, et a des
changements dans les parametres des quadrupdles de focalisation probablement explicables par des dérives dans
leurs alimentations de puissance. La vitesse de dérive est cependant relativement lente : moins de 1 mm/mn en x
comme en'y, ce qui permet aux opérateurs de maintenir facilement le faisceau a une position prédéterminée dans
un rectangle de +0.4 mm en x et £0.2 mm en 'y, et ce pendant plusieurs heures.

Lesruptures de fai sceau, principalement dues a des problémes de vide, ou a des pannes d' alimentation sont
une autre sources d’instabilité dans la position du faisceau. Elles sont généralement palliées trés rapidement, mais
souvent la machine redémarre avec une position de faisceau légérement différente. Il est alors important de
recentrer la faisceau aux valeurs d’ avant la panne pour assurer la continuité des mesures.

Ce systeme a été testé sur plusieurs mois et a donné entiére satisfaction : au démarrage, les opérateurs
peuvent plus facilement régler la machine, et peuvent maintenant rapidement détecter d' éventuels changements
dans les paramétres de fonctionnement du linac (position, focalisation, intensité du faisceau) en regardant
simplement I'image OTR. Ce programme a d’autre part permis de mettre en évidence et de caractériser les
variations de position du faisceau de I'accélérateur GELINA et en particulier de relier les plus importantes
d' entre-elles aux fluctuations de températures dans le circuit de refroidissement. Ainsi, non seulement une
correction des variations de position est possible, mais de plus des solutions a leur cause principale peuvent étre
proposées. Une automatisation de la machine (asservissement des bobines de centrage sur I’ ordinateur) était
envisagée lorsque j’ai quitté I'lRMM. Elle devait permettre d' alléger le travail des opérateurs faisant fonctionner
lamachine.
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FIGURE 1.17. Analyse (taille, énergie et divergence) par rayonnement de transition d’un faisceau d’électron

issu de GELINA al’aide du programme OTRA4.0.
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1.4 Rayonnement de Transition Diffractif

Ces derniéres années ont été marquées par I’ émergence de nouvelles sources dans le domaine infra-rouge
lointain - ondes millimétriques, basées sur le rayonnement de transition ou I’ effet Smith-Purcell. Ces deux effets
ont éé décrits. Ils constituent des candidats intéressants, mais limités par certains aspects. Ainsi, s le
rayonnement de transition est une source dont |’intensité croit en y2, concentrée dans un céne d ouverture 1y (y
étant le facteur de Lorentz), I'émission est un continuum. Ceci impose donc |’ utilisation d’un monochromateur
pour des études telle que la spectroscopie infra-rouge par exemple. Le rayonnement de Smith-Purcell est quasi-
monochromatique s'il est collecté dans un petit angle solide autour de ladirection de référence. Mais son intensité
décroit exponentiellement avec la distance de I’ électron par rapport a la surface, la distance caractéristique étant
del’ ordre de ByA/4m. De ce fait, pour un faisceau d’ électrons de diamétre plus grand que yA, I’ efficacité est faible
par rapport au rayonnement de transition pour lequel tous les éectrons interagissent avec la surface.

Une solution élégante pour pallier aux problémes inhérents a I’ effet Smith-Purcell (hauteur d’interaction
limitée) et au rayonnement de transition (large spectre d’ émission) pourrait &re de combiner leurs caractéristiques
en produisant du rayonnement de ftransition (efficacité d'interaction) sur un réseau de diffraction
(monochromaticité). On espéere, par analogie avec |’ optique diffractive classique, que I’ utilisation d’ une surface
périodique va entrainer I'émission de rayonnement dans différents ordres de diffraction, I'ordre 0 ayant
essentiellement les mémes charactéristiques que pour une surface plane, tandis que par effet de réseau, les ordres
diffractés sont essentiellement monochromatiques (cf. Figure 1.19).

L’ échec des mesures sur le rayonnement Smith-Purcell ala fin de ma theése avait montré la voie:: il était
possible d’ observer un rayonnement “monochromatique’ loin de ladirection de laréflexion spéculaire en utilisant
un réseau [15]. Une discussion avec Peter Rullhusen (durant le “pot” de thése!!) souligna I’intéret d'une étude
systématique du rayonnement émis par un éectron heurtant un réseau de diffraction. Il fallut attendre la thése de
Pascal Henri, et mon retour al’lRMM en 1997 pour mener a bien une premiére étude systématique [48]. Les
résultats encourageants obtenus ont alors motiveé les travaux menés avec Yoshitate Takakura sur le rayonnement de
transition émis par un électron frappant une surface quelconque, travaux qui ont permis de décrire le rayonnement
de transition d'un réseau ou Grating Transition Radiation (GTR).

(a)
| B Specula_ur
i 7~ Reflection  Rayonnement de Transition
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Rayonnement Smith-Purcell

Rayonnement de Transition
d’un Réseau de Diffraction

FIGURE 1.19. Comparaison Rayonnement de Transition, Rayonnement Smith-Purcell et Rayonnement de

Transition Diffractif.
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1.4.1 Dispositif expérimental “% “% <%

Le dispositif expérimental utilisé pour caractériser le rayonnement de transition d’'un réseau lors des
expériences a Gent (en 1998) est essentiellement celui qui avait éé déja utilisé a Geel en 1994 [15]. La
Figure 1.20 en donne le principe : le réseau est monté sur un support rotatif. Ladirection du faisceau étant fixe, on
change donc simultanément I’ angle d’incidence des électrons sur le réseau ¢ et |’angle d’ observation v, dans un
montage habituellement appelé montage a déviation constante W. Les nouveautés résident dans le fait que
|” énergie étant beaucoup plus basse, il sera possible d’ observer le cone d’ émission (alors qu'il était intégré par le
dispositif d observation a Geel), d' observer a deux angles de déviation constante ¥=90° ou ¥=120°, et enfin
d’ observer le rayonnement en dehors du plan d'incidence T=0°.

La Figure 1.21 montre I'implantation du dispositif d’ observation a Gent [48]. On a utilisé une série de
filtres a bande étroite (longueur d’ onde centrale s étageant de 400 nm & 700 nm tous les 50 nm, avec une largeur a
mi-hauteur de £5 nm) pour caractériser spectralement le rayonnement observé [15], et un polariseur linéaire pour
étudier les propriétés de polarisation du champ éléctromagnétique émis. Une caméra CCD intensifiée C5985
Hamamatsu a fenétre amincie (sensibilité accrue dans I’ infra-rouge proche) a été utilisée a Gent (une caméra a
tube intensificateur Vidicon LH 4036-25 de LHESA ELECTRONIQUE avait été utilisée a Geel). L' ensemble
polariseur, filtres et caméra est monté sur un banc optique inclinable pour I’ observation du rayonnement émis hors
du plan d'incidence. Le support de réseaux est monté sur un dispositif d’insertion a moteurs pas a pas commandé
depuis le Macintosh d'acquisition via une interface de commande écrite en language Labview [15]. Ce
programme permet le positionnement précis en rotation et en translation via une liaison RS232. I commande
aussi la sélection du filtre a bande étroite. La reproductibilité du positionnement est de 0,5 mm en translation et
0,1° en rotation. L’ acquisition des images est faite al’ aide du programme NIHImagel.6 via une carte AG5 Scion
sur un Macintosh 8600/250. L’ ensemble des ééments du banc optique : filtres, polariseur, camera (LHESA ou
Hamamatsu) avec son objectif et fenétre de quartz, a été calibré au Bureau International des Poids et Mesures
(BIPM) [48]. Les réseaux Zeiss utilisés pour les expériences ont été gravés dans une couche de 100 pm de SIiC
déposée sur un support en graphite de 10x50x50mm? et un dépot de 100 nm d’aluminium assure une haute
réflectivité.
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FIGURE 1.20. Principe desexpériences Smith-Purcell réaliséesa Geel (C=0°, W =90°) et a Gent (C variable, W
=90° ou 120°)
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FIGURE 1.21. Schémad’implantation du banc optiqueinstallé sur |I'accélérateur de Gent.

Cinq réseaux ont été utilisés, de périodes et de profils différents. La Table 1 résume les caractéristiques de
ces réseaux. Leurs profils et périodes ont été mesurés au microscope a effet de force atomique (AFM).

Les expériences réalisées a Gent ont utilisé un faisceau d' énergie 3 a 13 MeV, et sont donc parfaitement
complémentaires aux expériences qui avaient été réalisées a Geel avec un faisceau d' énergie 20 &4 120 MeV [15].
Pour obtenir un faisceau d’ électrons bien défini en taille et de faible divergence, deux collimateurs en graphite de
2 mm de diamétre ont été placésa 1 m I'un de |’ autre dans la ligne de faisceau. Ainsi un faisceau de diamétre de
|”ordre du mm et de divergence de |’ ordre du mrad a été obtenu. L'intensité maximale du faisceau est de 2 mA
moyen (pour environ 5 A utilisés durant les expériences). L’ accélérateur est pulsé avec une largeur de pulse
variable de 1 410 ms, et une fréquence de répétition gjustable de 1 a 1000 Hz.

TABLE 1. Caractéristiques des réseaux utilisés dans les expériences GTR

Réseau Période Caractéristiques
Triangulaire symétrigue 555.5nm  h/D=0.1
Triangulaire symétriqgue  555.5nm  h/D =0.54

Lamellaire 500 nm h/D=0.1aD=0.5
Blazé 500 nm h/D = 0.1 angle de blaze : 7.3°
Blazé 500 nm h/D = 0.2 anglede blaze: 12.4




1.4.2 Résultats “9 <% “%

Deux séries d' expériences ont été menées a haute énergie (20 a 110 MeV) sur |’ accélérateur linéaire de
I"IRMM aGeel [15] et aplus basse énergie (3 a13 meV) sur |’ accélérateur linéaire de Gent [48].

Les principaux résultats obtenus ont fait I’ objet d’ une publication [60] et sont :

autour de la direction de la réflexion spéculaire, le rayonnement observé présente des caractéristiques
identiques (spectre, polarisation, dépendence en énergie) au rayonnement de transition d’ une surface plane
(¥ =90° et W = 120°),

une émission de rayonnement quasi-monochromatique a été observé loin de la direction de la réflexion
spéculaire,

a haute énergie (E > 20 MeV) et pour un angle d’incidence du faisceau faible (¢ < 6°), le rayonnement
produit présente des caractérisiques similaires au rayonnement Smith-Purcell en spectre, polarisation et
dependence énergétique (W = 90°)[15],

a basse énergie (E < 13 MeV) et pour des angles d'incidence plus élévés (¢ >10°) et pour un angle de
déviation constante W = 120° , on observe loin de la direction de la réflexion spéculaire une émission
constituée d'un pic intense et d’ une structure similaire au double lobe d’ émission OTR,

le rayonnement émis dans |’ ordre O prés de la direction de la réflection spéculaire est trés peu sensible au
profil du réseau, par contre le rayonnement émis a grande incidence (ordre -1) est plus sensible au profil.

La Figure 1.22(a) montre I’intensité mesurée a A =400 nm avec un réseau de période 500 nm avec un
angle de blaze de 12.4° et pour un faisceau d'énergie 5 MeV et un angle de déviation constante de W = 120°. Les
résultats sont donnés en unités arbitraires en fonction de I’angle d’incidence ¢ du faisceau sur le réseau. On
constate que I’ ordre 0 est émis dans la direction de la réflexion spéculaire comme un continuum avec de petites
variations seulement en fonction de la longueur d’ onde, comme pour le rayonnement de transition classique. On
constate un pic d’ émission pour ¢ = 45°. Autour de ¢ = 32°, on observe une structure en double lobe similaire &
I’ordre O : c'est I’ ordre -1, correspondant al’ effet diffractif attendu.

LaFigure 1.22(b) montre les émissions observées al = 400, 450, ...650, 700 nm, superposées. On observe
une succession de pics d’ émission, I"angle ¢ du maximum diminuant quand lalongueur d’ onde augmente. 11 est a
noter que I’ intensité de ces lignes quasi-monochromati que est plus grande que celle du rayonnement type OTR au
voisinage de la direction de reflexion spéculaire.

Des courbes similaires ont été obtenues pour tous les réseaux utilisés lors des observations a W = 120°.
Lors des observations a W = 90°, les mémes caractéristiques ont été mesurées, mais la plage de longueur d' onde
pour lesquelles I’ effet diffractif a été observé était réduite a\ = 400, 450, ...550 nm.

Enfin, le méme type de rayonnement avait été observé lors des experiences a Geel avec des faisceaux
d'énergie 20 a 110 MeV. La Figure 1.23 montre les courbes relevées pour E = 85 MeV avec les réseaux a 1800
traitsmm en fonction de I'angle d'incidence ¢. Les données mesurées brutes (sans filtre) et avec filtre sont
données. Notons que dans ce cas |’ acceptance angulaire du systéme de mesure était supérieure a |’ ouverture du
cone OTR ce qui explique I’ obervation d’ un pic unique a g = 45° [15]. On observe dans ce cas I’ émission de trois
pics a 550, 500 et 450 nm pour ¢ = 2.3°, 6° et 10° respectivement. Notons aussi que dans ce cas, et contrairement
aux observations a faible énergie, le rayonnement de transition dans I’ ordre O est beaucoup plus intense que le
rayonnement dans |’ ordre -1.

Plusieurs expériences ont été effectuées pour différentes énergies entre 3 et 13 MeV a Gent et entre 20 et
120 MeV a Geel. Ces expériences ont permis de caractériser la dépendance énergétique du rayonnement de
transition diffractif dans cette gamme d’ énergie. Pour I’ ordre 0, on retrouve une dépendance identique a celle du
rayonnement de transition d’une surface plane. La Figure 1.24(a) (cercles pleins) décrit les résultats obtenus a
Gent, montrant la dépendance en y2 caractéristique du rayonnement de transition dans le domaine relativiste. La
Figure 1.24(b) done les résultats obtenus a Geel. Dans ce cas, |le rayonnement détecté est intégré angulairement
par le détecteur. La courbe théorique dans les conditions de I’ expérience est donnée sur laméme figure. A part un
point 230 MeV, la correspondance est tres bonne.
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FIGURE 1.22. Rayonnement observé avec un angle de déviation constante W = 120° pour un faisceau d’ énergie

5MeV et le réseau blazé a 12.4° de période 500 nm. (a) : A =400 nm. (b) Superposition des
measures a différente longueursd’onde. La contribution del’ordre 0 dans (b) a été multiplié par
un facteur 10.
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FIGURE 1.23. Emission pour un réseau a 1800 traitmm en fonction del’angled’incidencef a 85 MeV. Cercles

ouverts: sans filtre. Cercles pleins: a 550, 500, 450 nm (gauche a droite). (a) Courbe pleine:
guide pour I'cal. (b) intensité dans|’ordre 0. (c) Courbe pleine: guide pour I’ gl

L’ étude du rayonnement émis dans I’ ordre -1 a montré que le comportement global était similaire a celui
du rayonnement Smith-Purcell lorque I’ angle d’incidence du faisceau est faible (@ < 6.5° dans les expérience de
Geel). La dépendance en energie a été déterminée en utilisant I'équation (1.37). Le profil du faisceau est
déterminé a I’ aide du moniteur OTR décrit précédemment, et gjusté a une gaussienne. L’ énergie du faisceau est
déterminée a I'aide d'un analyseur magnétique et du programme OTR4.0 quand la qualité du faisceau le
permettait. Pour tenir compte de I'angle d'incidence fini du faisceau, |’équation (1.37) a été intégrée
numeériquement selon lalongueur du réseau en supposant une trajectoire paralléle par morceau sur une période D
du réseau (stepwise paralel). Ladivergence du faisceau est négligée dans les calculs.
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FIGURE 1.24. Dépendance en énergie du rayonnement de transition d’un réseau entre 3 et 120 MeV pour les
ordresdediffraction O et -1.

La Figure 1.24(c) montre les résulats obtenus pour les deux réseaux SiC a 1800 traits par mm. Les cercles
donnent |es valeurs du facteur de radiation |R_l (0,0 )| dérivées de |’ intensité mesurée pour ® < 6°. Lacourbe
est la dépendance en énergie théorique calculée pour un réseau lamellaire h/D=0.1 and a/D=0.5 et de période
555.5 nm pour un rayonnement Smith-Purcell pur. Jusqu’a 70 MeV, |’ acord obtenu est bon. A plus haute énergie,
les différences deviennent notables. On peut sans doute les expliquer par les limitations du modéle utilisé:
trajectoire stepwise, divergence angulaire nulle, et surtout hypothése de conducitivité infinie sans aucun doute
incorrecte dans le domaine visible.

Les expériences de Gent [48] ont montré que I'intensité observée était a peu prés constante dans le
domaine d' énergie considére (3 213 MeV). La Figure 1.24(a) (cercles) montre |es résultats obtenus pour ¥ = 90°
et A =550 nm avec un réseau a 1800 traits/mm pour I’intensité du pic du maximum d’émission. Pour cet angle
d’incidence élevé, on ne peut appliquer laméme procédure d’ analyse que pour les expériences de Geel.

Notons que pour I'ensemble des expériences réalisées de 3MeV a 120 MeV, aucune variation de la
dépendance en énergie du rayonnement détecté en fontion du profil du réseau n’est observable, et ce pour
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I”ordre 0 comme pour I’ ordre -1. De méme, dans le domaine du visible de 400 nm a 700 nm, aucune variation en
fontion de lalongueur d’ onde de la dépendance en énergie du rayonnement détecté n’ a été notée.

Pour conclure, on peut dire que les résultats obtenus sont en conformité avec les modéles théoriques du
rayonnement de transition pour ce qui est de la dépendance en énergie de I’ ordre O et I’ effet Smith-Purcell pour
I"ordre -1 quand il est émis pour un faisceau d’incidence rasante.
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FIGURE 1.25. Polarisation du rayonnement de transition d’un réseau observée pour un faisceau d’énergie
7.5MeV et les réseaux a 1800 traitsymm. Ordres de diffractions O et -1 pour 400 nm < A < 550
nm. Rayonnement est observé dansle plan d’'incidence T = 0° et pour T = 3.8° (cf Figures 1.20).
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Une autre caractéristique importante du rayonnement est sa polarisation. Pour la caractériser, un polariseur
linéaire monté sur support rotatif est installé devant la caméra de détection (Figure 1.21). Le rayonnement est
détecté soit dans e plan d'incidence du faisceau d' électrons défini par T = 0°, soit pour un angleC = 3.8° (= iy a
7.5MeV).

Les Figures 1.25(a) et 1.25(c) montrent les composantes des ordres 0 et -1 observées a 7.5 MeV pour les
réseaux de période D =555.5nm et pour T=0°. On constate que le rayonnement observé est presgue
complétement polarisé dans|e plan d observation (ou polarisation H : le champ magnétique est paralléle aux traits
du réseau, c’est adire perpendiculaire au plan d’ observation). Le rayonnement de transition d’ une surface plane
présente la méme polarisation. C'est aussi e cas du rayonnement Smith-Purcell, mais dans notre expérience, le
faisceau arrive avec une incidence élevée (¢ =20° pour A =400 nm). La faible composante perpendiculaire
observée peut sans doute étre expliquée par la divergence du faisceau d'électron et I’ acceptance du systéme
optique. Les Figures 1.25(h) et 1.25(d) montrent les résustats obtenus pour T = 3.8°. La composante paralléle est
pratiquement inchangée, aussi bien pour I'ordre O que I’ordre -1. Par contre, un pic important apparait pour
|”ordre 0, composante perpendiculaire, alors que pour |’ ordre -1, aucun rayonnement n'’ était détectable dans nos
expériences (Figure 1.25(d)).

Dans les expérience a Gesel, seul le rayonnement émis pour T = 0° était détectable [15]. Compte-tenu de
|"angle d'incidence trés faible du faisceau d’ électron, on prévoit un rayonnement linéairement polarisée dans le
plan d'incidence, comme le rayonnement Smith-Purcell. C'est en effet ce qui est observé a 35, 55, et 97 MeV,
comme le montre la Figure 1.26.

12 T I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1

Intensity (A.U.)
(o]
|

A
=
0 l
-360 -270 -180 -90 0 90 180 270 360

Polarizer Angle (degree)

FIGURE 1.26. Polarisation du rayonnement émis par un réseau a 1800 traitsymm pour différentesénergies: (+)
35MeV, (A) 55 MeV and (¢) 97 MeV
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1.4.3 Modéle semi-empirigue “% “% “%

La caractérisation qui a été faite du rayonnement de transition d’ un réseau, et la connaissance des modeles
théoriques disponibles pour le rayonnement de transition et pour I’ effet Smith-Purcell permettent de donner un
modéle semi-empirique de I’ effet étudié. Ce modéle est basée sur les hypothéses suivantes :

Pour I’ ordre O, le rayonnement émis présente les caractéristiques du rayonnement de transition, |’intensité
étant pratiquement indépendante du profil du réseau.

Le rayonnement observé loin de la direction de la réflexion spéculaire peut étre interprété comme étant
|”ordre O diffracté par le réseau, selon larelation classique des réseaux :

sinm, = sinn,+ n% (L.124)

Quand pour une méme longueur d’onde A un nouvel ordre de diffraction devient propagatif, on observe
une anomalie de Wood-Rayleigh, caractérisée par une forte atténuation du rayonnement émis. Dans le cas
du montage a déviation constante, on alarelation ¢ = + 6 — t/2, et la position de I’anomalie de Wood-
Rayleigh pour laquelle I’ ordre O devient évanescent (rayonnement de transition émis a incidence rasante
dansle cas d'un faisceau arrivant lui méme sous un faible angle d’incidence) est donnée par :

: I3
=1-= 1.125
sing, 5 (1.125)

LaFigure 1.27 illustre la construction des ordres O et -1 du rayonnement de transition d’ un réseau selon ce
modele semi-empirique, illustrant le rapport existant entre |’ apparition de I’ ordre O propagatif, et I’ atténuation
observée pour I’ ordre -1 (anomalie de Wood-Rayleigh).

Le modéle proposé est basée sur une construction de Huygens pour I’ onde diffractée, en se servant de
|"analogie connue entre le cas de la diffraction d'une onde plane propagative par un réseau, et celui de la
diffraction d’ une onde plane évanescente paralléle ala surface du réseau (effet Smith-Purcell).

propagative

n=0

X
\

evanescent

FIGURE 1.27. Modée semi-empirique de formation du rayonnement de transition d’un réseau.
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La Figure 1.28 illustre ce paraléle, et donne la construction dans ce modele de Huygens des ordres
diffractés pour le rayonnement de transition d’un réseau, en établissant le paralléle avec la construction classique
des ordres de diffraction dans le cas de la spectroscopie ou I’ onde incidente est réelle, et le cas déja étudié du
rayonnement Smith-Purcell (onde incidente évanescente se propageant parallelement a la surface du réseau). Ce
modele prévoie I’ observation d’ ordres diffractés négatifs et positifs, comme pour le cas de la spectroscopie, mais
a I'opposé de I'effet Smith-Purcell pour lequel seuls les ordres négatifs peuvent étre propagatifs. Bien
évidemment ce modéle ne permet pas de prévoir les amplitudes relatives des différents ordres.

La Figure1.30 donne le spectre d’émission obtenu avec notre modéle semi-empirique, en mettant
arbitrairement un facteur d’atténuation de 90% pour le rayonnement émis au dela de I'angle caractérisant
|”anomalie de Wood. On considére un électron d’énergie 5 MeV et un montage a déviation constante W = 120°.
L es spectres obtenus sont a comparer avec ceux présentés par la Figure 1.29 qui montre les spectres mesurés a
Gent avec un réseau blazé a 12.4° et un faisceau de 5 MeV. Il en résulte que notre modéle semi empirique de
construction de Huygens tenant compte des anomalies de Wood décrit trés bien, malgré ses limitations, laforme
générale du spectre d’émission, et en particulier la position du pic d’ émission corrrespondant a |’anomalie. Cela
montre que si le développement d’un modéle rigoureux est nécessaire pour décrire correctement |’ interaction
électron-réseau, de nombreuses propiétés sont déja accessibles al’ aide de notre model e semi-empirique.

Le lecteur intéressé trouvera dans la thése de Pascal Henri, que|j’ai supervisée durant mon second séjour a
I"'IRMM, une étude expérimentale détaillée du rayonnement GTR, portant sur la dépendance en énergie,
I"influence du profil du réseau, et la géométrie de détection [48].
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FIGURE 1.28. Construction de Huygens des ordres diffractés pour les cas de diffraction par un réseau (a)
d’'une onde plane propagative, (b) d’'une onde plane évanescente parallélle au réseau
(Rayonnement Smith-Purcell), (c) d’une distribution autour de la direction de reflexion
spéculaire d’ondes planes: rayonnement detransition d’un réseau.
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FIGURE 1.29. Spectresd’émission GTR observésdans!’ordre-1et I'ordre O (réflexion spéculaire) de 500 nm a

700 nm par intervalle de 50 nm pour un réseau blazé 4 12.4°. Détection par montage a déviation
constante avec ¥ = 120°. Energie du faisceau d’éectron de’5 MeV. On observe une augmentation
progressivedel’intensité del’ordre-1 par rapport al’ordreO.
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FIGURE 1.30. C ion d d’émission d d ition d’ S sel
U oU. onstruction du spectre emission au rayonnement e transition un reseau on notre

modéle semi-empirique : a comparer ala Figure 1.22(a) et la Figure 1.29. L'ordre -1 est obtenu
par une construction de Huygens par rapport au rayonnement de transition classique. Un
coefficient d’atténuation de 90% est appliquélorsquel’ordre-1 devient propagatif (anomalie de
Wood-Rayleigh, voir Figure 1.27 et Figure 1.28).
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1.5 Microscope a Rayonnement de Transition

Nous avons vu que le rayonnement de transition pouvait donc étre utilisé pour faire du diagnostic de
faisceau de particules chargées, pour mesurer la taille du faisceau en focalisant le systéme de détection sur un
radiateur de géométrie connue (plane). De méme, en focalisant la détection a I’infini, on mesure |’ énergie et la
divergence du faisceau incident. C'est lal’ utilisation principal e de cet effet, avec la détection de particule chargée,
similairement au détecteurs Cherenkov.

Une propriété tres intéressante du rayonnement de transition est que les photons sont émis al’ endroit exact
ou la particule chargée frappe le radiateur. Cette propriété, longtemps débattue, a été récemment démontrée de
maniere rigoureuse [61].

On peut alors proposer |'application “inverse”, a savoir envoyer un faisceau de particules d’ énergie et de
dimensions spatiales (trés petites par rapport ala résolution optique) connues sur une cible a caractériser al’aide
d'un dispositif de détection. On peut alors espérer obtenir une image de la cible obtenue dans la partie visible du
spectre, en champ lointain, de résolution bien meilleure qu’ en microscopie optique classique, limitée par le critére
d Abbe.

L’ expérience a été faite par Naoki Yamamoto et ses collegues [62][63]. En utilisant |e faisceau d' électrons
tres fin (50 nm) délivré par un microscope électronique a balayage avec une détection optique, ils ont obtenu une
résolution de |’ ordre de 100 nm, soit environ lamoitié du critére d’ Abbe pour un microscope optique opérant dans
levisible. LaFigure 1.31 donne le principe d’ un tel microscope.

Ce travail portait sur la physique des surfaces et interfaces. Son extension a la biologie restera cependant
trés séverement limitée par des contraintes rebutantes: la nécessité d’ opérer dans le vide et les problémes de
charge du spécimen interdisent de travailler sur des spécimens vivants. De plus, le rayonnement de transition étant
par nature un effet de surface, les analyses 3D ne sont pas possibles. Les limitations sont en fait les mémes que
celles de la microscopie électronique a balayage.

Nous retrouverons aux Chapitrell et Chapitrelll, consacrés a la microscopie optique et a ses
améliorations matérielles et logicielles, le principe sous-tendant I’amélioration de la résolution dans ce type de
microscope, a savoir que la limite dans un microscope optique a balayage n’'est pas imposée par |’ optique de
détection, mais par le plus petit volume dans lequel on provogue I’ émission lumineuse. L’ ensemble des travaux
actuels visant a améliorer la résolution en microscopie optique se basent en effet sur la maitrise des phénomeénes
d’ émission photonique dans le spécimen.

Detector

Emitted Transition
Radiation

Electron beam

(low energy) Focusing Lens

P
V
\
\
\
/\W\V

Surface

FIGURE 1.31. Principe du microscope arayonnement detransition.




1.6 Conclusion

L’ étude des phénomeénes physiques assez fondamentaux décrits dans cette partie m’a amené a aborder des
domaines tres divers tels I'éectromagnétisme, I’optique ou la physique des accélérateurs, avec aussi une
composante appliquée a travers la technologie des accélérateurs de particules et leur instrumentation pour le
diagnostic de faisceau ou la conception et laréalisation d’ expériences de physique des rayonnements. J ai ainsi pu
acquérir une culture scientifique et technique large et solide.

En particulier il faut souligner que les avancées proposées dans le domaine du diagnostic du faisceau ou
dans la construction de nouvelles sources photoniques n'ont été possibles qu'a partir d’une connaissance
approfondie des phénomenes en jeux et de |’ état de |’ art des techniques déja utilisées.

De nombreuses idées sont apparues, certaines ayant été déjatraitées, commelagénéralisation al’incidence
oblique du rayonnement Smith-Purcell, ou le développement d’un modéle du rayonnement de transition pour des
interfaces de profil quelconque. D’ autres sont pour |’ instant restées en suspens, je pense en particulier a:

I’ extension du modéle de I effet Smith-Purcell au cas des surfaces métalliques et diélectriques,

la généralisation du modéle intégral du rayonnement de transition (3D et surfaces métalliques ou
diélectriques),

I’amélioration du systeme de diagnostic de faisceau déja installé au cas des faisceaux de faible émittance,
par I’ utilisation d’ un interférométre de Wartski.

Ja pu engager des collaborations avec plusieurs collegues, tels Wim Mondelaers de I’ Université de Gent,
Norbert Maene du Vlaamse Institut for Technologish Onderzoek, Yoshitate Takakura du L aboratoire des Systeémes
Photoniques de I’ Université Louis Pasteur de Strasbourg, et plus récemment avec Floreat Scarlat, de I’ Institut de
Physique Nucléaire de Bucarest en Roumanie, collaborations fructueuses qui ont vu la publication d’ articles en
commun. Enfin, lors de mon s§our au Japon en 2002, j'a pu reprendre ces travaux en collaboration avec le
groupe du Pr Kazuo Ohtaka de I’ Université de Chiba, et comparer |’ efficacité des réseaux de diffraction avec celle
des cristaux photoniques, un domaine treés prometteur en optique.

Jai ainsi eu |’ occasion de travailler dans une ambiance multi-culturelle trés motivante, et de rencontrer des
collégues de tous pays, montrant que I’ internationale des sciences est une réalité pour qui veut bien ouvrir son

esprit.

Jai eu en charge a plusieurs reprises le suivi du travail d’étudiants du Hoger Instituut der Kempen (Gesl-
Belgique) en informatique, de I’ Ecole Nationale Supérieure de Physique de Strasbourg en physique appliquée et
en informatique. Enfin, j'ai effectué I’encadrement d'un étudiant de I'Université Louis Pasteur (ENSPS)
effectuant sathese al’lRMM (these soutenue en Décembre 99).

Cestravaux ont donné lieu a plusieurs publications écrites et orales ainsi qu’ a des présentations par posters
et lors de séminaires invités. Ils ont fait I’objet de plusieurs rapports d’ activités, et ont donné naissance a deux
programmes d’ analyse et de suivi de faisceaux de particules chargées, basés sur le rayonnement de transition.

Notons enfin que ces travaux, qui ont été abandonnés en Europe (a I’ exception du groupe de physique
nucléaire de I’ Université de Mainz), ont donné lieu au développement d’ une source infra-rouges lointains-ondes
terahertz basée sur I'effet Smith-Purcell (voir reproduction de I'article de Laser Focus World) par la société
Vermont Photonics (USA) qui travaille en collaboration avec le Dartmouth College (groupe de feu John Walsh et
de Keith Woods)...
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Journaux a comité delecture:

“Photonic crystals versus diffraction gratings in Smith-Purcell radiation”
S. Yamaguti, J. Inoue, O. Haeber|é and K. Ohtaka, Phys. Rev. B 66, 195202 (2002)

“Integral method to study transition radiation from surfaces with arbitrary profile’
Y. Takakuraand O. Haeber|é, Physical Review E 61, p. 6214 (2000)

“Grating Transition radiation - a source of quasi-monochromatic radiation”
P. Henri, O. Haeberlé et al., Physical Review E 60, p. 6214 (1999)

“Reciprocity theorem for Smith-Purcell radiation”
O. Haeber|é, Optics Communications 141, p. 237 (1997)

“Smith-Purcell radiation from electrons moving parallel to a grating at oblique incidence to the rulings’
O. Haeberléet al., Physical Review E 55, p. 4675 (1997)

“Calculations of Smith-Purcell radiation generated by electrons of 1-100 MeV”
O. Haeberléet al., Physical Review E 49, p. 3340 (1994)
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“The Improved Point Matching Method for triangular metal gratings’

F. Scarlat, M. Facina, C.D. Dinca, V. Manu, A. Karabarbounis, E. Stiliaris, J. Papadakis, Ch. Trikalinos and
O. Haeberlé, Proceedings of Radiation by Relativistic Electrons in Periodic Structures 4" | nternational
Symposium RREPS-99, Lake Baikal (Russia), September 13-16, 1999, in Nucl. Instr. Methods B (2001)

“Grating transition radiation: anew source of monochromatic light using relativistic electrons’
P. Rullhusen, P. Henri, O. Haeber|é, N. Maene and W. Mondelaers 121" Intl. Conf. on High-Power Particle
Beams, BEAM98 Haifa (Israél), June 7-12, 1998 X XX X
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“Radiation produced by electrons interacting with flat and modul ated surfaces”
P. rullhusen, O. Haeber 1€, P. Henri, W. Mondelaers and N. Maene, First workshop on X-rays from electron
beams, Rossendorf (Germany), February 24-26, 2000

“The Point Matching Method for triangular metal gratings”

F. Scarlat, M. Facina, C.D. Dinca, V. Manu, A. Karabarbounis, E. Stiliaris, J. Papadakis, Ch. Trikalinos and
O. Haeberlé, Radiation by Relativistic Electrons in Periodic Structures 4N |nternational Symposium
RREPS-99, Lake Baikal (Russia), September 13-16, 1999

“Transition Radiation from a Grating”

O. Haeberlé, P. Henri, P. Rullhusen, N. Maene and W. Mondelaers 3" International Workshop on
Radiation Physics at Electron Accelerators, 198. WE-Heraeus-Seminar, Tabarz (Germany), June 9-12,
1998

“Experiments on Smith-Purcell radiation using 20-100 MeV electrons”
P. Rullhusen, O. Haeberlé and N. Maene 2" |nternational Workshop on Radiation Physics at Electron
Accelerators, 146. WE-Heraeus-Seminar, Bad Honnef (Germany), June 21-23, 1995

Posters:

“Grating transition radiation: a new source of monochromatic light using relativistic electrons’
P. Rullhusen, O. Haeber|é, P. Henri, N. Maene and W. Mondelaers 12" Intl. Conf. on High-Power Particle
Beams, BEAM98 Haifa (Israél), June 7-12, 1998

“The reciprocity property: atest for the diffraction theory of the Smith-Purcell effect”
O. Haeberlé, Radiation by Relativistic Electrons in Periodic Structures 34 International Symposium
RREPS-97, Tomsk (Russia), September 8-12, 1997

Séminairesinvités:

“Smith-Purcell, Transition Radiation and grating Transition Radiation*
Center for Frontier Science, Chiba University, Chiba (Japan), 26. April 2002
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“An integral method to study transition radiation from surfaces with arbitrary profile: application to
transition radiation from a grating”

Research Institute for Scientific Measurements, Tohoku University, Sendai (Japan), 18. April 2000 (a
I"invitation de la Japanese Society for Infrared Spectroscopy)

“Quasi-monochromatic electromagnetic emission by electrons interacting with a grating: Smith-Purcell
and grating transition radiation”
Institute for Nuclear Physics, University of Mainz, Mainz (Germany), 19. July 1999

“Transition radiation from a grating: a new source of monochromatic radiation”
Japan Aviation Electronics Topical Meeting 99, Tokyo (Japan), 5. April 1999

“Electromagnetic radiation emitted by electrons interacting with a grating: Smith-Purcell and grating
transition radiation”

Research Institute for Scientific Measurements, Tohoku University, Sendai (Japan), 8. April 1999 (a
I"invitation de la Japanese Society for Infrared Spectroscopy)

“Etude du rayonnement éectromagnétique émis par un €électron en interaction avec une surface
diffractive”

Séminaire CEA, Service de Physique et Techniques Nucléaires, Bruyéres-Le-Chatel (France), 9 Janvier
1995.

“Smith-Purcell radiation generated by relativistic electrons interacting with a diffraction grating”
Optical Science Center, University of Arizona, Tucson (USA), 13. May 1993

Rapportsd’ activités:

“Radiation Physics’
Annual Progress Reports on Nuclear Data 1992-93-94-98, Joint Research Center, Bruxelles, European
Union, Institute for Reference Materials and Measurements, Geel, JRC-EU

“Etude théorique du rayonnement Smith-Purcell produit par des électrons relativistes”
Rapport d études pour le Ministére des Affaires Etrangéres et de la Coopération, 1993 (Diffusion
Restreinte)

Programmesinformatiques :

“OTRA4.0” G. de Roost, S. Schaeffer, O. Haeberlé and P. Rullusen
Programme d'analyse (taille, divergence, énergie) de faisceaux relativistes d'électrons basé sur le
rayonnement de transition optique (disponible sur demande).

“BeamTracker”, O. Haeber|é, P. Henri and P. Rullhusen
programme de suivi de position de faisceaux relativistes d’ électrons basé sur |e rayonnement de transition
optique (disponible sur demande).

Participation a desjury dethese:

“Grating Transition Radiation : electromagnetic radiation generated by electrons crossing a diffraction
grating” Pascal Henri, Université Louis Pasteur, Strasbourg (1999)
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Tunable terahertz source targets molecular vibrations

Kathy Kincade

Terahertz technology originally developed at Dartmouth College (Hanover, NH) nearly two decades ago
may have finally found its niche—studying proteins and other large molecules with resonances in the terahertz
frequency range (see "Old electron microscope generates infrared light," Laser Focus World , October 1998).
Licensed to Vermont Photonics (Brattleboro, VT) in 1988, the tunable terahertz-source technology originally
devised by Dartmouth physics professor John Walsh has undergone several refinements and improvements,
yielding a compact spectroscopic tool, which its devel opers believe offers some unique capabilities, particularly
for molecular biology and proteomics research.

"What we are doing is like a tabletop free-electron laser (FEL) or a nanoklystron that generates a free-
space photon field directly,” said Mike Mross, president of Vermont Photonics. "With narrow bandwidth,
tunability over 0.3 to 3.0 THz, and a 'desktop’ footprint, our source offers possibilities for imaging and
spectroscopy that are not available using synchrotrons, wiggler FELSs, or pulsed terahertz systems."

A tunable terahertz source produces radiation between 1000 and 100 pum (0.3 to 3.0 THz), with
continuous-wave power in the microwatt range and bandwidth around 1 cm-1. The system is commonly
used with helium-cooled silicon bolometers yielding a signal-to-noise ratio of better than 1000:1.

The original technology licensed from Dartmouth involved a modified scanning-electron microscope
(SEM) that yielded far-infrared energy by passing an electron beam over ametal grating, with the electrons being
produced by a set of SEM optics. Even then, the wavelength of the source could be tuned from 200 to more than
1000 pm (1.5 to 0.3 THz) with output powers of about a nanowatt. Today the system retains few of its SEM roots,
but the underlying configuration is the same: a compact, continuous-wave, narrowband Smith-Purcell tunable
terahertz source that now produces several microwatts of power at a bandwidth of around 20 pm with a signal-to-
noise ratio of better than 1000:1. Tunability is achieved by adjusting the geometry of the resonance structure or by
changing the voltage of the electron beam.

"Continuous-wave powers are in excess of 1 mW and are emitted over a small solid angle from a source
area of about 1 mm<," said Thomas Lowell, vice president of Vermont Photonics. "This means that at 400 um, for
example, the source brightness is more than 100 times greater than a mercury arc lamp and about 10 times more
than atypical synchrotron source."

Mross and Lowell see multiple molecular research applications for this technology in spectroscopy,
imaging, and detection of DNA hybridization states and protein ligand binding states. Research has shown that
nanoscale clusters of water molecules support terahertz vibrations and certain organic molecules show strong
absorption and dispersion due to rotational and vibrational transitions that are specific to the molecule, thus
enabling terahertz fingerprinting. Other potential applications include protein identification for drug discovery,
with the terahertz system offering a more-efficient approach to tagging biomarkers.
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"It appears that proteins have unique signatures around 1 THz, and researchers are starting to realize that
molecules like protein and DNA can resonantly vibrate at frequencies in this range and that those vibrations may
actually have something to do with molecular structure and function,” Mross said. "While broadband terahertz
sources are very good for identifying some protein resonances, you then might want to go in and pump or ‘jiggle
these resonances to see how they respond, which is something broadband terahertz cannot do."

Vermont Photonics currently operates two experimental continuous-wave Smith-Purcell tunable terahertz
sources at its laboratory. The company is hoping to collaborate with other researchers to begin designing some
simple experiments that will demonstrate the utility of this technology for nanoscale research and subcellular
function.

Laser Focus World May, 2003

Pink Floyd “Dark Side of the Moon”
Cherchez I’erreur....
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CHAPITRE I VOIR DE PLUS EN PLUS
PETIT...

“Bien que tout ceci soit de I’aberration, il y a de la méthode Ia-dedans”
Polonius, Hamlet, Acte 11 Scéne 11
“... nous nous trouvons donc dans la situation d'un homme qui ne pourrait considérer un objet qui
I"intéresse qu'a travers des verres de lunettes dont il ignorerait absolument les propriétés optiques.”
Max Planck

Ry

= M : L
PELEEETEER LR LR L e ]

Roy Liechtenstein “Peace through Chemistry”
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2.1 Introduction

2.1.1 Un peu d’histoire

L' utilisation d’une lentille pour améliorer la vision est treés ancienne. Ainsi Pline I’ Ancien écrivait: “ Les
émeraudes sont habituellement concaves de telle sorte qu'elles peuvent concentrer les rayons lumineux.
L’ Empereur Néron regardait les combats de gladiateurs a travers une émeraude” .

Curieusement, il faudra attendre le X1119™ siécle pour voir apparaitre les lunettes. On attribue
généralement leur invention a un dénommé Amati. Apparues vers 1280-1285 a Florence en Italie, les lunettes
seront adoptées trés rapidement a travers toute I’ Europe. Associer deux lentilles pour augmenter le pouvoir
grossissant fut alors une chose naturelle. Le microscope aurait été inventé par Zacharias Jansen, qui vivait a
Middleburg en Hollande vers 1595. L’ invention de Jansen se propagea trés vite a travers I’ Europe et en quelques
années de nombreux artisans se lancerent dans la fabrication de microscopes. Pourtant, mis a part certains érudits,
tel Galilée, le microscope était plutdt percu comme un divertissement et non comme un instrument scientifique.

En 1665, la parution de |’ ouvrage Micrographia, par Robert Hooke attira |’ attention sur cet instrument en
tant qu'outil pour la recherche scientifique. A partir de cette date, les progres s accélerent de fagon notable. Au
XVIII®"€ siécle, de nombreuses améliorations sont apportées au microscope qui prend une forme presque
définitive. Toutefois, la médiocre qualité des lentilles limitait severement le pouvoir de résolution des
microscopes de I'époque. Mais au XIX®M® sécle, les progrés de I'optique permirent d améliorer
considérablement les objectifs et oculaires. Vers 1880, des détails aussi petits que 0,2 um sont enfin accessibles.
Sauf cas particulier, |es microscopes optiques modernes courants ne font guére mieux.

L es dével oppements ne se sont pourtant pas arretés, et chaque année voit de nouveaux progrés s’ accomplir.
Diverses techniques pour voir des détails encore plus fins ont éé mises au point. Certaines concernent
I"instrument [ui-méme, d’ autres visent a améliorer a posteriori les résultats de I’ observation et seront traités dans
le chapitre suivant.

Dans ce chapitre seront décrits les instruments les plus couramment utilisés en microscopie de
fluorescence, a savoir le microscope optique, le microscope confocal, et le microscope biphoton. Ces instruments
sont a la base des instruments optiques (quoique de plus en plus I’ électronique et I’ informatique subliment leurs
performances), et par [&méme les limites de ces instruments sont déterminées par les propriétes physiques des
processus de formation d'images, et donc par les phénomeénes de diffraction. On retrouve donc dans la description
mathématique des ces instruments, d' une part les phénoménes de base de I’ optique géométrique (notion de
grandissement), et I’ optique diffractive d’ autre part (tache de diffraction, pouvoir de résolution). Dans cette étude
nous nous focaliserons principalement sur la microscopie de fluorescence. Néanmoins, une trés grande partie des
résultats exposés s étend aux autres types de microscopie. Nous donnerons donc tout d abord une description
physique de |’ instrument, ainsi qu’ un rappel sur le principe de lafluorescence permettant |a formation des images.

Ensuite, les propriétés d'imagerie du microscope conventionel seront éudiées a I'aide des théories
optiques de la diffraction. Ceci permettrala compréhension de deux évolutions du microscope de fluorescence : le
microscope confocal et le microscope multi-photon.

Enfin, certaines solutions nouvelles sont proposées pour encore améliorer la résolution de I’ instrument.

2.1.2 Constitution d’un microscope de fluor escence

Depuis son invention, le microscope optique a montré son interét dans des champs d’ applications aussi
variés que la biologie, la physique des matériaux, le contrdle non-destructif, par exemple dans I’industrie de la
micro-électronique. De nombreux types de microscopes ont été développés pour satisfaire les besoins toujours
plus pointus en imagerie. Sont ainsi apparus |es microscopes en transmission ou en réflexion suivant la nature de
|"objet observé, les microscopes en lumiéere polarisée, les microscopes a contraste de phase, particuliérement
adaptés aux objets transparents et fins.




Dans tous ces instruments, la lumiére interagit avec le spécimen, subissant des réflexions ou réfractions
gue I’ on va détecter pour former une image. Par exemple dans un microscope de Nomarski, on détecte de faibles
variations d'indice optique dans un objet transparent. C'est donc la lumiére d'éclairage qui est détectée apres
interaction avec le sujet.

Le microscope de fluorescence est un cas a part dans la mesure ou on ne fait pas la détection a lalongueur
d’onde d’ éclairage. Ceci est imposé par |e phénomene de fluorescence, et présente ainsi I’ avantage de permettre la
détection de zones spécifiques qui sont celles qui présenteront une fluorescence. Celle-ci peut étre naturelle
(fluorescence endogéene) ou provoquée par un marqueur. On a ainsi développé une immense variété de sondes
spécifiques atelle ou telle zone ou fonction cellulaire.

D’autres types de microscopes utilisent des changements de longueurs d’ ondes entre I’ excitation et la
détection pour obtenir une information du spécimen. Citons par exemple, la génération de seconde ou troisieme
harmonique, ou la réponse non-linéaire des parties non centro-symétrique du spécimen est exploitée, ou la
microscopie Raman, basée sur |'effet Raman. D’autre part, le microscope moderne peut étre couplé a des
techniques d'imagerie rapide (étude de la décroissance temporelle de la fluorescence), multispectrale (étude de
co-localisation) ou spectroscopique. Les développements se poursuivent a | heure actuelle pour combiner ces
diverses techniques, et la microscopie donnant traditionellement des images en 2 dimensions, aprés avoir évoluée
versla 3D tends versla 4D (espace + temps, espace + spectroscopie, espace + durée de vie de fluorescence) voire
la5D. Il nefait aucun doute que les besoins de la recherche feront encore évoluer cet instrument.

Ses grands principes optiques restent cependant sensiblement les mémes: un microscope est
essentiellement composé de deux parties : un objectif et un oculaire. On y adjoint un systeme d’ éclairage et un
systéme de détection (I'cal dans sa version la plus simple). Les microscopes actuels voient leurs performances
augmentées par leur couplage aux moyens d’acquisition et de traitement d'images modernes. La Figure 2.1
montre un microscope de fluorescence typique, les trgjets des systémes d’ éclairage, d’ excitation et de détection
étant superposés ala photo. Basées sur ce principe, trois grandes variantes sont utilisées, différant dansla maniere
d’exciter le spécimen et de détecter lafluorescence : |e microscope optique classique, le microscope confocal et le
microscope bi-photon.

FIGURE 2.1.  Microscope de fluorescence typique (Document Olympus Japon)
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FIGURE 2.2.  Microscope conventionnel de fluorescence : le volume d’excitation est infini, le volume de

focalisation définit la résolution du microscope.

2.1.3 Le microscope conventionnel

L’ excitation du spécimen se fait de maniére globale et uniforme, par une lampe (généralement au xénon ou
au mercure). L'image du spécimen est formée de maniére globale a travers I'objectif pour étre observée
directement al’cal ou enregistrée par une caméra. La Figure 2.2 indique les chemins optiques pour la détection
d’un point dans le plan focal et d' un point hors plan focal.

A cause des limitations du systéme optique, I’image d'un point n’est pas un point, mais une tache d' Airy
(@), qui définira la résolution du microscope. Notons auss que I'image d'un point en dehors du plan de
focalisation est aussi présente dans le plan de détection (plan image), bien que floue (b). De ce fait, I'image d’un
plan, si elle contient bien I'image du plan observé, est aussi dégradée par les informations des autres plans. Les
observations en trois dimensions sont donc difficiles, et il est impératif de restaurer lesimages avant toute analyse.

2.1.4 L e microscope confocal

Pour palier a ce défaut, on peut utiliser un montage confocal (Figure 2.3) [1][2]. L'illumination est alors
faite par un faisceau laser focalisé dansle plan d’ observation et qui balaye celui-ci. L’ excitation n’ est plus globale,
mais quasi-ponctuelle. D’autre part, la détection se fait au travers d’ un « pinhole » en position confocale par
rapport au spot d’ excitation, ¢’ est adire que le systéme de détection ne voit que la zone de focalisation du faisceau
d’excitation.

Ce montage permet de rejeter une trés grande partie de lalumiére (b) qui provient des plans autres que le
plan de focalisation : la résolution verticale du microscope confocal est donc meilleure que celle du microscope
conventionnel. Le signal est détecté al’aide d’ un photomultiplicateur, et I'image est donc formée point par point
par balayage de |’ objet. Si I'image est bien meilleure en terme de résolution, on peut cependant noter trois défauts
inhérents a ce systeme :

- I'acquisition est plus lente , a cause de la nécessité de balayer le spécimen pour former une image,
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FIGURE 2.3. (@) Microscope confocal de fluorescence : le pinhole permet de regjeter lalumiére en provenance

des plans autres que le plan focal. (b) Microscope biphoton. L’excitation n’a lieu que dans un
tout petit volume autour du point focal, & cause del’ effet non-linéaire

- lerapport signal sur bruit est généralement plus faible que pour le microscope classique,

- I"illumination par un faisceau laser focalisé engendre des intensités locales trés grandes qui peuvent
endommager le spécimen.

2.1.5 Excitation multi-photonique

Le microscope confocal a constitué un trés grand progres, mais certains problemes persistent avec les
spécimens biologiques vivants. Lorsgue les molécules d’ un fluorochrome sont excitées, il arrive souvent qu’ elles

générent des radicaux libres toxiques pour le spécimen observé. Ainsi si I’ on veut conserver ce spécimen vivant, il
faut limiter le temps d observation et I'intensité lumineuse. D’autre part, la fluorescence diminue avec
I” exposition (phénomene de photobleaching). Le microscope bi-photon permet de réduire ces 2 phénomeénes.

Pour cela, on utilise le phénomeéne d’ absorption simultanée de deux photons. Ce phénomeéne a été prévu
théoriquement dés 1931 [3] et démontré en 1961 [4], mais il a falu attendre 1990 pour le voir appliquer a la
microscopie [5]. C'est maintenant un outil «courant» [6]. L’ énergie nécessaire a la transition est fournie par deux
photons délivrant chacun lamoitié de |’ énergie nécessaire (on peut aussi considérer une excitation triphotonique).
Comme |la probabilité d absorption décroit comme le carré de I’ excitation, la transition d’ excitation n’a lieu que
dans un tout petit volume autour du point de focalisation (Figure 2.3). Loin de celui-ci, comme il n'y a pas
d'excitation, il n'y a ni photobleaching, ni phototoxicité. La détection peut alors se faire de maniére classique
(sans pinhole) tout en conservant les capacités de coupes optiques. Un inconvénient est que seul des lasers
femtosecondes (type TiS) délivrent des impulsions suffisamment puissantes permettant d’ induire |’ effet biphoton.
On retrouve aussi les inconvénients du microscope confocal : relative lenteur d’acquisition, rapport signal sur
bruit souvent faible. On peut aussi confocaliser le microscope biphoton pour améliorer la résolution.
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2.1.6 Imagerie 3-D

Par construction, le microscope (conventionnel, confocal ou confocal bi-photon) est un instrument fait
pour prendre des images en deux dimensions. Par déplacement du plan focal a travers le spécimen, il est
cependant possible d’acquérir une pile d'images 2D permettant de former une image en trois dimensions [7].
C'est la technique des coupes sériées (optical sectionning). On peut effectuer ce balayage axia soit en déplagant
I’ objet via une platine motorisée, soit en déplacant I’ objectif par rapport au spécimen, généralement al’aide d’un
élément piézo-électrique. La Figure 2.4 décrit un dispositif complet de mesure par coupes sériées. || est constitué
d’un microscope de fluorescence équipé d’un mécanisme de déplacement sur I'axe optique et d'un capteur
permettant de former une image. L'ensemble du pilotage et de I'acquisition se fait a partir de la station
informatique qui accompagne cet équipement. Elle peut également servir a traiter et a visualiser ces images, a
partir de connaissances sur e systéme et d’ outil de reconstruction.

Pour décrire correctement I'image en 3D ainsi obtenue, il est nécessaire de connaltre les caractéristiques
du systéme d’acquisition, et donc de I'objectif qui en est I'élément essentiel. Pour étudier les propriétés de
I" objectif, il faut faire appel alathéorie de la diffraction. Cette théorie s applique aux trois types de microscopes
considérés. Les éléments essentiels aretenir sont les suivants :

- larésolution d’un microscope est limitée par la tache de diffraction (tache d’ Airy)
- larésolution axiale est moins bonne que la résolution latérale (typiquement 3x moins)
- la présence d’ aberrations optiques dégrade encore |es performances.

L e paragraphe suivant est consacré aladescription de latache de diffraction al’ aide de différents modéles.
Ensuite, les théories dével oppées sont appliquées au cas du microscope confoca et des microscopes a objectifs
multiples. Un cas particulier de microscope, qui combine ces développements avec ceux du premier chapitre a
déja été exposé au Chapitre | : le microscope arayonnement de transition. Enfin, certains résultats expérimentaux
sont présentés, en microscopie de fluorescence et en microscopie théta en reflexion.

Ay

La caméra CCD prend les images
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FIGURE 2.4.  Principe d'un systéme d’acquisition en coupes sériées optiques: le microscope est équipé d'un

systeme de déplacement en z permettant de prendre des images de plans successifs a travers
I”échantillon. La pile d’image 2D ainsi acquise est assemblée et traitée par ordinateur.




2.2 Réponse Impulsionelle Optigue : Modé&e de Gibson et Lanni %

Gibson et Lanni ont introduit un modéle scalaire de formation d’image a travers un objectif de microscope
optique. Ce modéle, en dépit de certaines limitations, a I’ avantage de sa simplicité: il fait apparaitre clairement
les différentes composantes du systéme optique considéré, et peut aussi étre utilisé pour calculer les Réponses
Impulsionelles Optiques (RIO) ou Point Spred Functions (RIO) de microscopes confocaux et bi-photon [8][9].

Pour établir I’ équation permettant de calculer laRIO, on part de I’ intégrale de Fresnel-Kirchoff qui décrit
la diffraction d’ une onde sphérique par une ouverture [10]. Gibson et Lanni calculent alors I’ onde diffractée par
un objectif de microscope en tenant compte du chemin optique a travers les différentes couches séparant le
spécimen de |’ objectif et de la symétrie cylindrique du probléeme::

1 2 2
NXatVa
z

Up(xd,yd, z;) = ZQJJO(kap )eprW(p))pdp (2.1
d
0

ou C est une constante complexe, (Xg, Vg, Zq) Sont les coordonnées du point d’ observation, W(p) est un
terme de phase décrivant les différences de chemin optiques entre les conditions idéales, préconisées par le
constructeur, et les conditions réelles d observation. Le terme a représente le rayon de |’ ouverture limitante de
I’ objectif projetée dans le plan foca arriére tel que O<p<1. LaRIO est alors obtenue en calculant le carré de cette

intégrale :
1 2 2 2
NXg T Yy
zZ

PSF (x4 Y p2g) = Jo(kap ) exp(FW(p))pdp (2.2)
d
0

Le terme W(p) représente les aberrations de phase introduites par I’ utilisation de |’ objectif du microscope
dans des conditions autres que celles préconisées par le constructeur (dites conditions standard), et qui
garantissent un minimum d’ aberration. On a:

W(p) = k- OPD (2.3

ou K est le vecteur d’onde et OPD représente la différence de chemin optique entre un rayon dans les
conditions standard et un autre dans les conditions non standard.

Deux rayons paralléles (I'un dans les conditions standard et I’autre non) entrant dans un systéme de
lentilles sphériques ont la méme longueur de chemin optique dans ce systéme. Ainsi OPD se résume a la
différence des chemins optiques de la source ponctuelle aux points d entrée du rayon dans les conditions standard
et du rayon dans |es conditions non-standard.

La Figure 2.5 donne la représentation des chemins optiques dans un systéme de lentilles sphériques
minces, de deux rayons partant d’ une source ponctuelle et entrant dans la lentille frontale dans les conditions
standard et non standard, et ayant respectivment les trajets optiques ABCD et PQRS. On adonc :

OPD = [ABCD] - [PQRS] (2.4)

OPD est donc fonction des différents indices optiques et épaisseurs des milieux traversés :
OPD = nAB + ngBC +n,CD— (ng*PQ + ni*QR +nRS) (2.5)

Aprés transformation, on a:
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FIGURE 25.  Schéma illustrant les chemins optiques empruntés par deux rayons: ABCD est le chemin d'un
rayon entrant dans la lentille frontale dans des conditions non standard et PQRS est le chemin
d'un rayon partant d'une source ponctuelle et entrant danslalentille frontale dansles conditions
standard.

OPD - nStS + ngtg + nltl _ ng*tg* + nl*tl —+ nY (26)
cosB, cosB, cosB; |cosb , cos6,
g ! g i

avec :
0 : angle de propagation aux interfaces.

{5 : profondeur de I’ objet sous lalamelle.

N : indice de réfraction du milieu dans lequel setrouve I’ objet.
ty: épaisseur delalamelle.

Ng: indice de réfraction de lalamelle.

{; : épaisseur du milieu d'immersion.

N; : indice de réfraction du milieu d’immersion.

N : indice de réfraction de lalentille frontale de I’ objectif.

*: épaisseurs et indices de réfractions dans les conditions standard.

y = sinO(#;tan0 + ttan®, + ¢, tanb,;, . — (tg*tanﬂg* +¢ tanb. ) 2.7

D'apréslesloisde laréfraction, ona :
2
NA = nsnb =n smb, = cosb, = |l —(M> (2.8)

L' expression de |’ OPD devient aors:

(2.9)

n )2
| Mgl g 1 —(— 1n6> +n, ot 1= smB)
n imm* imm
g* lmm*
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Le microscope optique de fluorescence satisfaisant a la condition des sinus d’Abbé, OPD peut donc
s exprimer en fonction de coordonnées dans I’ espace image. Cette condition exprime une relation entre 6 et ¢,
angles entre I’ axe optique et un rayon entrant et sortant du systéme dans les conditions standard.

nobjsinﬂ = Mnl-mgsin(p (2.10)
ou M est le grandissement latéral de I’ objectif du microscope.

Ainsi un rayon émis par un objet se propagera dans la lentille frontale de I’ objectif avec un angle 6 et
arriveraal’intersection de I’ axe optique et du plan image avec un angle ¢. L’ équation (2.10) peut se réécrire sous
laforme:

nsin® = Msing = _MR_ (2.11)

A/Rz +Z?l

avec R ladistance entre I'axe optique et le point d'intersection du rayon lumineux avec le plan focal arriére.
On introduit aors la distance radiale normalisée p tel que:

p=Rla (2.12)

a étant le rayon de I'ouverture limitante de I'objectif projeté dans le plan focal arriére, avec O<p=<1. Il en
résulte que :

222 2.2
nzsinze = Mzsinzq) = Map _ N4 p (2.13)
2.2, 2 NA\2
ap itz |- ( ) (1-p°)
M
Comme (NA/M)? est trés faible en pratique (NA=1, M>10), cette équation se réduit a:
nsin® = NAp (2.14)
La combinaison des équations (2.13) et (2.14) donne alors :
2 2 2
OPD = n, 1—<Jﬂ9) +n 1-<M> Fnt 1-(M>
n el ng n n;
(2.15)

( g* g*./l_ Pisls 1_<N7/.19>2)

Lorsgue les valeurs réelles different des valeurs standard recommandées par le constructeur, des
aberrations de phase apparaissent. La présence d’ aberrations de phase va entrainer une dégradation de la qualité
de l'image et une diminution du contraste dans le plan focal. Par conséquent, il est indispensable que le
microscope soit utilisé dans des conditions aussi proches que possible des conditions standard.

Un probléme particulier existe quand I'objet observé possede un indice de réfraction différent de celui du
milieu dimmersion : I'image de chaque plan de cet abjet subira des aberrations différentes ce qui complique
encore le processus de formation des images : en effet dans ce cas, la RIO varie aors avec la profondeur du
spécimen.

Pour palier a ce probléme, les fabricants de microscopes ont développé des objectifs a immersion a eau.
L’examen de I’ équation (2.15) montre en effet que si I'indice du milieu d’'immersion (n;) est égal a I'indice du
spécimen (ng) et si les autres paramétres correspondent aux conditions préconisées, alors I'influence de la
profondeur du spécimen devient nulle. Le deuxiéme terme est identiquement nul quel que soit tg: la RIO est donc
invariante avec la profondeur.

71



Lors de |’ acquisition d’une RIO ou de I'image d' un specimen, la coupe optique est généralement réalisée
par déplacement du porte-échantillon devant I’ objectif. Dans e systeme Cell Scan, un élément piezo électrique est
inséré entre |’ objectif et le porte objectif. Cependant dans les deux cas |’ épaisseur du milieu d’immersion varie du
fait du déplacement relatif de |’ objectif par rapport al’ échantillon.

Gibson et Lanni exprime cette défocalisation et remplacent alors le terme t; dans I’ équation (2.15). Cette
étape sera détaillée dans la troisieme partie de ce chapitre. C'est ce modéle de RIO qui est utilisé dans le logiciel
XCOSM [11]. Ce programme du Biomedical Computer Laboratory (Washington University, St Louis, Missouri,
USA) propose auss I'implémentation de plusieurs algorithmes de déconvolution. |l tourne sur stations Unix et
PC. Celogiciel était utilisé al’ origine des premiers travaux du MIPS dans le domaine de |a déconvol ution.

Un avantage de cette approche est qu'elle fait explicitement apparaitre les paramétres d’ utilisation
recommandés par le fabriquant, et les paramétres d acquisition réels. |l souffre cependant de certaines
limitations.

Tout d'abord la fonction d'apodization a(6) = (cos 6)”2 pour un systéme aplanétique obéissant a la
condition des sinus d’ Abbe n’ est pasintroduite.

D’ autre part, les rayons lumineux sont considérés comme traversant les diverses interfaces sans réflexion,
c'est a dire a intensité constante. Cette hypotheése est discutable en particulier pour les objectifs a grande
ouverture numérique pour lesquels les rayons extrémaux arrivent a grande incidence sur les diverses interfaces et
aussi lorsgu’il existe de grandes différences d'indices entre les différents milieux. Méme si I’on considere la
théorie scalaire comme limite de la théorie vectorielle lorsgu’ on moyenne les effets de polarisation, il faudrait
introduire un coefficient moyen de transmission.

Enfin, cette approche ne peut, par sa nature méme, tenir compte ni des possibles effets de polarisation
induits par |a traversée des diverses interfaces, ni de la possible polarisation de la lumiere émise par le spécimen
lui-méme (émission dipolaire, spécimen polarisant en cristallographie par exemple).

Ces limitations ont poussé divers auteurs a perfectionner les modéles de formation d’'images dans un
microscope pour tenir compte de la nature vectorielle de la lumiére. Parmis les différentes approches proposées,
celle de Torok et Varga, généralisant le formalisme de Wolf, est sans doute la plus élégante. Cette théorie est
exposeée dans le paragraphe suivant.
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2.3 Réponse Impulsionelle Optigue : Mod&ledeTérok et Varga “#

Le modele de Gibson et Lanni est basé sur la théorie scalaire de la diffraction de la lumiére. Il est donc
limité en précision, spécialement pour les objectifs a grande ouverture numérique, pour lesquels les rayons
marginaux pénétrent & grande incidence les diversesinterfaces. Pour cesrayons, la différence entre les coefficients
de transmission pour les deux cas de polarisation est |oin d’ étre négligeable. Pour cette raison, plusieurs auteurs se
sont efforcés de développer des modéles vectoriels de formation d’ image.

Parmis ces différentes approches, la plus €l égante est probablement celle proposée par Peter Torok, a base
d’ équations intégrales [14]-[16]. Elle est dérivée du modele de diffraction vectoriel proposé par Richards et Wolf
[12][13] adapté au cas d’ une focalisation a travers plusieurs milieux. Par soucis de simplicité, le modéle général
[17][18] a été adapté au cas de la focaisation d’'une onde a travers trois milieux, qui correspondent au milieu
d'immersion, alalamelle et au spécimen dans |e cas du microscope qui nous intéresseiici.

La Figure 2.6 décrit la géométrie utilisée. Le systéme forme I’'image d’ une source ponctuelle située dans
|” espace object a z=-» et émettant une onde plane monochromatique et polarisée linéairement suivant I’ axe x.
Cette onde est focalisée par un objectif sans aberration. L’ origine O du repére (x,y,z) correspond au point focal
théorique du systéme imageant dans un milieu homogéne. La présence des divers milieux provoque un décalage
du point focal. Le point d’ observation P(x,y,z) est repéré par le vecteur r,. Le vecteur sy=(Snx.Sny:Snz) €st le
vecteur unité le long du rayon optique considéré dans le milieu n. Dans |’ espace d’indice nq, on peut écrire le
champ électriqgue comme une superposition d’ ondes planes selon |'expression donnée par Richards et Wolf
[12][13] :

( 1)(’

exp[zk rp)]dslxdsly (2.16)

= =53

En particulier sur la premiére interface, on obtient :

E,(x,y,—h)) 2:r(ff Sie S1y) explik,(sy,x + 51,0 —5,h)]ds ), ds,, (2.17)

Pour décrire le champ se propageant atravers les milieux, on suppose que chaque composante de ce champ
subit a la traversée de chaque interface une réfraction obéissant aux lois de Fresnel. L’amplitude de I’onde
incidente dans le premier milieu valant W(s)=a/s;, I’amplitude de I’ onde transmise dans le 3é&me milieu est une
fonction linéaire de W(s), qui vaut AW(s), letenseur A étant une fonction de |’ angle d’incidence, de I’ épaisseur et
del’indice des milieux traversés. Le champ dans le spécimen, ala derniere interface (lamelle) vaut donc :

FIGURE 2.6. Focalisation d’une onde plane dans un milieu stratifié.
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ik
Es(x,y,—h,) = —ﬁffAW(sl)exp[ikl(slxx+s1yy—slzh2)]dslxdsly (2.18)
g21

Le champ dans |e spécimen est aussi représenté par une superposition d’ ondes planes qui peut s ecrire :

ik
Es(x,y,2) = —2—;ff Fexp[iky(s5,x + Sy, + s3zz)]ds3xds3y (2.19)
Q3

[l faut déterminer lafonction F al’ aide de I’ équation (2.18) qui est la condition aux limites pour I’ éguation
(2.19). Pour celaon écrit laloi de laréfraction pour le passage desmilieux nan-1:

k,s,—k,_ys,_; = (k,cos0,—k, _,cosb,_,)u (2.20)

n

avec u le vecteur normal aux interfaces. On adonc par récursivité :
kys3y = kysy = kysy et kys3, = kysy, = kysy, (2.21)

Ceci permet d’ écrire le champ dans le specimen :

ik
Ey(x,»,2) = —ﬁffAW(sl)exp[iko(%hzsh—nlhlslz)] o)
Q, '

x explikysy z]explik, (s x + Slyy)]dslxdsly

kZ 1/2
2 2
S, = [1 ——é(slx—sly)} (2.23)

Pour calculer le champ électrique, on passe en coordonnées sphériques pour crire les vecteursr, et s, :

S, = sin0,cos¢,i + sin6,sing,j + cosO, k

(2.24)

r, = rp(sinﬂpcosq)pl +sin6,sing,j + cosﬂpk)

Si ep=(ey,0,0) est e champ éectrique avant lalentille, on peut écrire le champ aprés I’ objectif comme::

e(p.s,t) = 4(0,)P"'LRe, (2.25)

dans un nouveau repére suivant les composantes es et e, polarisée s et p et tel que e,=0. La fonction A(6)
représente la fonction d apodization de I’ objectif qui pour un systéme aplanétique obéissant a la condition des
sinus d’ Abbe vaut A (6)=cos20.

cos¢, sing, cosf,  sin0, cosf, —sin0,

R = L = 1 p") = 1 (2.26)

—sin¢, cos¢,
1 —sinf;  cosO, sinf,  cos0,
Lamatrice R décrit la transformation des coordonnées pour une rotation autour de I’ axe z et la matrice L

décrit le changement du vecteur électrique alatraversée delalentille. Lamatrice P( décrit elle le changement de
coordonnées pour genérer |es composantes e et e, polarisée s et p telles que e,=0 dansle milieun::
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On peut aors écrire pour le champ électrique dansle milieun :

e ()=l (n—
e, = [RT'IP"T 1" Ve(p, 5, 0) (2.27)

lamatrice | décrivant latransmission de |’ onde atraversle milieu stratifié :

_T(n_l) -
-1y _ | "
M = n—1) 2.28
yﬁ (2.28)
T(n—l)
L p _
Lesfacteurs T( sont les coefficients de transmission atravers le milieu n pour les ondes polarisées s

et p ayant traversé I&s n-1 milieux précédents. Dans le spécimen (milieu 3) apres la traversée du milieu 1
d’immersion et delalamelle (milieu 2), on adonc:

(2) ( )
5p = ( ) ( ) (2.29)
L+rg re,exp(2iB,)
avec B, = ky(h,—h,)cos0, et tg 1)7, §1)7 les coefficients de Fresnel en transmission et reflexion :
(n) _ 2n,cosB, (n) _ 2n,cos0,
N n,cos® +n, ,cosf,  , 7 n,, cos0, +n cosO, ,

(2.30)
) _ n,cosb, —n, . ,cos6, ., ) _ n,,cos6, —n, cosO, ,,
s P

n,cos6, +n, . ,cos6, n, . cos6, +n cos, ,

On peut maintenant reformuler I’équation (2.22) pour calculer le champ. Pour cela, on la réécrit en
coordonnées sphériques et on introduit :

K = kysinB;sin cos(¢, —¢,)

(2.31)
W, = h,_yn,s,.—hns,,
Laquantité W¥; est appel ée fonction d' aberration initiale. On peut alors écrire :
ik, ) . . .
E3(rp) = —Effe3exp(zer)exp(sz‘I’i)(exp[zk3rpcosepcos63]s1n91d61dq)) (2.32)
Q

L’ utilisation des équations (2.25) a (2.31) permet par une interversion des bornes d'intégration, et une
intégration selon @, d’ obtenir les expressions du champs électrique dans le spécimen :

Ey(x.y,2) = If)zlz 1(2111‘30524)
- _:3)
E3y(x,y,z) = — 2l.lls1n2q)p (2.33)

3
E; (x,y,z) = —21(11.1)1008(])[)
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a
Loin = f /cos0,sin0, exp (ik,¥;)
0

X (Tﬁz) + 7“1572)00563)]0(1(l sinOlrpsinﬂp)exp(ik3rpcos(9pcose3)d61

o
L = f /cos0,sin0, exp (ik,¥;)
A (2.34)

X T;’Z)sinﬁ)3 Jy(kysin®,r,sin6 ) exp(ikyr,cos6,cos65)d0,

a
Ly = f [cos0,sin0, exp(ik,¥,)
0

X (Tiz) - TI()z)cos63)J2(k1 sin@lrpsinﬂp)exp(ik3rpcosE)pcosG3)a?61

Lathéorie de Torok et Varga permet donc de modéliser rigoureusement une réponse impulsionelle optique
en illumination. On peut ainsi calculer la RIO d'illumination d’un microscope confocal. Le modéle s applique au
cas d'un onde polarisée linéairement, mais s éend de maniére directe au cas d’ une onde non-polarisée, ou d une
onde polarisée elliptiquement, en moyennant le champ Ez par rapport al’angle Dp,

Ce modéle est cependant relativement difficile a utiliser dans la pratique. En effet, si I’on considére un
objectif de microscope donné, celui-ci est congu pour travailler dans des conditions précises (indice du milieu
d'immersion, indice et épaisseur de la lamelle), ce qui signifie que sa conception integre ces données pour
minimiser les aberrations. Il faut donc les introduire manuellement dans le calcul pour tenir en tenir compte.

De plus, on considére dans cette théorie un rayonnement se propageant de |’ objectif vers le spécimen.
Stricto senso, elle n’ est donc pas appropriée pour modéliser |” observation d' un spécimen (RIO de détection). Une
approximation couramment utilisée, est de considérer que les RIO en illumination et en détection sont identiques.
Dans ce cas, on peut alors modéliser un microscope conventionel ou un microscope confocal a I’aide du modéle
de Torok et Varga. Cette approximation est souvent vraie, mais peut poser probléme dans certaines
configurations. Ainsi, un dipdle émettant un rayonnement é ectromagnétique dans des conditions particuliéres ne
peut étre traité par cette théorie, car le champ au foyer ne correspond pas forcément a un champ dipolaire.

Enfin, pour un milieu stratifié, les coefficients de transmission de Fresnel ne sont pas les mémes lorsque
I’on passe du verre a I’ eau ou de I’ eau au verre. Les RIO ne peuvent donc pas étre strictement identiques.

Noton cependant que cette approche est compléte et rigoureuse pour un microscope biphoton non
confocalisé. En effet, pour un tel microscope, la résolution est entiérement déterminée par le dispositif
d’illumination du spécimen.

Le prochain paragraphe est consacré a une modélisation rigoureuse de la RIO en détection.
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2.4 Réponse Impulsionelle Optique : Modéle de Haeberlé et al. “%*% <% %

Plusieurs modéles rigoureux de calcul de la RIO de détection d’ un microscope existent [19]-[21]. Ces
modéles sont cependant limités par le fait qu'ils se limitent & un milieu d’ observation homogéne. Or en biologie,
|e spécimen est souvent observé atravers un milieu d immersion et protégé par une lamelle.

Si I'on considére que la RIO de détection est identique a la RIO d'illumination, on a donc un moyen
efficace de calculer laRIO d'un microscope classique, confocal ou multiphoton. Cette approche a été utilisée par
de nombreux auteurs (voir par exemple [22]-[26]). Notons cependant qu’en toute rigueur, il ne s agit que d’ un
approximation. En effet, les coefficients de Fresnel en réflexion et en transmission différent lorsque |’ on passe de
la lamelle au spécimen, ou du spécimen alalamelle. Les RIO de détection et d'illumination doivent donc étre
différentes.

LaFigure 2.7 décrit lagéométrie considérée. Le molécule fluorescente est placée al’ origine du systéme de
coordonnées (ij k). Le dipdle qu’ elle constitue [27]-[29] a pour moment p=p,,py,p,. TOrék amontré que le champ
électromagnétique pouvait s écrire dansle milieu 1, juste avant I’ objectif, sous laforme [30] :

E,, = %[px*(TS’ + Tp’cos@’3cosﬁ’1)—2pz>"Tp’sin@’3cose’1cosq)’1

(2.35)

—~(T,'=T, cos8'5c080", )(p,*cos2¢’| +p *sin2¢’y)]

Ey, = %[py*(Ts' +T,'cos®'5c080' ) —2p,*T, sinB'5cos0’ sing’,

(2.36)

—~(T,'-T, cosB'5c0s0'))(p,*sin2¢’; —p, *cos2¢';)]
E,, = —p,*T,'sin0'5sin0" | —T " cosB'5sinb’", (p,* cos ¢’ +p *sing’;) (2.37)

avec:
3) (2 .
;o t§ ;tg ;eXp(_lﬁz)
T, , = 3@ . (2.38)
1+ rs’prs’pexp(—2l[32)

Detector Plane Detector Lens Objective Lens

A A
6, ng| Ny N3
P \Q y:
03 X
Bg

/‘O ;'

\J \J

-hy -hy

FIGURE 2.7.  Schémade principe pour I’observation d'un dip6leinclus dansun milieu stratifié.
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avec B, = ky(h;—h,)cos0, et tg) A les coefficients de Fresnel en transmission et réflexion,

, . i Y4 .
calculés maintenant dans le sens de propagation dﬁ milieu 3 versle milieu 1 :

tgn) _ /2nncos(9’n (n) _ 2n,cos0’,
n,cos®' +n, ,cos@’ _ ° n,_,cos@' +n,cosd’ _, 239)
(n) _ nncose’n—nn_lcosﬂ’n_lr(n) _ n,_;cos0’, —n, cosd’, _, @
n,cos®' +n, ,cos@’ _, * n,_,cos@’' +n,cosb’ _,
Apréslalentille de collimation, le champ électrique peut s écrire sous laforme [19] :
E = cos/%',R L'RE, (2.40)

Les matrices R et L sont calculées comme précédemment, mais notons maintenant la présence d’'un
fonction inverse d’apodisation cos/29. Le calcul de I’ équation (2.40) se fait sans difficulté particuliére, et on
obtient le champ électromagnétique focalisé par I’ objectif [31]:

L= cos_l/ze’l{px*[(Ts' +7,'cos0'3) —(T,'~T, cos0';)cos2¢’,

—p,*(T'~=T, cosB'3)sin2¢" (2.41)

—2p,*T,'sin®'3cos¢’; }

E, = cos_l/z(ﬂ’1 {-p,*(T,'~T, cos0';)sin2¢",

+p (T + T, cosb'y) +(T,'~T, cos®’y)cos2¢’ (2.42)
—2p,*T,'sinb'ysing’, }

E =0 (2.43)

Ce champ est refocalisé sur le détecteur par lalentille de détection. On considere par la suite une lentille de

détection de faible ouverture numérique. On peut alors simplifier le traitement en disant que cette lentille effectue

une transformée de Fourier partielle des composantes individuelles du champ incident [31].
E, = FT(E,) = p.*({ygor T 1540:€052¢,) + P51 4o, SN2, —2ip * 1 4, COS O, (2.44)
avec lesintégrales de diffraction pour la détection :
O
-1/2,, . .
Loger = fcos 0',sin20 exp (—ikyW 4or)
0
x (T, + Tp’cos6’3)JO(kdp sin0,)exp(—ik,;zcos0’,)d0 246)

Oy
1o = fcos_l/zﬂ'lsin26dexp(—ik01Pdet)
0

X Tp’sine’3 J(k psin0y)exp(—ik,zcos0',)d0,
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g
Ly, = fcos_l/ze’lsin26dexp(—ikolpdet)
0

X (TS’—Tp’COSG’3)J2(kdp sin0,)exp(—ik;zcos0',)d0

Lafonction d’ aberration initiale en détection est donnée par :

W,,, = hyn cost’, —h2n3c056’3 (2.47)
Larelation reliant les angles d’incidence al’ entrée de I’ objectif et sur le détecteur étant :
nysina; _ n;sin@’;
, = , =P (2.48)
n,sinao. n,sinb

ol B est le grandissement nominal de |’ objectif, et ny étant I'indice du milieu du détecteur.

La Figure 2.8 montre les RIO d'illumination et de détection calculées pour une lamelle d' épaisseur (a) :

120 um, (b) : 170 um pour un objectif aair (N.A.=0.9), a 50 um de profondeur dans |’ eau (n=1.33). Ces résultats
montrent que considérer les RIO de détection et d'illumination comme identiques peut étre dans certains cas une
mauvai se approximation, en particulier en présence de forte aberration sphérique comme pour la Figure 2.8(b).

Nous disposons donc maintenant d’ un modéle rigoureux de formation d’image pour la détection dans un

microscope. Ce modele s applique au microscope conventionel. En le combinant au modéle rigoureux de Torok et
Varga pour I’illumination, nous avons maintenant un modele complet et rigoureux du microscope confocal .

Cependant, ce modéle, tout comme le modele de Torok et Varga, et pour les mémes raisons, est

relativement difficile a utiliser dans la pratique, car il faut introduires manuellement dans le calcul les possibles
corrections d aberrations.

1.0

Dans le prochain paragraphe, une simplification de ces deux modeéles vectoriels est proposée.

Intensity (a.u.)
o
()]
T

0.0

T T T T T 10 T T T —T T T
I (a) | I (b) |
I B lllumination PSF | I I lllumination PSF |
| — Detection PSF | | — Detection PSF |
_ |5 | |
&
{4 20.5¢ .
‘0
c
I 15 I 1
=
. /l\/\ P 0.0 " - . . 1 . . o "
8 -4 -2 0 0 20 40
z (um) z (um)

FIGURE 2.8.

Comparaison RIO d’illumination et de détection. Mémes conditions que pour la Figure2.9 et
pour unelamellede (a) : 120 um et (b) : 170 pm.

79



2.5 Simplification des modéles vectoriels <% “% <% <% “%

Le modéle scalaire de Gibson et Lanni a pour avantage d'introduire explicitement les paramétres du
systéme optique considéré (spécimen + lamelle + milieu d’immersion + objectif), tels que recommandés par le
fabriquant et tels qu’ils sont en réalité (si connus). De ce fait, ce modéle a remporté un certain succés de part sa
facilité d utilisation. 1l souffre cependant de plusieurs limitations. Tout d’abord la fonction d’ apodisation cos!/29
pour un objectif aplanétique obéissant & la condition des sinus d’Abbe n'est pas introduite. D’ autre part, ce
modéle considéere que les rayons lumineux traversant le milieu stratifié sont transmis sans réflexion aux interfaces,
c'est adire a intensité constante. Méme si I’ on considere une émission de lumiére non-polarisée, ce qui a pour
effet de moyenner les différentes composantes, on peut |égitimement douter de la précision des résultats obtenus
avec ce modéle, en particulier pour les objectifs a grande ouverture numérique, pour lesgquels les rayons
marginaux arrivent a grande incidence.

En biologie, trois cas courant sont a considérer : les objectifs aimmersion a air, aimmersion a huile, et a
immersion aeau. Comme |’ ont fait remarquer Torok et Varga, pour de tels milieux les coefficients de Fresnel rq et
r'p (quation (2.30)) sont trés faibles et le dénominateur de I’ expression (2.29) peut donc étre considéré égal aun.
En conséquence, lafonction d’ aberration pour le milieu stratifié & trois composants peut s écrire [17] :

Y = Ehi(ni+ €088, —n;cos0,) (2.49)

On se limitera au cas ou I’ ouverture numérique de I’ objectif est limitée de telle sorte qu'il 'y a pas de
rayons subissant une réflexion totale. On peut alors réécrire I’ équation (2.49) avec les notation de Gibson et Lanni
(p=n1sinB1/NA, nisina=NA, nz=ng, Ny=ng, hy=ts and h;=t+ty) souslaforme [32]:

= —(t,* 1), /1—(]%9>2+nsts /1-<]%9)2+ngrg /1-(]%9)2 (250)
i s g

La comparaison de I’ égquation (2.50) avec |’ équation (2.15) met en évidence le paraléle entre les deux
approches. Le second terme représente |’ aberration introduite par la focalisation de I’onde a une profondeur
(ho=tg) souslalamelle. Il est identique dans les deux cas. Le troisiéme terme représente |’ aberration introduite par
lalamelle. On leretrouve dans |’ équation (2.15), accompagné d’ un terme de compensation qui exprime le fait que
|” objectif pré-introduit une aberration qui est exactement compensée quand une lamelle ayant |es caractéristiques
recommandées par |e constructeur est utilisée. Le premier terme de |’ égquation (2.50) est a séparer en deux :

W= W W, = g, /1—(]V—n"1_9>2—tsn,. /1—(%%2 (2:51)

L’ éguation (2.51) représente la fonction d’ aberration initiale. Le premier terme ne dépend que de p, €t ne
dépend pas de la profondeur du spécimen. Il est aors aisé de corriger cette aberration sphérique initiale en
introduisant un terme de compensation, en disant que |’ objectif introduit une aberration définie par :

IIIobj

2
= +tgn; [1- <]i49> (2.52)
n;

de telle sorte que lorsgu’ une lamelle d'épaisseur optimale est utilisée en combinaison avec un milieu
d'immersion d'indice optimal, ces deux facteurs se compensent. Térok et Varga considérent le cas d’ une onde
plane focalisée dans un milieu a travers la lamelle, ce qui explique la présence d un deuxiéme terme dans
I”équation (2.51), qui n'est présent dans la formulation de Gibson et Lanni. Dans ce modéle, on considére au
contraire un balayage d’une source ponctuelle pour acquérir la RIO en 3D. L' épaisseur du milieu d’'immersion
varie donc au cours de I'acquisition. En écrivant la variation d'épaisseur en fonction de la défocalisation, on
obtient alors:
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t. t L. t
tl_:nl_£+ L g | E s (2.53)
np \Ngw nNg N N

En réécrivant la différence de chemin optique al’ aide de cette équation, on obtient alors |’ expression finale
de I’OPD qui fait apparaitre les termes correspondants aux contributions des différentes composantes (spécimen,
lamelle et milieu d'immersion) du systéme optique :

2 2 2 2
OPD=n.A, 1—<N—A9> o, 1—<N—A9> —<ﬁ> 1—@[49)
7’ll~ I’IS ninn I’ll-
NAp\2 [ Mi\? NAp\?
- (2
I’lg ng I’ll-
(2.54)
o 1_<M>2_<ﬁ>2 1_<Me)2
g*g* n n n.
g* g* i
| 1 (2A0)7 (M) (M)
e n., n., n;

avec A, la défocalisation du au scanning atravers le spécimen et NA |’ ouverture numérique de I’ objectif.

On reconnait maintenant dans le premier terme de I’ équation (2.54) le terme présent dans |’ expression de
Torok et Varga. Nous avons ainsi établit I'équivalence entre les deux méthodes pour calculer les termes
d’aberration. Ainsi, on peut maintenant proposer de combiner les deux méthodes, en calculant la RIO avec les
intégrales de diffraction rigoureuses de Torok et Varga pour lesquelles on calcule la différence de chemin optique
par laméthode de Gibson et Lanni [32] :

a
1(031)1 = f [cosO,sin6,J,(kysinB,r,sin6 ) (1,55, + 1,,153,c0805) exp (ik,OPD)dO,
0

o
[(1311)1 = f /cosE)lsinE)lJl(klsin(ﬂlrpsin(ﬂp)tlzpt23psin63exp(z'koOPD)dG1 (2.55)
0

a
1(2311)1 = f [cosO,sin6,J,(kysinB,r,sinb ) (1,055, —115,123,€0805) exp(ikyOPD)db,
0

Pour vérifier numériquement le bien fondé de cette approche, nous avons calculé les RIO pour un objectif
d ouverture numerique 0,9, aimmersion a air (n=1) a utiliser avec un lamelle d'indice ng=1,54 et d’ épaisseur
0,170 mm, en focalisant une onde aA=488 nm a 50 pum sous lalamelle.

LaFigure 2.9 illustre les résultats pour une lamelle d’ épaisseur effective (a) : 120 um, (b) : 170 um et (c) :
220 um. Ces courbes sont en fait identiques a celles calculées par Torok et Varga [17]. La seule différence est
qu’ avec cette méthode, les RIO sont calculées dans un repére centré sur le point focal, alors que les courbes
publiées en [17] sont présentées avec la distance de la derniére interface au point focal comme abscisse. Nous
avons aussi calculé ces courbes sans approximation sur les coefficients de Fresnel. La différence est bien en
dessous de 1%, ce qui justifie les approximations faites par Torok et Varga, et donc valide aussi le paralléle qui été
établi entre les deux méthodes. Notons enfin que la grande similitude entre les équations (2.55) et (2.2) indique
qgu'il doit étre facile de modifier le code XCOSM pour combiner la facilité d’ utilisation de ce logiciel avec la
rigueur de I’ approche de Torok et Varga.
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FIGURE 2.9. RIO enillumination calculées avec le modéle vectoriel de Torok et Varga combinant I’ approche

de Gibson et Lanni pour le calcul delafonction d’aberration.

Une analyse de la fonction d' aberration et des coefficients de Fresnel en détection montre que ceux-ci ont
la méme forme que la fonction d’'aberration et les coefficients de Fresnel en illumination. Le raisonnement
précédent s applique donc aussi aux intégrales de diffraction en détection. On montre alorsqu'on a[33] :

Oy
If)Sd)et = fcos_l/ze’lsin26d(132S121S + t32pt21pcos63)Jo(ka,psinﬂd)exp(—ikOOPD)a?Bd
0
Oy
) = J‘cos_l/zﬂ’lsin26dt32pt21psin63J1(kdpsin@d)exp(—ikoOPD)de (256)
0

g
0

LaFigure 2.10 montre les résultats obtenus pour les RIO de détection dans les mémes conditions que pour
la Figure 2.9. Sans aberration (courbe (a)), les RIO de détection et d'illumination sont quasi-identiques. Pour les
courbes (b) et (c), des différences notables apparaissent. La validité de I’ approximation utilisée a été vérifiée. La
Figure2.11 montre la courbe (c) (lamelle de 220 um) calculée avec approximation (trait pointillé) et sans
approximation (trait plein) (cette courbe a été multipliée par 10 pour plus de clart€). Les deux courbes sont quasi
identiques, avec de trés faibles différences visibles seulement dans les anneaux de diffraction d’ ordre élevé, de
tresfaible intensité, et d'intérét pratique nul, en raison du bruit dans les images de fluorescence.

Pour conclure, nous disposons donc maintenant de modéles vectoriels rigoureux aussi bien pour le calcul
desRIO d'illumination que pour le calcul des RIO de détection. De plus, ces modéles sont faciles a utiliser, de par
leur modification a I’ aide de la méthode de Gibson et Lanni pour calculer la fonction d’aberration. Introduire de
maniére explicite les conditions d’ utilisation optimales telles que recommandées par le fabricant de I’ objectif et
les conditions réelles devrait faciliter leur adoption par les non-spécialistes de I’ optique.
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FIGURE 2.10. RIO en détection calculées avec le modéle vectoriel de Torok et Varga combinant I’ approche de
Gibson et Lanni pour le calcul delafonction d’aberration.
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prouve la validité de I’ approche proposée.
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2.6 M odélisation du microscope confocal de fluorescence “% <% “% “%

Nous disposons maintenant de tous les éléments nécessaires a une modélisation rigoureuse du microscope
confocal, a savoir un modéle précis de calcul de I'illumination, ainsi qu’un modéle rigoureux de détection. Le
point fondamental restant est la modélisation de I’ interaction entre le champ incident et le spécimen, qui donnera
naissance au champ électromagnétique détecté.

Dans le cas de la fluorescence, quatre cas extrémes sont a considérer suivant la nature de I’ excitation du
dipole et le mécanisme de réémission photonique [27][28][19] :

- Dipdle permanent al’ excitation et fixe al’ émission

- Dipdle permanent al’ excitation et libre al’ émission

- Dipble induit al’ excitation et fixe al’ émission

- Dipbleinduit al’ excitation et libre a1’ émission

Lorsgue le dipdle est fixe a I’ excitation, on obtient le moment d’ excitation simplement par le produit
scalaire du moment dipolaire par le champ électrique d’ excitation, calculé a partir de la RIO en illumination.
Lorsgue le dipble est induit, on considére que le moment dipolaire est proportionnel au champ électrique
d’ excitation, et colinéaire a celui-ci (on négligera les phénomenes de saturation).

En microscopie de fluorescence, les temps de pose nécessaires a I’ acquisition d’une image sont longs
devant les phénomenes d’excitation et de désexcitation. Le signal enregistré correspond donc toujours a une
moyenne. Lorsque le dipdle est libre de tourner sur lui méme entre I’ excitation et la désexcitation, cela revient
donc a moyenner la RIO de détection sur toutes les orientations spatial es possibles du dipdle.
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FIGURE 2.12. Combinaison des modéles de Térok et Varga en illumination et de Haeberlé et al. en détection
pour modéliser un microscope confocal.




Dans ce cas, on montre que la RIO du microscope confocal non polarisé est obtenue en multipliant laRIO
d'illumination par la RIO de détection [20]. Dans les travaux précédemment publiés, on considére que ces deux
RIO sont identiques, ce dont nous allons discuter maintenant.

Nous avons donc la possihilité de calculer simplement la RIO d’un microscope confocal en combinant les
modéles développés auparavant pour |'excitation et la détection. La Figure 2.12 décrit le principe. La RIO
d'illumination est calculée dans le repére (x,y,z) centré en O. Une molécule fluorescente au voisinage de O est
excitée par le champ incident. Cette molécule réémet un champ éectromagnétique calculé dans le référenciel
(x',y’,z) centréen O'. Pour lalisibilité du schéma, la distance entre O et O’ a été grandement exagérée.

2.6.1 Applications biologiques

Pour les applications biologiques, on se limitera aux trois cas précédemment cités, a savoir |’ objectif a sec
(air), aimmersion a huile, et aimmersion aeau [31]-[33]. Les RIOs en illumination et détection pour I’ objectif &
sec on été présentées dans e Paragraphe 2.4. Pour le cas le plus simple, on considérera que la RIO du microscope
confocal est simplement obtenue par multiplication des RIOs d'illumination et de détection.

LaFigure 2.13 illustre les résultats obtenus pour deux cas considérés précédemment.

Lorsgue une forte aberration due au désaccord des indices et a la profondeur du specimen est compensée
par I" utilisation d’ une lamelle de moindre épaisseur, la RIO confocale cal culée de maniére habituelle (courbe en
pointillés), en considérant les RIO d'illumination et de détection identiques, est confondue avec la RIO calculée
rigoureusement (courbe pleine).

On constate que I’ effet de confocalisation réduit aussi grandement la différence dans le cas défavorable de
I’ utilisation d'un lamelle standard (170 um) a grande profondeur.

Le cas de I'objectif a air est intéressant car il représente sans doute le pire scénario en microscopie de
fluorescence (forts sauts d’ indices).
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FIGURE 2.13. RIO d'un microscope confocal selon I'approximation usuelle (RIOs d’illumination et de

détection identiques) et le modéle rigoureux. Mémes conditions que pour la Figure 2.9 et pour
unelamellede (a) : 120 um et (b) : 170 um. Une légére différence persiste.
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FIGURE 2.14. (@) : RIO d’illumination et de détection pour un objectif a immersion a huile d’ouverture

numérique 1.4. Le spécimen est a 50 um de profondeur. Les courbes sont trés semblables. Les
RIO confocales approximées et rigoureuses de la Figure (b) sont donc trés similaires

Dansle casd un objectif aimmersion a huile, les résultats sont toujours bien meilleurs.

Ceci est illustré par laFigure 2.14, qui présente pour |e méme spécimen considéré (250 um de profondeur)
les RIO d'illumination et de détection, et les RIO confocales, approximées et rigoureuses, pour un objectif
d’ ouverture numérique 1.4. Les différences entre illumination et détection sont maintenant minimes.

Enfin, pour un objectif a immersion a eau, qui ne serait pas affecté d aberration sphérique, les RIO
d'illumination et de détection sont toujours quasi-identiques, et bien entendu invariantes en profondeur.
Numériguement, une infime différence persiste, a cause de lafonction d’ apodisation différente dans les intégrales
de diffraction en illumination et détection.

La configuration du microscope biphoton a aussi été étudiée. Dans ce cas, on considére que la probabilité
d'excitation est proportionelle au carré de I'intensité d'illumination (effet non linéaire (quadratique) dd a
|"absorption simultanée de deux photons). L’ excitation biphotonique permet I’ observation dans des spécimens
€pais pour deux raisons. Tout d’ abord, elle permet de réaliser des coupes optiques sans avoir recours a un montage
confocal, permettant ainsi de collecter de maniére plus efficace les photons de fluorescence, souvent peu
nombreux. Enfin, I'utilisation de rayonnement infrarouge permet une beaucoup plus grande profondeur de
pénétration, gréce ala diffusion réduite des photons incidents (dans |a peau par exemple).

Il existe une autre raison. La Figure 2.15(a) montre les RIO d'illumination calculées pour un objectif a
immersion a huile d’'ouverture numérique N.A. = 1.4, pour une longueur donde d'excitation de 900 nm
(ilumination biphoton), et pour une profondeur d’ observation de O um et 100 pm sous une lamelle de verre de
170 pm, dans un spécimen aqueux. La RIO d’'un processus & n-photon est calculée comme la puissance n de la
RIO du process monophoton & la méme longueur d’ onde. Les RIO d'illumination cal culées & 450 nm sont aussi
indiquées.

Tout d'abord, il faut remarquer que contrairement a la microscopie classique, ou a la microscopie
confocale, larésolution d’ un microscope multiphoton est déterminée non pas par la RIO de détection, mais par la
RIO d'illumination. En effet, le processus de coupe optique est entierement déterminé par I’excitation, la
détection pouvant se faire sans pinhole.

Sous la lamelle, la résolution d’un microscope biphoton (non-confocal ou confocal) est en fait moins
bonne que celle du microscope monophoton a la longueur d’' onde équivalente. Ceci est di au fait qu’élever au
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carré la RIO ne compense pas la perte de résolution d'un facteur 2 due a I’ utilisation d’une longueur d’onde
double (900 nm au lieu de 450 nm).

A une profondeur de 100 um sous lalamelle, laRIO de |’ excitation a 1 photon est beaucoup plus dégradée
gue son homologue a 2 photons. Ceci s explique par le fait qu’un faisceau de longueur d onde plus élevée est
moins affecté par |’ aberration sphérique, et donc, la RIO d’illumination est plus concentrée. Ceci a pour effet de
reduire le phénomeéne de photobleaching par rapport a une excitation a 1 photon. De plus, I’ aberration sphérique
réduite, combinée ala diffusion moindre aux grandes longueurs d’ onde, contribue aussi a concentrer les photons
disponibles dans un petit volume, ce qui augmente I’ efficacité du processus d’ excitation biphotonique.

On lit souvent que le microscope biphoton ne requiert pas de confocalisation, de part ses qualités
intrinseques de coupe optique dues al’ effet quadratique d’ excitation. Cependant, on peut évidemment lui associer
une détection confocale pour améliorer encore la résolution. On considére maintenant une détection 2600 nm. La
Figure 2.15(b) montre la RIO de détection a 600 nm (ligne grise), la RIO confocale d’ un microscope a excitation
monophotonique a 450 nm (ligne pleine épaisse), et la RIO confocale d’ un microscope a excitation biphotonique
a 900 nm (ligne pointillée épaisse), ainsi que la RIO non-confocale d’ un microscope & excitation biphotonique a
900 nm (ligne pointillée fine).

Larésolution (en z) pour le microscope confocal monophotonique est de 2.3 um, comparée a 2.2 um pour
le confocal biphoton. On a donc maintenant une résolution meilleure pour le microscope biphoton, contrairement
au cas précédent sous lalamelle. Le microscope biphoton non-confocal aune résolution de 3.2 um seulement, soit
50% moins bonne. Ceci constitue un argument fort en faveur de la confocalisation systématique des microscopes
biphoton utilisés dans des conditions fortement aberrantes (observation sous la peau par exemple). On pourra
aussi noter le léger décalage (1 um a une profondeur de 100 um) du point focal entre les microscopes
monophoton et biphoton.

On peut donc conclure que pour toutes les applications biologiques courantes, les modéles de RIO en
illumination et en détection donnent des résultats trés proches, et que méme en cas de fortes aberrations, le
modele de RIO confocal e approximatif couramment utilisé donne d’ excellents résultats.
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FIGURE 2.15. (@) RIO d'illumination & 900 nm (processus biphoton) et 450 nm (excitation monophoton) pour
un objectif aimmersion a huile d’ ouverture numérique 1.4, observant dans un milieu aqueux, a
Opum et 100 um sous une lamelle de verre de 170 um d’épaisseur. (b) RIOs d’excitation, de
détection et totale d’un microscope confocal & excitation biphotonique a 900 nm et
monophotonique & 450 nm avec une détection confocale & 600 nm, observation & 100 um de
profondeur.
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2.6.2 Cristallographie

Le microscope est aussi un instrument de choix en cristallographie, pour I'étude des défauts, des
inclusions, centres colorés etc... dans les cristaux, naturel (gemnologie) ou artificiels (diamant polycristallin en
micro-électronique par exemple). Pour les cristaux, les indices de réfraction dans le visible sont extrémement
élevés. Par exemple, le diamant a un indice n=2.418 dans le visible (A\=633 nm). Dans le cas d’ objectifs a air
souvent utilisés, on peut donc s attendre a de grandes différences entre les RIO d’illumination et de détection.

On s'intéressera en particulier a un critére important dans la pratique, a savoir la résolution longitudinale,
dont on attend une forte dégradation a mesure que la profondeur augmente, I’ aberration sphérique étant trés
importante. LaFigure 2.16 présente la résolution (définie par le critére de largeur a mi-hauteur de laRIO) des RIO
en illumination et en détection en fonction de la profondeur d’' observation, pour un objectif a air d’ ouverture
numeérique N.A.=0.9 et a une longueur d’ onde A=633 nm.

On observe deux phénomenes [31]-[33] :

- les courbes sont trés différentes, ce qui confirme I’ affirmation que dans le cas de forts sauts d'indices, les
RIO de détection et d'illumination sont trés différentes.
- parfois, larésolution varie trés fortement pour de petites variations de profondeur.

La Figure 2.17 présente quelques cas de RIO qui permettent d' expliquer ces deux observations. Pour une
profondeur de 46,5 um, on observe sur la Figure 2.17(a) que le premier minimum de la RIO de détection est
|égérement inférieur a 0.5, ce qui n'est pas le cas pour la RIO d'illumination. Ceci explique que les résolution
paraissent trés différentes, alors que I’ allure générale de la courbe est laméme.

LaFigure 2.17(b) montre la RIO de détection a une profondeur de 70 um et 73.5 um. On observe laque le
premier minimum des courbes a 0.5 définissant larésolution est décalé de prés de 2 um. Ceci expliquelatrés forte
variation de résolution pour une variation de profondeur de 3.5 um seulement, alors que la encore, I'alure
générale des courbes est tres semblable.

On peut donc s'interroger a la vue de ces deux exemples sur la pertinence du critére de résolution défini
comme lalargeur a mi-hauteur dans le cas de RIO présentant de fortes aberrations.
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FIGURE 2.16. Variation en fonction de la profondeur d’observation de la résolution longitudinale des RIO

d’illumination et de détection dansle diamant. N.A.=0.9, A=633 nm.
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FIGURE 2.17. (a): RIO d’illumination et de détection a une profondeur de 46,5 um. La forme tres différente

des RIO explique la différence derésolution. (b) RIO de détection a une profondeur de 70 um et
73,5 um: la variation tresrapide de la RIO explique la grande différence de résolution sur une
auss petite différence de profondeur.

Nous nous intéressons maintenant a un cas plus particulier, celui d’ une couche de diamant déposé sur un
support de silicium, observé dans I'infrarouge proche (A=1.3 pm), domaine ou le silicium est transparent. Cette
configuration est potentiellement intéressante pour la microélectronique, le diamant ayant des propriétés d'isolant,
de semi-conducteur ou de conducteur selon le dopage, le silicium étant le matériaux de base de toute I'industrie
microélectronique, et ce pour encore de nombreuses années.

Pour cette configuration, les sauts d’indice sont trés importants de 1 a 2,44 (air-diamant), et 2,44 a 3,5
(diamant-silicium). Dans ces cas, les coefficients de Fresnel en réflexion a chaque interface ne peuvent peut étre
plus étre négligés, et I approximation qui avait permit d’ établir |’ équivalence entre les modéle de Gibson et Lanni
et le modéle de Torok et Varga pour le calcul de la RIO d'illumination n’est sans doute plus valable. Il en est
évidemment de méme pour le calcul de la RIO de détection.

La Figure 2.18 montre les RIO d'illumination et de détection calculées pour un tel milieu air/diamant/
silicium a une profondeur de 100 um dans le silicium, et pour une épaisseur de diamant de 1 um et 20 um. Les
courbes sont calculées avec et sans approximation.

On constate tout d'abord que les courbes d'illumination et de détection sont différentes, contrairement a
I” approximation couramment admise.

D’autre part, les courbes calcul ées avec et sans approximation sont aussi 1égérement différentes. Le calcul
delafonction d’ aberration par la méthode de Gibson et Lanni devient incorrect dans ce cas.

LaFigure 2.18(c) montre la RIO confocal e cal cul ée avec et sans approximation. Par un heureux hasard, les
erreurs sur les RIO d'illumination et de détection calculées avec la fonction d’ aberration de Gibson et Lanni se
compensent, et laRIO finale est trés proche de la RIO calculée par la méthode rigoureuse. On peut donc toujours
utiliser I approximation proposée au Paragraphe 2.5, méme dans ce cas extréme, maisil convient d’ étre prudent.
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FIGURE 2.18. RIO enillumination et détection pour un milieu air/diamant/silicium observé dans!’infrarouge.

L es courbes sont calculées avec et sans approximation sur les coefficients de Fresnel pour un
milieu stratifié. Epaisseur de la couche de diamant (a) : 1 um et (b) : 20 um. (¢) RIO confocale
correspondant ala Figure (b).
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2.7 Application au Microscope théta polarisé “% “% <% “%

En microscopie classique et méme confocale, un compromis entre distance de travail et résolution doit étre
accepté. Les objectifs a grande distance de travail ont généralement une faible ouverture numérique, et donc une
mauvaise résolution, en particulier le long de I'axe optique. Les objectifs a grande ouverture numérique
permettent une bien meilleure résolution, mais au prix d une distance de travail trés courte. Nikon a récemment
introduit un nouveau standard d’ objectifs permettant d’ allonger |a distance de travail. Cette solution a cependant
I"inconvénient de rendre obsoléte les matériels existants, de plus ce “standard” n’est pour | heure suivi que par
Nikon.

Le microscope théta a été proposé pour combiner haute résolution et grande distance de travail voici
quelques années déja [34]-[38]. Il présente I'avantage unique de permettre I'étude de grands spécimens
biologiques avec une bonne résolution. L'idée est de diminuer lataille de latache de focalisation en utilisant deux
objectifs de microscopes croisés. Ainsi, la résolution longitudinale plus faible de I’ objectif de détection est
compensée par lefait que son axe optique correspond a un axe latéral de I’ objectif d'illumination.

LaFigure 2.19 décrit la configuration considérée. L’ objectif 1 est utilisé pour |’ excitation de fluorescence,
et I’objectif 2 sert a la détection confocale. La configuration optique considérée impose d’ utiliser des objectifs
sans lamelle. Dans ce cas, le modéle de Richards et Wolf décrit bien laRIO d’illumination [13]. On considére une
onde plane, polarisée linéairement selon I'axe x, et focalisée par I’ objectif 1 a I’origine du repére (x,y,2). Le
champ électrique au point P de coordonnées x=x",y=-7',z=y’ (le repére (x,y,z) S applique au bras de détection, le
repere (X',y’,z') s appliquant au bras d'illumination) s écrit alors:

E (x,y,z) = —=i({y+1,c082®)
Ey(x, ,z) = 2[,cos® (257)

E (x,y,z) = —il,sin2®

Pour un systeme obéissant ala condition des sinus d’ Abbe et illuminé par une onde plane polarisée, on a:

Illumination arm

Objective Lens 1
Detection arm

Detector Plane Detector Lens Objective Lens 2
-

n1
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0y

v — \/
Analyzer
FIGURE 2.19. Schéma d’un microscope confocal théta. L’ objectif 1 sert al’excitation du spécimen et I’ objectif
2 aladétection confocale du signal de fluorescence. Un analyseur peut étreinsérédanslebrasde

détection pour I'éudedela polarisation du signal de fluorescence.
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o
Iy = fa(@)sin@(l +cos0)J,(k x2+zzsin6)exp(—ikycosﬁ))d6
0

o
I, = fa(@)sinzﬂJl(kA/xz+zzsin6)exp(—ikycose)d6 (2.58)
0

o

I, = fa(e)sinﬂ(l —cos(B)J2(k«/)c2 +zzsin6)exp(—ikycos(9)d6
0

Dans les équations (2.57) et (2.58), a(0) représente la fonction d apodisation qui vaut pour un systéme
obéissant ala condition des sinus d’ Abbe et sans aberration a(6) = cos?20, r représente la distance radiale et ¢ est
|"angle entre la direction d’ observation au point P et |’ axe de polarisation de I’ onde incidente (en coordonnées
cylindriques), k=kg.n avec n I’indice du milieu d' immersion et o est I’ angle d’ ouverture de lalentille.

Le traitement classique du microscope théta (et du microscope confocal) consiste a considérer que la
molécul e fluorescente excitée se comporte comme un émetteur isotropique, émettant une onde non-polarisée. La
RIO finale est aors simplement calculée en multipliant 1a RIO d'illumination avec la RIO de détection. Pour un
montage théta, on obtient alors:

PSFtheta(

X, Vs Z) = PSFi[[(xa s Z)PSngt(_Zayax) (259

De plus on néglige souvent la différence de longueur d’onde entre I’émission et I’ excitation, pour ne
retenir que :

PSFthem(x, v,z) = PSF;;(x,y,z)PSF;;,(=z,,x) (2.60)

Dans cette approche, la RIO de détection et la RIO d'illumination sont calculées en utilisant le modéle de
Richard et Wolf. Ce modele s applique cependant a une onde focalisée vers le milieu, et est donc valide pour
caculer laRIO d'illumination, mais calculer la RIO de détection comme une RIO d'illumination constitue une
autre approximation.

LaFigure 2.21 présente les RIO d’ excitation, de détection et globale pour un microscope théta calculée en
considérant une excitation 2400 nm et une détection 4450 nm. Ceslongueurs d’ onde correspondent &1’ utilisation
du colorant Cascade Blue de Molecular Probes (Figure 2.20). On considére des objectifs & immersion a eau
d’ ouverture numérique N.A.=0.8 avec une distance de travail de 3.3 mm qui permettent un montage théta .

Flucrascenca amisskon

300 350 400 450 500 550 600
Wavelength {nm)

FIGURE 2.20. Spectres d’excitation et d’émission pour le colorant Cascade Blue de Molecular Probes fixé sur

albumine bufferisée a pH 7.0 (Document Molecular Probes).
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FIGURE 2.21. Gauche: RIO d’excitation a 400 nm, milieu : RIO de détection a 450 nm et droite: RIO globale
d’un microscope théta utilisant des objectifs a eau d’ ouverture numérique 0.8.

La RIO finale promet une bien meilleure résolution selon |’ axe optique de I’ objectif de détection car
|”émission selon cet axe est bien limitée par laRIO d’ excitation. Le microscope théta est donc caractérisée par une
RIO quasi-isotrope. La résolution est cependant plus faible que pour d’autres types de microscope a plusieurs
objectifs (voir paragraphe suivant), a cause de I’emploi d’ objectifs a faible ouverture numérique.

Le modele utilisé pour calculer ces RIO est cependant une approximation supposant |I'émission de
fluorescence isotrope et non-polarisée. En appliquant les développements du microscope confocal exposés dansle
paragraphe précédent ala configuration particuliére du microscope théta, j’ai proposé un modéle rigoureux tenant
compte de la nature polarisée de la lumiére de fluorescence (modéle dipolaire) et de lathéorie électromagnétique
de ladiffraction appliquée aux objectifs a grande ouverture numérique [39].

Dans ce modele, la molécule fluorescente agit donc comme un diffuseur ponctuel dont le champ lointain
est celui d’'un dipdle, dont le moment p est proportionnel au champ d’illumination . En coordonnées cartésiennes,
on obtient donc (voir Figure 2.19) :

p, = —i(ly+1,cos2®) py=2Lcos®  p, =—il,sin2P 261

Le champ lointain est toujours donné par larelation :
Edp = x(rxp) (2.62)

Le champ électrique dipolaire est collimaté par I’ objectif de détection, passé a travers un analyseur, et
refocalisé sur le détecteur. En considérant une lentille de refocalisation de faible ouverture numérique, un
détecteur quadratique enregistre donc I’intensité | = |Ed|2, E4 étant latransformée de Fourier du champ scalaire :

—_ l i ]
Ege = p I+ 5c0s2®,) + p Iysin2®, = 2ip. [ cos®, (2.63)

E,, = pxlgsin2d)p +py(lg—1§]c:052(bp) —2ipzlcllsin<I>p
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On obtient donc I’ expression de la RIO aprés I’ analyseur :

2 2
PSF(x,y,z) = ‘coszyEdX+ siny cosyEdy‘ +‘siny cosyE, + sinzyEdy‘ (2.64)
avec:
Oy
Ig = f /cos0,sin20 J,(kpsinO,)(1 + cosO,)exp(—ik,;z,cos0,)d0
0
O
]f = f /cos0,sin20 J,(kpsinO,)sin0, exp(—ik,z,cos0,)d0, (2.65)
0
Ay

Iy = [ Jeos6;sin20,/(kpsinB,)(1 — cosb,)exp(~ik;z,cos6,;)doy
0

avec y I'angle entre I’axe x et I'analyseur. L' ouverture angulaire de la lentille de refocalisation sur le
détecteur et la coordonnée 64 sont liés a |’ ouverture angulaire de |’ objectif de détection et ala coordonnée 8, par
larelation :

nysinoy n,sinf, :

. ; = (2.66)
ngsino,;  nysin®

avec B le grandissement nominal de I’ objectif, et nq et ny étant respectivement les indices de réfraction du
milieu d' immersion et de I’ espace image (ng=1 généralement) .

La Figure 2.22 présente les RIO pour un microscope théta calculées en considérant une excitation a
400 nm et une détection 2450 nm pour le colorant Cascade Blue de Molecular Probes. On considére des objectifs
aimmersion a eau Olympus Universal Plan Fluorite d ouverture numérique N.A.=0.8 avec une distance de travail
de 3.3 mm qui permettent un montage théta aprés une légére modification de leur enveloppe. Le spécimen est
scanné par rapport au point focal. On considére un détecteur ponctuel incohérent.

LaFigure 2.22(a) présente la RIO calculée al’ aide du modéle classique isotropique, pour une excitation et
une détection non-polarisée, al’aide de I’ équation (2.59). La Figure 2.22(b) présente la RIO calculée al’aide du
modéle d' émission dipolaire pour une excitation polarisée x et une détection polarisée x. On remarquera que le
modeéle classique atendance alégérement surestimer larésolution en x, tout en sous-estimant larésolution en'y et
en z. Le modele dipolaire prévoit une RIO plus isotrope, avec une meilleure séparation des lobes latéraux (des
différences encore plus notables sont attendues si I’on utilise des objectifs de plus grande ouverture numérique).
La résolution en x est de 220 nm et la résolution en y et en z est de 270 nm (contre 210 nm et 290 nm pour le
modeél e i sotropique)

Un probléme du microscope confoca en lumiére polarisée vient du fait que la détection des molécules
excités par de la lumiére polarisée en z est fortement limité par le fait que I'excitation (et donc le signa
détectable) est beaucoup plus faible selon cet axe que pour la polarisation x ou y . Pour un objectif a grande
ouverture numérique (N.A.=1.4), le signa est typiquement 100x plus faible. Cela est di au phénomeéne de
dépolarisation de la lumiére focalisée par un objectif qui reste malgré tout limité, et qui est d autant moins
important que I’ ouverture numérique est faible. Une solution possible est d' utiliser des masques de phase de
maniére a rehausser la composante polarisée en z pour | excitation et la détection .

Le microscope théta offre une alternative : comme les axes d'illumination et de détection sont croisés,
|” axe optique pour le bras de détection correspond a un axe latéral pour I’ objectif d’illumination, axe pour lequel
|a composante est supposée étre d'intensité beaucoup plus élevée. Comme le montre la Figure 2.19, choisir une
excitation polarisée en X’ ou y’ correspond a rehausser |a détection pour |’axe x ou z. Les équations donnant le
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champ d' excitation, et donc le moment dipolaire sont obtenues a partir des équations (2.57) et (2.58) par une
rotation de 90° autour de |’ axe (z'=-y), et donc en permutant le réle des variables x et -z. LaFigure 2.22(c) montre
la RIO obtenue pour une excitation polarisée en z et une détection polarisée en x. La RIO est de méme intensité
pour I'excitation polarisée en x et en z. Le microscope confocal théta peut donc constituer une aternative
intéressante au microscope confocal polarisé en z pour les spécimens de grande taille.

LaFigure 2.23 montre les RIO obtenues pour des polariseurs croisés, avec une détection polariséeeny. La
forme est différente, mais surtout les intensités relatives des RIO sont beaucoup plus faibles, typiquement 400x
moins intenses.

La Figure 2.23(a) montre la RIO calculée pour une excitation polarisée x avec une détection polarisée y
(dansles plans z=0 um et y=0 um). On reconnait |a forme caractéristique en tréfle a quatre feuilles déja prévue (et
observée) en microscopie confocale, mais maintenant visible dans les deux plans. La RIO est cependant
maintenant asymétrique, comme le prouve la Figure 2.23(b), qui montre des coupes en (x-z) pour les plans y=-
0.18 um et y=+0.18 um, respectivement. On conserve cependant une symétrie centrale.

La Figure 2.23(c) montre la RIO calculée pour une excitation polarisée z avec une détection polarisée y
danslesplans z=0 um et y=0 um. Laforme de la RIO est maintenant totalement différente, comme on peut le voir
sur laFigure 2.23(d) et laFigure 2.23(€), qui montrent des coupes delaRIO adiversplanseny et en z. Laencore,
on conserve une symétrie centrale.

Notons enfin que pour favoriser la composante polarisée en y, on pourrait soit symétriser les bras de
détection et d'excitation, soit utiliser un deuxiéme objectif d’illumination, placé perpendiculairement au deux
autres, le long de I’ axe X, dans une configuration inspirée de la Multiple Objective Microscopy [49][50]ou de la
Multiple Imaging Axis Microscopy développé a Heidelberg dans le groupe de Ernst Stelzer.

FIGURE 2.22. RIO d'un microscope théta calculées pour des objectifs a immersion a eau avec N.A.=0.8
(excitation a 400 nm et détection a 450 nm). (@) : modéle classiqueisotrope. (b) modéle dipolaire,
excitation polarisée x et détection polarisée x. (c) : modéle dipolaire, excitation polarisée en z et
détection polarisée en Xx.
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2.8 Microscopie a Objectifs Multiples “% “% <%

2.8.1 Introduction

Dans la quéte d'une résolution toujours meilleure, les microscopes confocaux, 4Pi et Théta (étudié en
détail dans le chapitre précédent) ont été proposés voici déja plusieurs années. Le principe de la microscopie 4Pi
est d'utiliser deux objectifs se faisant face pour illuminer le spécimen ou/et détecter le rayonnement de
fluorescence. On utilise alors principalement le phénomene d'interférences entre plusieurs faisceaux cohérents.
En microscopie Théta, on utilise le découplage entre la RIO d'illumination et la RIO de détection de fagon a
éliminer I’ élongation en z par croisement des RIOs a90°. |l a été proposé de combiner microscopie Théta et 4P,
mais les performances ainsi obtenues sont moins bonnes que celles de la microscopie 4Pi avec des objectifs a
grande ouverture numérique. Par contre, une plus grande distance de travail est alors possible.

Jai alors proposé de combiner et d’étendre ces deux principes pour obtenir une résolution encore
meilleure tout en conservant une grande distance de travail, ce qui doit permettre d' éudier des spécimens de
grande taille avec une trés bonne résol ution.

Comme pour la microscopie Théta, on considérera des objectifs aimmersion a eau a utiliser sans lamelle.
Dans ce cas, le modée diffractif vectoriel de Richards et Wolf décrit bien le processus de formation de laRIO.

Pour un objectif considéré comme parfait (pas d’ aberration), on peut calculer le champ électrique au point
(x,y,2) (voir Figure 2.24) :

E (x,y,z) = =i(l,+1,c0s2®)

Ey(x, V,z) = —il,sin2® (2.67)
=21, cos®

E (x,y,z)

De plus, pour un systéme obéissant a la condition des sinus d’ Abbe et illuminé par une onde plane
polarisée, on a:

FIGURE 2.24. Focalisation d’une onde plane polarisée par un objectif.
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o
I, = fa(ﬂ)sine(l + ¢0s0)J,(krsin0)exp(ikzcos0)do

0
a

I, = fa(@)sinZGJl(krsin@)exp(ikzcosﬂ)de (2.68)
0

a

I, = fa(ﬁ)sin@(l —cos0)J,(krsin0)exp(ikzcos0)do
0

Dans les équations (2.67) et (2.68), a(0) représente la fonction d apodisation qui vaut pour un systéme
obéissant ala condition des sinus d’ Abbe et sans aberration a(6) = cos?20, r représente la distance radiale et ¢ est
|"angle entre la direction d observation au point P et I’axe de polarisation de I’onde incidente (on travaille en
coordonnées cylindriques). On considére par la suite une onde polarisée linéairement selon I'axe x (voir
Figure 2.24). LaRIO d'illumination d’un tel objectif peut alors étre calculée:

2 2 2 2 2 .
PSF;(x,,2) = |[E(x, p,2)|" = |[y|” +4|[}| "cos "¢ + |I,|” + 2Re(Iy],*)cos2¢ (2.69)
Cette équation correspond aussi au calcul de la RIO de détection d'un microscope classique avec une
illumination en champ large. Alors que I’ illumination peut étre polarisée linéairement, circulairement ou aléatoire,

le phénomene de fluorescence peut souvent étre considéré comme induisant une émission aléatoire. Dans ce cas,
laRIO de détection vaut :

PSF 10, (x, 3, 2) = Lo +2|1,|* + |1, 270)

Pour un microscope confocal, en négligeant la différence de longueur d’onde entre I’ excitation et la
détection, on obtient en premiére approximation :

onf’ _ _ las 2
PSF*”"(x,y,z) = PSF;(x,y,2)PSF;,(x,y,z) = [PSF""(x,y,2)] (2.71)
Pour un objectif aimmersion a huile d’ ouverture numérique 1.4 et a une longueur d’ onde de détection de
450 nm, on obtient une résolution latérale de 200 nm et longitudinale de 450 nm pour un microscope classique.
Pour un microscope confocal, en considérant une excitation a 400 nm et une détection a 450 nm, on obtient une

résolution latérale de 130 nm et longitudinale de 320 nm. Ces longueurs d’ onde correspondent a I’ utilisation du
colorant Cascade Blue de Molecular Probes (voir Figure 2.20).

Un microscope 4Pi [40]-[47] utilise deux objectifs colinéaires pour illuminer de maniére cohérente le
spécimen et détecter de maniére cohérente I’ émission de fluorescence (microscope 4Pi type C). LaFigure 2.25 en
décrit brievement le principe. En additionnant les champs, on obtient pour les RIO d'illumination et de détection :

. 2
PSF;(x,y,2) = PSFy,(x,,2) = |[E(x,,2) + E(x,y, 2)| (2.72)
Les champs étant calculés al’ aide des équations (2.67) sachant que la symétrie du probléme impose que :
I, =1,(x,y,z) et I,'=1(x,y,-2) (2.73)

On obtient pour un microscope 4Pi type C :

PSFC(x, v, 2) = [Re{l,}> +2Re{I,}> + Re{L,}*T (2.74)

98



4Pi Theta
FIGURE 2.25. Principe des microscopes 4Pi et Théta.

Avec |les mémes parameétres, le gain en résolution longitudinale a 70 nm est spectaculaire, mais le gain en
résolution latérale est plus modeste avec une largeur a mi-hauteur (FWHM) de 120 nm.

Le principe de la microscopie théta est d' utiliser deux objectifs orthogonaux de fagcon a “croiser” les RIO
(voir paragraphe précédent). De ce fait une bien meilleure résolution longitudinale est obtenue que pour un
microscope confocal utilisant le méme type d’ objectifs. Cependant, la nécessité de placer les objectifs a 90°
oblige a utiliser des objectifs a grande distance de travail, et donc d’ ouverture numérique relativement modeste.
La perte en résolution latérale est telle que la taille globale de la RIO est plus grande que pour un confocal
utilisant un objectif de grande ouverture numérique. L'avantage est de pouvoir examiner des spécimens de
relativement grande taille, gréce a la grande distance de travail. La RIO d' un microscope théta est donnée par la
relation :

theta
(

PSF x,y,z) = PSF,(x,y,z)PSF;,(=z,,x) (2.75)
Afin de mieux illustrer les performances attendues de ces configurations, on a calculé les RIO
correspondants a un microscope classique ou confocal utilisant un tel objectif a grande distance de travail.

La Figure 2.26(a) présente les résultats obtenus pour un microscope conventionnel. Notons la tres forte
élongation en z due alafaible ouverture numérique et les anneaux de diffraction trés marqués pour le microscope
classique. Larésolution a mi-hauteur est de 300 nm en latéral, et de 1.5 um longitudinal ement.

Pour le microscope confocal utilisant le méme objectif, on obtient une résolution latérale de 210 nm et une
résolution longitudinale de 1.05 pm (Figure 2.26(b)).

On obtient une bien meilleure résol ution longitudinale avec un montage 4Pi type C (excitation et détection
cohérentes). La Figure 2.27(a) montre la RIO calculée pour des objectifs de méme caractéristique. La résolution
longitudinale atteint 70 nm, mais la présence de nombreuses franges d’ interférence aura pour résultat de brouiller
I"image obtenue, ce qui limitera en particulier les possibilités de restauration.

La Figure 2.27(b) montre la RIO calculée pour un microscope théta avec les mémes objectifs. La
résolution axiale est de 290 nm, ce qui est bien meilleur que le montage confocal avec le méme objectif
(2.05 pm).

La résolution latérale (210 nm en x et 290 nm en y) est cependant relativement faible, et on obtient une
résolution 3D plus faible que pour un microscope 4Pi utilisant des objectifs a grande ouverture numérique.
Notons cependant que laRIO est quasi isotrope.
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FIGURE 2.26. RIO calculées pour un objectif d'ouverture numérique N.A.=0.8 a immersion a eau.
(a) microscope classique. (b) microscope confocal.

FIGURE 2.27. RIO calculées pour des objectifs d’ouverture numérique N.A.=0.8 & immersion a eau.
(a) microscope 4Pi type C. (b) microscope théta.
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2.8.2 Microscopes 4Pi croisés “% <% “% <%

Lindek, Pick and Stelzer ont eu I'idée de combiner microscopie 4Pi de type A pour I'illumination du
spécimen avec une détection théta pour diminuer encore lataille delaRIO et surtout réduire le nombre de franges
d'interférence dues a I’ utilisation d’ objectifs a faible ouverture numérique [36]. Le montage expérimental réalisé
ne permettait cependant pas de placer les objectifs rigoureusement a 90°.

Lesobjectifsautiliser doivent en effet avoir une grande distance de travail et un faible encombrement pour
pouvoir étre placé a 90° sans entrer en contact. Nous avons trouve, aprés discussion avec les ingénieurs
d’ Olympus Europe que I’ objectif Olympus Universal Plan Fluorite 40x, N.A.=0.8 aimmersion a eau conviendrait
bien & ce type de montage aprés une |égére modification de son enveloppe externe (Figure 2.28) [48]. L’ objectif
Zeiss Water Achroplan 40x, N.A.=0.8 aimmersion a eau pourrait sans doute aussi convenir.

Le montage a 90° étant possible, un vrai microscope 4Pi-Théta est donc maintenant envisageable. Le
calcul montre alors une résolution de 75 nm en longitudina et une résolution de 240 par 250 nm latéralement.
Une extension naturelle de ce montage est alors de considérer un montage 4Pi de type A pour I'illumination du
spécimen avec un montage 4Pi de type B pour la détection du signal, dans une configuration de microscopes 4Pi
Croisés.

La Figure 2.29 montre les RIO d'illumination (a 400 nm), de détection (a 450 nm) et globale d'un tel
montage. On atteint 80 nm de résolution longitudinale et latérale selon I axe X, et 250 nm selon |’ axe y. On peut
alors“gagner” larésolution sur cet axe en prenant deux images du spécimen (apres rotation de 90° de celui-ci), et
en fusionnant les données.

FIGURE 2.28. Proposition d’arrangement pour un MOM utilisant des objectifs Olympus Universal Plan
Fluorite 40x, N.A.=0.8 a immersion a eau modifiés (document Olympus France) (a) objectif
original. (b) objectif modifié. (c) arrangement a 90° de deux objectifs modifiés pour un
microscope théta ou un MOM.

101



— 2 nm S0

2040 v e LT w— MDY WY

L LT e MY M

FIGURE 2.29. RIO de microscopes 4Pi a axes croisés. (a) RIO 4Pi type A d’illumination a 400 nm (axey). (b)
RIO 4Pi type B de détection a 400 nm (axe z). (c) RIO globale

2.8.3 Microscope 4Pi modifié “% <% “% “% “%

Afin de combiner les avantages des microscopies 4Pi (haute résolution) et théta (grande distance de travail,
j’a proposé une combinaison a 6 objectifs appelée Microscope a Objectifs Multiples (MOM) [49][50]. La
Figure 2.30 en montre le principe: la géométrie des objectifs permet d’ envisager une configuration ou le
spécimen est observé par les six cotés a la fois. De nombreuses combinaisons d'illumination/détection sont
envisageables. La combinaison donnant les meilleurs résultats est la suivante : quatre objectifs selon les axes x et
y sont utilisés pour exciter de maniére cohérente le spécimen. Les objectifs 1 et 2 sont utilisés pour une détection
cohérente du signal de fluorescence (microscope 4Pi de type B).

On considérera des objectifs aimmersion a eau d’ ouverture numérique N.A.=0.8 a utiliser sans lamelle:
comme pour la microscopie Théta, la configuration considérée ne permet pas I’ utilisation de lame et lamelle, le
spécimen devant étre illuminé simultanément sur plusieurs faces.

Lecalcul delaRIO d excitation se fait en additionnant de maniére cohérente les 4 champs incidents:

4obj . . 2
PSF; " (x,9,2) = |E(x,3,2) + E['(x,,2) + E (%, ,2) + E,'(x, 3, 2)| (2.76)
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FIGURE 2.30. Principedu Microscope a Objectifs Multiples. L’ excitation se fait al’aide desobjectifs1a 4. Les
objectifs 1 et 2 sont utilisés en mode 4Pi type B.

On calcule les champs électriques incidents a I'aide des équations (2.67) et (2.68) en appliquant une
rotation autours des axes de symétrie du systeme. Pour une excitation polarisée aléatoirement, les dépendances
angulaires disparaissent comme pour |’ équation (2.69), et on obtient :

PSFi"(x,y.2) = Re{ly'}* +2Re{1;'} + Re{1,}
2.77)
+Re{l,"}* +2Re{l,"} + Re{L,"}" + 2Re{I,'} Re{I,"}
La détection sefait en mode 4Pi type B :
PSFIP®(x, y,2) = Re{l,}” +2Re{I,}’ + Re{L,}’ 2.78)

Lesintégrales de diffraction (2.68) donnant les champs é ectriques sont calculées al’ aide des relations :

I, =1(,y,2), 1 =1y,z,~x)et I,"=1/(y,z x)n=123 (2.79)

La Figure 2.31(a) montre la RIO d’'illumination PSF ?l?bj calculée a une longueur d’onde de 400 nm.
Notons la présence de nombreuses franges d’interférence dues a la faible ouverture numérique des objectifs
utilisés.

Cependant, le spot central est déja beaucoup plus compact que pour un microscope confocal : larésolution
est 100nm en x-y et 200nm en z. Cette trés bonne résolution pourrait avoir des applications en
stéréophotolitographie par exemple.

LaRIO de détection PSF j,f; B calculée a 450 nm est présentée Figure 2.31(b). De nombreuses franges
d’interférences sont visibles au long de I'axe z ce qui limite I'intérét de la microscopie 4Pi type B avec des
objectifs de faible ouverture numérique. Cependant ces franges sont alignées perpendiculairement aux franges
dues al’ excitation.
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FIGURE 2.31. RIO calculée d’un microscope a objectifs multiples. Excitation a 400 nm, détection a 450 nm et

objectifs d’ouverture numérique N.A.=0.8. (a) illumination a 4 objectifs. (b) détection en mode
4Pi type B. (c) RIO totale. Rangées du haut : coupes latérales (x-y). Rangées du bas: coupes
longitudinales (x-2).

La RIO finale du microscope a objectifs multiples PSF 6obj qui est le produit des deux précédentes est
présentée Figure 2.31(c). Ladisposition relative des franges d interférences de laRIO d’ excitation et de laRIO de
détection fait que laRIO finale en est quasi-exempte. D’ autre part, le spot central est de dimension tres réduite.

Dans les trois cas, on a considéré un aspect aéatoire pour la polarisation de I'onde focalisée (RIO
d’ excitation) et pour |I’émission de fluorescence, ce qui fait que les RIOs sont symétriques par rotation autour de
|"axe optique z.

La Figure 2.32 présente un zoom sur la partie centrale des RIO d'excitation, de détection et sur la RIO
finae. Les Figures 2.32(g) et (h) présentent le profil latéral et longitudinal de laRIO finale. Larésolution latérale
est de 109 nm et la résolution longitudinale de 98 nm. Les lobes visibles e long de I’ axe z peuvent étre éliminés
par ssimple filtrage, comme pour la microscopie 4Pi type C a objectif de grande ouverture numérique.

Ces résultats représentent la plus petite RIO jamais obtenue pour un microscope a grande distance de
travail : les objectifs d’ ouverture numérique N.A.=0.8 ont une distance de travail de quelques millimétres, le
MOM offre donc lapossibilité de travailler atrés haute résolution sur des échantillons de grande taille. D’ un point
de vue fondamental, ces résultats montrent aussi que la trés haute résolution n’est pas limitée aux objectifs a
grande ouverture numeérique.

Notons cependant que la mise en ceuvre d’'un tel microscope est probablement trés complexe. Cette
complexité est sensiblement réduite par le fait que les chemins optiques de |’ excitation et de la détection sont
complétement séparés, contrairement ala microscopie 4Pi type C. De plus, pour I’ excitation, la grande longueur
de cohérence des lasers autorise d'avoir des chemins optiques de longueurs différentes. Pour la détection, les
chemins optiques doivent étre identiques a la longueur de cohérence de la fluorescence pres, a savoir environ
20 um. Ladifficulté est donc du méme ordre que pour les microscopies 4Pi et Théta qui ont déja été utilisées avec
succes. Enfait, on peut considérer le MOM comme un microscope 4Pi modifié, qui utilise 4 objectifs séparés pour
I’excitation, au lieu d' utiliser un objectif de détection (microscope 4Pi type B) ou les deux (microscope 4Pi type
C) pour |’ excitation.
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FIGURE 2.32. Agrandissement (10x) de la Figure 2.31. (a-b) : RIO d’illumination a 4 objectifs. (c-d) : RIO de
détection en microscopie 4Pi type B. (ef) : partie centrale de la RIO finale. (g-h) : Coupes
transversale et longitudinale dela RIO du MOM. La résolution latérale est de 109 nm pour une
résolution longitudinale de 98 nm.

Pour maintenir |e spécimen immergé sans que I’ eau ne fuit, |’ utilisation d’ une cavité cubique avec les six
objectifs passant a travers les six faces est nécessaire. La manipulation du spécimen devrait alors se faire al’aide
de micromanipulateurs telles les micropincettes développées al’ AIST (Tsukuba-Japon), ou en les fixant sur une
mi cropipette montée sur un translateur piézoél ectrique de précision [51][52].

Notons enfin que ce microscope pourrait aussi utiliser avec profit les effets multiphotoniques pour encore
améliorer |'efficacité de la coupe optique et diminuer les effets de photobleaching, ainsi que la méthode
Stimulation Emission Depletion (STED) pour diminuer encore la taille de la RIO [53]-[55]. Cette derniére
méthode est discutée brievement dans le Chapitre IV.
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2.9 Identification des paramétres d’acquisition “% <% “% “%

2.9.1 Problématigue

On a vu la complexité des modéles de formation d'image. Ainsi, le modéle de Gibson et Lanni fait
intervenir 14 parametres optiques. L’ obtention d'images de la meilleure qualité possible requiert d' utiliser le
microscope dans les conditions standard recommandées par |e constructeur. Ceci n’est pas toujours possible dans
la pratique. Ainsi I'acquisition de I'image d’un spécimen en 3D requiert |’ observation a une certaine profondeur
sous la lamelle, or les objectifs a immersion d’huile sont corrigés pour observer a une profondeur nulle sous la
lamelle. L'indice de |’ huile peut varier avec latempérature, or ¢’ est un des parametres les plus sensible. |1 est donc
important sinon de maitriser I’ ensemble de ces paramétres, du moins d'en connaitre leurs valeurs, ce qui permet
de préciser le protocole expérimental d’acquisition [56].

D’autre part, lorsque la meilleure résolution est obtenue de I'instrument, on peut encore améliorer la
qualité des images par déconvolution (voir chapitre suivant). Les algorithmes de déconvolution sont trés sensibles
aux conditions initiales. De ce fait, il est important de bien connaitre ces conditions s I’on veut faire la
déconvolution avec une RIO simulée. Cependant I’ utilisation d’ un modéle repose sur la connaissance a priori des
paramétres de ce modeél e et leurs valeurs réelles peuvent sensiblement différer des valeursthéoriques idéalestelles
que préconisées par le fabriquant de I'objectif (Figure 2.33(a)), ce qui induit une RIO tout a fait différente
(Figure 2.33(h)) car affectée d aberrations.

Le bruit est un autre probleme : I'utilisation d'une RIO mesurée assure que I'on est bien dans les
conditions réelles, mais la RIO est bruitée (Figure 2.34) ce qui peut nuire a la déconvolution (amplification
catastrophique du bruit).

FIGURE 2.33. Exempledecalcul de RIO (a) dansles conditions idéales préconisées par le constructeur. (b) cas

d’un milieu dimmersion d'indice différent de celui recommandé: la RIO est affectée
d’aberrations.
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FIGURE 2.34. (a) RIO expérimentale. (b) RIO calculée. Dans le premier cas, le bruit peut nuire a la
déconvolution. Dans le second, I'utilisation d’une RIO différant de I’acquisition conduit a des
résultats faux.

2.9.2 Méthode

Pour améliorer la déconvolution et mieux maitriser les conditions expérimentales, j’ai étudié la possibilité
de retrouver certains paramétres expérimentaux difficiles a connaitre (comme la profondeur du spécimen sous la
lamelle) a partir de RIOs mesurées. Ainsi, on pourra utiliser des RIO calculées qui sont les plus ressemblantes
possibles aux RIOs expérimental es tout en ne présentant pas de bruit.

La méthode utilisée est classique : on choisit un intervalle de variation des paramétres considérés pour
lesquels les RIOs cal culées sont comparées ala RIO expérimentale. On utiliserales critéres de corréation et des
moindres carrés. On cherche les paramétres pour lesquels la meilleure ressemblance est obtenue.

Notons tout de suite une limitation de laméthode : lors de I’ enregistrement de la RIO du microscope par la
technique des coupes sériées, seule I'information en intensité est enregistrée et la phase est perdue. Or cette phase
est indispensable pour caractériser le systéme optique et ses aberrations. En conséquence, cette méthode ne
permet pas une étude de la qualité optique du systéme.

Une autre limite est due al’ absence d’ un référenciel absolu. En effet, pour enregistrer une RIO, on cherche
tout d'abord le plan d’intensité maximale, pris comme référence, et I’on enregistre un ensemble de coupes au
dessus et en dessous de ce plan.

De ce fait, la RIO expérimentale est automatiquement centrée dans son domaine d’acquisition. Il est a
noter de plus que le centrage en latéral est plus facile que le centrage axia (pas d’échantillonnage). Lorsqu’on
calcule une RIO a I'aide d'un modéle théorique, on voit qu’ en présence d'aberrations, il y a décalage du
maximum de la RIO par rapport & la position théorique du point focal qui est I’ origine du référenciel de calcul
(voir Figure 2.33). La distance entre cette position théorique et le maximum est en pratique inconnue, ce qui
représente une perte d' information et il est nécessaire de calculer cette distance et de recentrer les RIOs théoriques
pour pouvoir les comparer avec les RIOs expérimental es.
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FIGURE 2.35. Méthode de recherche des parameétres de calcul d’'une RIO de référence avec le modéle de

Gibson et Lanni.

2.9.3 Simulations

Pour tester la méthode on travaille donc tout d’ abord avec des RIOs de référence calcul ées, re-centrées et
bruitées par gjout de bruit poissonien pour imiter le phénoméne de fluorescence et de bruit gaussien pour tenir
compte de I’ électronique d' acquisition [57].

Pour cette étude, nous avons utilisé le modéle scalaire de Gibson et Lanni, malgré certaines de ces
limitations. En effet, I’ usage d’ objectifs a grande ouverture numérique laisse a penser que les théories vectorielles
sont indispensables, car certains rayons arrivent a grande incidence sur les différentes interfaces du milieu. Dans
la pratique, la différence est souvent négligeable, ce qui fait dire a Peter Torok : "Gibson and Lanni demonstrated
good agreements between their numerical results and experimental measurements of the aberrated point spread
function. This and some other theories confirm that, while it is essential to construct mathematically rigorous
theories, it is sometimes possible to obtain accurate predictions using approximate physical models based on wave
optics' (voir Torok et al., J. Microsc. 188, 158 (1997)).

Nous avons utilisé ce modéle tel qu'il est implémenté dans le logiciel XCOSM du Biomedical Computer
Laboratory (Washington University, St Louis, Missouri, USA) . Jai aussi réécrit un module de calcul, ce qui m'a
permit de vérifier les calculs indépendamment. (ce module a d' ailleurs permit de pointer certaines limitations du
logiciel XCOSM ). Comme expliqué précédemment, le modéle de Gibson et Lanni introduit 8 paramétres
optiques qui peuvent varier de leurs valeurs optimales telles que recommandées par le constructeur de I’ objectif
du microscope. Ces huit paramétres sont :

- Iindice de réfraction du spécimen et la profondeur d’ observation
- |"épaisseur et I'indice du milieu d'immersion

- I’ouverture numérique de I’ objectif

- |I"épaisseur et I'indice de lalamelle

- lalongueur du tube optique!

De ces huit paramétres, nous en avons retenu trois qui sont dans la pratique trés difficiles voire impossibles
amesurer :

- laprofondeur du spécimen observé.

1. pour les microscopes modernes corrigés al’infini, ce paramétre est caduque.
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- I"indice du milieu d'immersion (huile) qui peut varier avec latempérature. Ainsi, la valeur donnée par le
fabriquant est souvent mesurée a environ 20°C alors que les biologistes aiment souvent travailler sur des
spécimens vivants a 37°C. Le changement d'indice est de I’ ordre de 4%. seulement, mais c’est un des
parameétres pour lequel 1aRIO est laplus sensible.

- I ouverture numérique du microscope peut étre limitée dans la pratique : ainsi lorsqu’ on observe dans un
milieu agueux, I'ouverture est au mieux de 1.33, le phénomene de réflexion totale limitant I'angle de
collection des photons.

L identification d’un seul paramétre inconnu dans le modéle de Gibson et Lanni a d'abord été entreprise.
On adonc calculé une RIO avec un objectif d’ ouverture numérique de 1.26, avec une huile d immersion d'indice
1.513 et pour un spécimen a une profondeur de 2 um sous la lamelle, et en gardant tous les autres paramétres a
|eurs valeurs nominal es recommandées par |e constructeur. Un bruit gaussien (rapport S/N de 40 dB) a été rajouté,
ainsi que du bruit poissonien pour imiter le bruit de fluorescence. Le niveau de 40 dB a été choisi aprés analyse
d’images acquises avec un microscope de fluorescence.

LaFigure 2.36 illustre les résultats obtenus pour les trois paramétres retenus. |l est a noter que les images
ont été préalablement débruités par une simple procédure de clipping en évaluant le bruit dans une région sombre
ne contenant a priori pas de signal. Sans cette précaution, les résultats sont en effet souvent inexploitables.
L'indice de I'huile est retrouvé correctement a 1.513, I'ouverture numérique calculée est de 1.27 (1.26
théoriquement) et la profondeur estimée de |’ échantillon est de 1.8 um (contre 2 um en réalité soit 10% d’ erreur).

Ces calculs ont été répétés pour diverses valeurs de ces trois parametres. |l en est ressortit que I’ ouverture
numeérique est retrouvée avec une erreur de I’ ordre de 1% tant que la profondeur du spécimen ne dépasse pas
5 um. De méme I'indice de I’ huile est retrouvé avec une erreur inférieure & 2%o (ce qui est déja appréciable). Par
contre, |’ estimation de la profondeur est généralement moins bonne, avec une erreur de 10 a 15%.

Cependant les résultats se dégradent trés vite avec le bruit ; pour un rapport signal sur bruit inférieur a
25 dB, lesvaleurs de calcul des RIO ne sont pas retrouvées. Les mémes résultats sont obtenus avec comme critére
|e facteur de corrélation ou I’ erreur quadratique.

Une recherche a plusieurs inconnues est aussi possible. Le probléme des minima locaux se pose alors.
Cependant, si I’on peut restreindre suffissmment les intervalles de recherche, ce probléme ne se pose pas. La
précision des résultats obtenus est cependant bien moins bonne, comme illustrée par latable suivante. La RIO de
référence est calculée comme précédemment, et bruitée. Elle est ensuite débruitée par la méme méthode de
clipping. S I'indice de réfraction de I'huile d'immersion est retrouvé correctement (4%), la profondeur du
spécimen est entachée d’ une erreur de 40%, et ce pour une faible profondeur déja.

TABLE 2. Résultats d’une recherche sur deux parametresinconnus: indice de I’ huile d’'immersion et
profondeur du spécimen.

Variable Valeur théorique Valeur retrouvée
Indice del huile 1.33 1.325
Profondeur (pum) 19 11
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FIGURE 2.36. Recherche sur un parametre pour des RIO simulées. (a) ouverture numérique. (b) indice de

I"huile d’immersion. (c) profondeur du spécimen.

2.9.4 Résaultats expé&rimentaux

Ces résultats encourageants ont été confirmés par I'étude de RIO expérimentales acquises sur un
microscope Olympus a épifluorescence AX70 équipé du systeme d’acquisition 3D CellScan. Les images sont
acquises sur 12 bits al’aide d’un caméra CCD Sensys de Photometrics ayant une taille de pixel de 6.8x6.8 umz.
Pour I'acquisition des RIO, des billes fluorescentes Tetraspeck de 0.2 um de diamétres ont été utilisées
(Molecular Probes). Ces hilles sont séchées sur une lamelle, ce qui assure leur adhésion a celle-ci. Ensuite, 1a
lamelle est retournée sur une lame, avec adjonction d’ eau pour imiter par son indice un milieu biologique. En
procédant ainsi, certaines billes n’adhérent plus a la lamelle. Ceci n'est pas génant dans la mesure ou les billes
flottant dans le milieu aqueux sont affectées par le mouvement brownien, et ne sont donc pas utilisables pour
acquérir des RIO. Cette procédure assure que les RIO mesurées le sont & une profondeur nulle dans un milieu
d’indice 1.33. Un objectif 100x aimmersion a huile (indice 1.515) et indice d’ ouverture 1.35 a été utilisé.

L es images obtenues ont été débruitées comme pour les simulations. On vérifie alors que le bon indice de
réfraction et la bonne profondeur sont retrouvés (Figure 2.37) : le minimum de I’ erreur quadratique se situe bien a
0 um (qui est lavaleur attendue) et pour I’indice de I huile on trouve 1.516, la valeur donnée par |e constructeur
étant de 1.515+0.002 [58].

Ce travail avait été effectué avant celui sur I’unification des modéle de Torok et Varga et de Gibson et
Lanni (section 2.5). Les résultats obtenus montrent qu’ un modele simplifié permet néanmoins d’ obtenir de bons
résultats. |l serait cependant intéressant de reprendre cette étude a |’ aide du modéle vectoriel pour mieux préciser
leurs domaines d’ application respectifs.
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2.9.5 Conclusion

Cette méthode permet donc de caractériser les conditions d’ acquisition d’images avec un microscope, en
particulier certains paramétres difficiles a mesurer dans la pratique, telle que la profondeur du spécimen. On peut
ainsi vérifier que le microscope est utilisé dans les conditions standards recommandées par le constructeur, et
méme éventuellement corriger certains défauts par I'identification des paramétres qui ne suivent pas ces
recommandations. L e biologiste peut ainsi préciser le protocole d’ acquisition.

Cette technique est cependant fortement limitée par le bruit et la précision d’ échantillonnage des données.
On pourrait aussi I'améliorer par I’ utilisation d'algorithmes de débruitage plus élaborés, un gain en rapidité et
I"utilisation d’'un modele de formation d'image plus éaboré. Cependant pour les conditions expérimentales
rencontrées, ces résultats confirment le fait que peu de différences existent entre le modéle scalaire de Gibson et
Lanni et des modéles vectoriels plus élaborés, dans le cas le plus général d’ émission non-polarisée ou polarisée
al éatoirement.

Ce type d’' étude autorise en particulier d’ utiliser pour la déconvolution des RIO cal culées donc sans bruit,
tout en étant le plus proche des conditions d’ acquisition. Ceci doit permettre d’ améliorer la fiabilité des résultats
de ladéconvolution. Ce point précis serarepris dans le chapitre suivant.

Notons enfin que cette méthode est applicable a tous les types de microscopie pour lesquels la notion de
RIO est bien définie, par exemple le microscope confocal ou le microscope biphoton. Par contre, en microscopie
par génération de seconde ou troisiéme harmonique, la notion de RIO n’est pas bien définie.
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2.10 Microscopie Théta en réflexion “% <% <% <% <%

L e microscope théta a été inventé et dével oppé pour la microscopie de fluorescence en biologie. I permet
de combiner haute résolution et grande distance de travail en utilisant deux objectifs de microscope de faible
ouverture numérique croisés a 90°.

La microscopie confocale est utilisée en fluorescence (essentiellement pour la biologie) mais aussi en
physique des surfaces et en controle qualité (essentiellement dans I’'industrie de la micro-éectronique). On parle
alors de microscopie confocal e en réflexion.

On retrouve aors une limitation déja rencontrée en microscopie de fluorescence : les objectifs a grande
distance de travail ont une faible ouverture numérique, et donc une résolution relativement mauvaise. Les
objectifs a haute résolution ont une distance de travail trés courte.

Jai aors proposé lors de mon s§jour (Juillet-Aolt 2001) au groupe OptMec (Optical Measurement and
Control Group) du Photonic Research Insitute de I’ AIST a Tsukuba (Japon) de monter un microscope théta en
réflexion. On peut en prédire les propriétés a partir de nos connaissances sur le microscope confocal et le
microscope théta en fluorescence:

- la résolution latérale est du méme ordre que celle d’un microscope confocal en réflexion utilisant les
mémes objectifs.
-larésolution longitudinale sera aussi du méme ordre grace al’ utilisation du montage théta.

On espéere ainsi réaliser un microscope ayant une résolution quasi-isotrope. J ai construit un prototype qui
a permis de valider le concept [59]. La Figure 2.38 en montre le principe. Un laser (HeNe a 633 nm) sert a
I"illumination du spécimen. Le faisceau est élargit et paralélisé de facon a illuminer I’ensemble du plan foca
arriere de |’ objectif d’illumination (utilisation d’ un expenseur de faisceau : objectif de microscope de focalisation,
pinhole pour “nettoyer” le faisceau des modes d’ ordres supérieurs, lentille). Le faisceau paraléle ainsi généré
peut alors étre focalisé dans un spot de taille minimum (tache d’ Airy).

L e spécimen est monté sur une table de déplacement x-y-z avec une résolution mécanique de 0.5 um. On
utilisera différents spécimens pour mesurer lataille des RIOs. L' objectif de détection est alors focalisé sur le point
de focalisation de I’ objectif d'illumination. Le faisceau capté est alors paralléle. Il est refocalisé al’aide d'une
lentille sur un pinhole placé devant une photodiode.

Periscopic System

HeNe Laser

__ | Shopper To Lock-in
Wheel Detector

Beam Expander

Focusing

! Lense
To Lock-in Illumination Objective
Petector Pinhole
‘_DJ:::::""""""""' || ﬂ <
| Mirror on x-y-z
scanning stage
Detection
Detectof

Objective

FIGURE 2.38. Schéma du microscope théta en réflexion. Un objectif sert ailluminer le spécimen. L’ objectif de

détection est a 90° et utilise une détection confocale.
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Pour s affranchir des problémes de lumiére ambiante, on utilise une détection synchrone. Le faisceau du
laser est haché par une roue a ouverture, et un détecteur lock-in analyse le signal provenant de la photodiode. La
lecture de I’ intensité se fait alors al’ oscill oscope.

Une limitation évidente de cette expérience est le fait que toutes |es mesures se feront manuellement, donc
lentement. || S agissait de construire un prototype de faisabilité, ceci ne constituera donc pas un gros handicap. Il
est aussi important de laisser le laser se stabiliser thermiquement (dérive de puissance).

Les Figure 2.39 montre le prototype en vue avant et arriere.

La principale difficulté pour utiliser un microscope théta consiste a faire coincider les deux points focaux
des deux objectifs. Pour cela, on procéde en deux étapes.

Tout d abord, le systéme d'illumination est installé et aligné de fagon a obtenir la RIO de taille minimale.
On réalise donc un montage a un seul objectif. La Figure 2.40 montre le montage. Le “spécimen” illuminé est
dans ce cas constitué par un pinhole de 1 pum de diamétre placé devant |e photodétecteur. La Figure 2.41 montre 3
mesures de la RIO d'illumination donnant la résolution latérale (en x ou y). L’intensité est donnée en unités
arbitraires. Chaque courbe correspond a une moyenne de trois mesures réalisées sur trois jours. Le décalage
observé entre les courbes est compatible avec e jeu mécanique de la table de translation micrométrique manuelle
utilisée pour scanner le pinhole atraverslaRIO.

Larésolution latérale définie comme largeur a mi-hauteur de la RIO est donnée par :
R, = A/ (2NA) (2.80)

ce qui pour une longueur d'onde de 633nm et un objectif douverture numérique 0.3 donne
R;4=1.055 um. La résolution mesurée de 2 um correspond donc a la résolution théorique des objectifs a air
utilisés, si I’on tient compte de la convolution avec le pinhole de 1 um de diamétre.

La mesure de la résolution longitudinale a aussi été entreprise, mais a donné des résultats moins
satisfaisants. La Figure 2.41 montre une moyenne de trois mesures. Si la résolution de 13 um est |a aussi
compatible avec un objectif d’ ouverture numérique N.A.=0.3 (en tenant compte de la convolution avec le pinhole
de 1 um de diamétre), la courbe n’est pas parfaitement symétriqgue comme elle devrait |’éére pour une RIO
minimale, sans aberration, et la différence est plus marquée que pour la résolution latérale: la profondeur de
champ théorique est donnée par D = A/(4n sin? (a/2)) avec o = asin(NA/n), soit 6.9 um pour notre objectif. Il n’a
cependant pas été possible de faire mieux. Le probleme peut venir de I’ alignement de I’ objectif avec le faisceau
(tilt), ou du faisceau laser lui-méme (parallélisme).

FIGURE 2.39. Vueavant et arriere du prototype de microscope théta en réflexion construit au groupe OptMec
du Photonic Research Institute de Tsukuba.
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FIGURE 2.40.
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FIGURE 2.41. Mesure delarésolution latérale de I'objectif d’illumination (N.A.=0.3) a I’aide d’un pinhole de
1 um dediamétre. Mesure delarésolution longitudinale de I’ objectif d’illumination (N.A.=0.3) &
|"aide d’un pinholede 1 um de diamétre. Notons la |égére dissymétrie de la cour be, indiquant un
possible probleme de focalisation.

Lorsque le bras d'illumination est correctement aligné, on rajoute le bras de détection. La difficulté
principale consiste a aligner les deux foyers des deux objectifs sur le méme point. On a utilisé la technique
suivante :

Dans un premier temps, on place comme “ spécimen” un miroir incliné a45° du faisceau d'illumination. Le
faisceau est donc renvoyé a 90°. Dans cette étape, I'objectif d’illumination est enlevé, et seule la position
angulaire du miroir est gjustée.

On remet ensuite I’ objectif d'illumination, et le miroir est transaté de maniére a intersecter la RIO
d’illumination a son maximum. Ceci ne peut ére fait directement. On positionne tout d abord le miroir
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grossierement, en se servant d'une petite particule diffractante (poussiére) sur le miroir. Quand le maximum de
lumiere diffractée est observé (al’cal!), la particule est au maximum delaRIO.

L' alignement précis des deux points focaux se fait alors en tenant compte de la symétrie du systéme de
détection par rapport au systeme d'illumination. Si les deux points focaux coincident et que le miroir est placé a
45° au maximum de la RIO, le faisceau d’illumination (divergent aprés le point focal) est redirigé a travers
|” objectif de détection, qui va collecter |’ onde incidente divergente et larefocaliser en un faisceau paralléle.

Lorsgue I'alignement est obtenue par itération successive, on place derriére I’ objectif une lentille qui
refocalise le faisceau sur le pinhole de détection. Le signal est alors enregistré al’ aide d’ un détecteur lock-in.

LaFigure 2.42 montre deux mesures obtenues pour deux expériences différentes (réalignement complet du
microscope entre les deux mesures). || est a noté que cette mesure ne correspond pas a la mesure classique de la
RIO d'un point, car on a utiliser le miroir a 45° comme spécimen. On peut donc I’ interpréter comme une “ edge-
RIO", similaire ala Line Spread Function (LSF) ou la Half-Screen Spread Function (HSFS) parfois utilisée pour
caractériser un instrument d’ optique.

Nous avons obtenu une largeur a mi-hauteur de 1 um et de 0.8um pour ces deux mesures. Strictement
parlant, il ne s agit pas de larésolution de la RIO, mais celaindique que des plans verticaux distants de 0.5 um ou
0.4 um sont distinguables. Notons cependant que larésolution de 0.5 um du translateur en z limite la précision de
lamesure.

Ces courbes montrent cependant un gain d'un facteur 8 par rapport a un systéme a un seul objectif avec
N.A.=0.3. Ce prototype a donc montré I'intérét de la microscopie théta en réflexion pour obtenir une bonne
résolution longitudinale (tout en conservant laméme résolution latérale en x et en'y) tout en ayant une distance de
travail appréciable : les objectifs utilisés ont une distance de travail de 1 cm.

Des domaines d' application possible pour la microscopie théta sont la mécanique (controle de I’ éat de
surface d’ une piéce, sans contact, & “grande” distance et avec une résolution de I’ ordre du micrométre dans les
trois dimensions), et la physique du solide et des surfaces, car le montage théta permet une bonne résolution tout
en autorisant un espace libre autour de I’ échantillon permettant & une instrumentation d’ accéder a cet échantillon,
contrairement au microscope confocal qui a une distance de travail tres réduite.

1.0 . . .

—e— Intensityl
...... = INtensity2

©
o1

Normal i zed Intensity

X (um
FIGURE 2.42. MesuredelaRIO longitudinale du microscope théta en réflexion.
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2.11 Conclusion

Le microscope optique est un instrument utilisé & des fins scientifiques depuis plus de deux siécles, et de
nombreux développements techniques ont permis détendre son domaine d' utilisation. 1l est alors d’ autant plus
paradoxal de constater combien la modélisation de cet instrument S'est longtemps faite sur des bases
approximatives.

La demande d’ une résolution toujours meilleure, et en tout cas obtenue de maniére constante et répétitive,
a obligé de nombreux auteurs a se pencher sur ce probléme. 1l est en particulier trés important de comprendre
pourquoi et comment cette résolution est éventuellement dégradée dans la pratique, et d’identifier quelles sont les
techniques possibles pour remedier & ce probléme.

Une part importante de mon travail a donc consisté d' une part a modéliser de maniére rigoureuse les
mécanismes de formation des images en microscopie de fluorescence classique, confocale et multiphoton. La
compréhension de ces mécanismes a aussi permis de décrire avec détail des configuration moins classiques,
comme la microscopie Théta ou la microscopie 4Pi, mais aussi de proposer de nouveaux type de microscope,
comme le microscope a objectifs multiples, qui combine grande distance de travail et excellente résolution, au
prix cependant d’ un montage optique trés délicat.

Il ne fait guere de doute que la demande d'un résolution toujours plus fine continuera a motiver des
recherches pour améliorer encore cet instrument, telles les recherches sur la microscopie a émission stimulée
STED, qui a déa permis une résolution inférieure & 100 nm en 3D dans des spécimens vivants, et meilleure que
30 nm sur des monomol écules de fluorophore déposées sur un support. Notons que les travaux que j’ai effectués
dans ce domaine s appliquent aussi a ces nouveaux types de microscopie.

Mes travaux dans ce domaine de la modélisation du processus de formation des images en microscopie de
fluorescence ont donné lieu a 8 articles, 6 conférences avec actes, 3 workshops et 3 posters. J ai aussi été amené a
présenter mes travaux dans ce domaine dans 2 écoles scientifiques francaises et 1 école européenne. Enfin, j’al
encadré plusieurs stagiaires de maitrise (2) ou d école d’ingénieur (1) et de DEA (2) dans le cadre de ces travaux,
et co-encadré trois étudiants en thése.
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CHAPITREIII CONVOLUER....
DECONVOLUER... CEST
TOUJOURS TRAVAILLER

“Il y avait, c’était sous le regne de Louis XVIII, a I’Académié des Sciences, un Fourier célebre que la

postérité a oublié”
Victor Hugo, Les Misérables

Claude Monet “La Cathédrale de Rouen”
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3.1 Introduction

Du point de vue du physicien qui étudie le microscope en optique diffractive, le processus de formation
d’'image se comprend comme suit al’aide delaRIO : chaque point lumineux de la source va étre transformé par le
microscope en une tache d'Airy en 3D. L'image obtenue est donc un collection de RIO, parfaitement
déterministe.

D’un point de vue de physicien en mécanique quantique, qui considere les photons individuellement se
propageant a travers le systéme optique, la RIO s'interprete comme la probabilité pour un photon émis par un
point lumineux de la source d’ étre collecté a un endroit précis dans |’ espace image. L' image se forme photon par
photon, et seule une treés grande accumulation de photon (moyennage) permet de réobtenir laRIO telle que prévue
par I’ optique diffractive. Dans ce cas, I'image est considérée comme une collection de photon, et s'interpréte d’ un
point de vue statistique.

Lorsgue I’on envisage de traiter les images en provenance d’un microscope de maniere numérique, il
convient de donner une description mathématique du processus de formation d’image. On retrouve alors ces deux
approches physiques différentes dans les deux types de description mathématique du phénoméne de formation
d’'image : les modél es déterministes et les modéles statistiques ou Bayesiens.

Pour montrer I'intérét et |es difficultés de |a déconvol ution en microscopie de fluorescence, il est cependant
plus simple de se baser sur le modéle déterministe de convolution de I’ objet par la réponse impulsionelle optique
du microscope. En négligeant I'influence du bruit et en supposant le systéme linéaire et invariant, on peut donc
décrire le processus de formation d’image par |’ équation de convolution :

g(x) = fh(x—xl)f(xl)dxl (3.1

ou f(x) est I’ objet de départ, h(x) la RIO du systeme et g(x) I'image obtenue. Si I’ on réécrit cette équation
dans |’ espace de Fourier, on obtient alors :

G(w) = H(w)F(w) (32

ou H(w) est la réponse fréquentielle du systéme (Optical Transfer Function: OTF) qui est donc la
transformée de Fourier 3D de laréponse impulsionelle optique.

Si on considére le systeme du point de vue de |’ automaticien ou de I’ électronicien, ¢'est a dire comme un
filtre, I' OTF permet donc de caractériser cefiltre : le systeme de mesure H échantillonne une quantité F du monde
réel en un ensemble de données numeériques G entachées d’ erreurs expérimentales (et de bruit B). Le dispositif de
mesure ne fournit pas la quantité exacte F mais une version dégradée de celle-ci. Aprés avoir identifié la
transformation subie par les données originales, on peut envisager la transformation inverse qui permet sinon de
retrouver F, du moins de restaurer les données G pour obtenir une image plus fidele de F. La transformation H
peut étre déterminée a partir de considérations physiques sur le dispositif de mesure a I’aide d'un modéle, ou
mesurée expérimentalement, comme il a été montré dans le Chapitre 1.

L’idée de la déconvolution est donc de reconstruire le plus fidelement possible les données de départ. En
effet, comme pour tout systeme, le microscope en donne une version dégradée. Cette dégradation est d' autant plus
notable que I’on cherche a voir de petits détails, ¢’est a dire qu’on se rapproche de la limite de résolution du
systéme. Pour parvenir a un résultat le plus satisfaisant possible, le systéme de déconvolution devrait idéalement
combiner comme le résume laFigure 3.1 :

-un modéle de formation d’'image correct

-une bonne connaissance des parametres d’ acquisition
-un algorithme de déconvol ution adapté

-des connaissances a priori sur le spécimen
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FIGURE 3.1.  Structuretyped’un systéme de déconvolution.

A titre d’exemple, on peut donner certaines caractéristiques particuliéres du microscope optique [1]. La
Figure 3.2 montre en trois dimensions son OTF 3D. L’ axe 1| représente les fréguences longitudinales (le long de
|"axe optique z). Les fréguences latérales u sont groupées sous la forme p = (ux2 + uyz )1/2 avec Ly et py les
fréguences selon I'axe x et I’ axe y respectivement. Cette figure illustre bien les spécificités d’ un tel instrument.

- Les fréquences latérales et longitudinales sont liées: a la fréquence latérale zéro, aucune fréquence
longitudinale, ¢’est a dire aucune information, n’est transmise. De méme a une fréquence longitudinale
données, seules certaines fréquences |l atérales sont transmises.

- L' OTF présente un cone de fréquences non-transmises, appelé “missing cone” en anglais. L' ouverture de
ce cone est directement liée al’ ouverture numérique de I’ objectif utilisé.

- Enfin, on note la présence d'un pic de Dirac al’origine. Il traduit le fait que chague plan de I'image, qui
est normalement I"'image d’un seul plan de I’ objet, contient en fait des informations de tous les plans de
I’ objet.

La conséquence en est qu’ un objet vu a travers un microscope optique est [2] :

- flou, a cause de |’ effet defiltrage de I’ OTF (atténuation des hautes fréquences)
- déformé, a cause du filtrage différent en x-y et en z (allongement selon |’ axe z)
- déformé, a cause du mélange d' information des plans (présence du pic de Dirac)

A cause de ces déformations, I’image brute d’un microscope optique est inutilisable pour toute mesure
quantitative. Un agorithme de déconvolution adapté & la microscopie optique devrait donc tenir compte de ces
spécificités pour restaurer correctement I'image. En particulier pour redonner saforme correcte al’ objet, il faudra
“remplir” le missing cone.

Enfin, on a vu au Capitre |l que la RIO d'un microscope confocal idéal peut étre calculée en premiere
approximation a partir de la RIO d’un microscope classique par élévation au carré. En conséquence, I'OTF d'un
microscope confocal est obtenue par convolution de I'OTF d un microscope classique avec elle-méme. Cette
opération de convolution varemplir le missing cone, ce qui explique les propriétés intrinseques de sectionnement
optique du microscope confocal par rapport au microscope classique. D’ autre part, une opération de convolution
ayant pour effet d'élargir le support de I’ OTF, plus de fréquences sont donc transmises, et la RIO du microscope
confocal est donc plus compacte que la RIO du microscope classique. Cette approche “filtrage” est en fait
complémentaire de |’ approche physique pour bien comprendre les propriétés imageantes de ces systemes.

Dans la suite de ce chapitre sont présentés les travaux relatifs aux différents aspects importants d'un
systéme de déconvolution tels qu'illustrés par la Figure 3.1, puis sont exposés certaines améliorations apportées
aux a gorithmes de déconvolution eux mémes.
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FIGURE 3.2.  OTF d’un microscope classique
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3.2 Déconvolution : équation intégrale en 2D ou 3D

Le domaine des équations intégrales est relativement ancien dans I’ histoire des mathématiques et des
sciences en général, remontant a environ 300 ans. Cependant, I’ essentiel de la théorie des équations intégrales
date du 20°™€ siécle, et |’ apparition de I’ ordinateur dans les années 60 a considérablement élargi les domaines
d' utilisation des équations intégrales. En mathématiques, une équation intégrale est une équation dans laquelle
une inconnue apparait sous un signe intégral. Les théories des équations intégrales et des équations différentielles
sont trés proches, et beaucoup de problémes peuvent s écrire avec les deux formalismes.

On peut, trés grossiérement, classer les équations intégrales en deux grandes familles [3]. Celles pour
lesquelles le domaine d'intégration varie avec la variable libre sont appelées équations intégrales de Volterra.
Lorsque le domaine d'intégration est fixe, on parle d' équations intégrales de Fredholm. Les situations physiques
exposées dans le reste de ce manuscript nous conduisent a nous intéresser aux équations intégrales de Fredholm.
C'était par exemple déjale cas avec |e probléme du réseau, déa rencontré au Chapitre | [4].

L es équations de Fredholm se divisent en deux genres. Lorsgue |’ équation s écrit sous laforme:

fK(t,s)x(s)dS =y(t) t€D (3.3)
D

on parle d équation intégrale de Fredholm du premier type. D est un ensemble fermé de R". Le noyau
K(t,s) est supposé absolument intégrable. Ces équations sont habituellement considérée comme mal posée, car la
solution x est trés sensible a de petites variations dans les données y et des techniques spéciales de régularisation
sont nécessaires.

L es équations du second type ont laforme :

Ax(1) +fK(t, s)x(s)ds = y(t) t€D,A=0 (34
D

Si y=0, on aaors un probléme de valeurs propres, et I’ on cherche simultanément la valeur propre A et une
fonction propre x. Si y=0, étant donnéy et A\, on cherche une solution x. C’est un probléme non-homogene.

Il n'existe pas de méthode générale efficace pour résoudre les équations intégrales. 1l convient en
particulier d’ adapter la méthode aux spécificités du noyau K(s,t). Le lecteur intéresse trouvera dans les références
[3][4] un excellent point de départ sur les méthodes numériques de résolution des équations intégrales. Dans ce
Chapitre seront décrites uniquement les méthodes utilisées dans notre groupe pour traiter du probleme de la
déconvolution 3D des images de fluorescence.

D’un point de vue pédagogique, on peut s éonner que dans la formation de nos étudiants, les équations
intégrales et leurs méthodes de résolution sont largement ignorées, alors que les équations différentielles sont
traitées avec beaucoup plus d’ attention.

3.2.1 Modélesdéter ministes

Les modéles déterministes traduisent directement I’approche d optique diffractive qui décrit I'image
comme une collection de RIO. Le phénomene s écrit sous forme d’ une équation de convolution :

g(x) = fh(x,xl)ﬂx,xl)dxl (35)

ou f(x) est I’ objet de départ, h(x) laRIO du systéme et g(x) I'image obtenue. On retrouve |a une éguation de
Fredholm (de la premieére catégorie) comme dans | e cas des équations intégrales servant a résoudre le probléme du
réseau (Chapitres 1). On peut donc s attendre a des difficultés similaires de résolution de cette équation

125



(conditionnement, stabilité de la solution). Par rapport au probléme du réseau, ces difficulté sont ici encore
augmentées ici par le fait que I’on travaille sur des images 3D, et que les images réelles sont contaminées par du
bruit.

On considére en général le systeme imageur comme étant linéaire et invariant par translation. L’ équation
(3.5) seréécrit alors sous laforme d' un produit de convolution linéaire et invariant :

g(x) = fh(x—xl)f(xl)dxl (3.6)

Les systémes d’ aquisition donnant une image discrétisée de I’ objet, on peut réécrire |’ éguation (3.6) :
g(k) = 3 h(k=/)f0) (37
J

De maniére plus générale, et pour tenir compte de certaines limitation du systeme dans les conditions
réelles (saturation de I’image, bruit etc..), |'expression (3.7) se généralise sous laforme:

g(k) = P| Sh(k=)10) | @ b(k) @9)
J

ou P est une projection non linéaire, b représente les sources de bruit dans le systéme physique et ® un
opérateur point a point dont la fonction dépend de la nature du bruit (bruit de photons dans les images de faible
intensité, bruit gaussien di aux éectroniques d’ acquisition).

Pour le traitement numérique des données, il est plus commode de réécrire ses équations sous forme
matricielle et dans I’ espace de Fourier, ce qui transforme les équations de convolution en simple produit. Le
probléme de la déconvolution “se réduit” donc a l’inversion d’un systéme matriciel. La taille (image 3D) et la
complexité (mauvais conditionnement des matrices) de ce systeme constituent alors les principales difficultés
pour retrouver I’objet de départ, vu déformé a travers le microscope. Une “simple” inversion n'est aors plus
adaptée, a cause du mauvais conditionnement du systéme matriciel qui conduit & un sensibilité extreme par
rapport aux conditions initiales, et aussi & une amplification parfois catastrophique du bruit. 1l convient alors
d’introduire des procédures de régul arisation permettant de stabiliser la solution.

3.2.2 Modéles Bayesien

Pour ces modeéles, I'image acquise g(x) et I” objet observeé f(x) sont toujours supposés liés par I équation de
convolution (3.5), mais la formation d’image est un processus aléatoire et g(x) n'est qu'un échantillon de ce
processus a un instant donné.

Il est bien connu que les photons collectés par un détecteur CCD ou un photomultiplicateur obéissent ala
statistique de Poisson [5]. Le modéle Bayesien est basé sur la probabilité conditionnelle :

_ PULg) - PL/NPO)
P8 =P T T R 9

Ladensité de probabilité (Probability Density Function : PDF) P(x) est celle de Poisson. Pour un pixel x de
I"'image, laPDF s écrit :

P(x) = 7\._6)(])4—_7\.) (3.10)

x!

ou A est un parameétre qui caractérise |’ arrivée des photons par unité de temps. On considére que la collecte
des photons de chaque cellule CCD est indépendante, alors la PDF de I’ ensemble des pixels qui forment I'image
est le produit de la PDF de chague pixel :
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(k)
P(f/g) = H(h(k)®ﬂk))g g(el;I!)(—h(k)(@f(k)) (3.11)

ou h(k)®f (k) est e paramétre qui représente A.

3.2.3 Présentation de quelques algorithmes

De nombreux algorithmes de déconvolution ont été développés pour la microscopie de fluorescence 3D
[6]-[32]. Certains sont tres genéralistes, d autres trés spécialises. Nous utilisons couramment au LabEl quatre
méthodes qui sont bien adaptées a la microscopie de fluorescence. Elles supposent toutes la connaissance du
processus de formation d’'images, a savoir la Réponse Impulsionelle Optique du systeme (voir Chapitre 1), par
opposition aux méthodes dites aveugles ou myopes, qui he nécessitent qu’ une connaissance partielle delaRIO.

Ces méthodes sont : LLS ("Linear Least Square" developpée pour la microscopie de fluorescence par
C. Preza, MAP (“Maximum a Posteriori”), ML-EM ("Maximum Likelihood-Expectation Maximization"
principalement développée par T. Holmes, et I'algorithme de W.A. Carrington, basé sur la méthode POCS
(“Projection onto Convex Sets’).

Elles tiennent toute quatre compte des particularités de la RIO, a savoir que::

- le systeme est singulier (présence d’ un pic de Dirac al’ origine),
- lasolution peut étre instable a cause du bruit.

3.2.3.1Linear Least square Solution (LLS)

Cette méthode de déconvol ution dével oppée par Preza [6]-[8] est une méthode linéaire basée sur le modéle
déterministe, qui réalise une inversion directe régularisée. Deux hypotheses sont faites avec cette méthode :

- le processus de formation d’'image est linéaire,

- le bruit est supposé blanc gaussien additif et non corrélé au signal.

A partir de ces deux hypotheses, on peut conclure que les petites valeurs propres sont principa ement
responsables de I'amplification du bruit lors de I'inversion du systeme. Donc, la régularisation proposée consiste a
éliminer les petites valeurs propres de I'OTF inférieures a un seuil A, prédéfini. La difficulté est donc le choix de
Am- Laformule de l'inversion matricielle s' écrit alors:

p ! ’ -1 !
f=@,,5¢ =[H*H'] H'*g (312

avec [ I'estimée de ' objet originel, g I'image observée, H représente I OTF, et H' I’ OTF régularisée. Les
valeurs propres inférieures au seuil A, sont éliminées de lamatrice H pour former lamatrice régularisee H'.

Le probléme principal consiste donc a déterminer le seuil optimal de régularisation A,,,. Trop petit, on ne
regle pas le probléme de I'instabilité. Trop grand, on supprime de I'information dans I'image, et non plus
seulement du bruit. On peut en effet assimiler cette méthode a un filtrage sur les hautes-fréquences de I'image.

Preza aappliqué lajauge de Joyce et Root [9][10]. Elle consiste a minimiser lasomme des erreurs de biais
et des erreurs dues au bruit :

min| 3 (=) +0° 2%1 (3.13)

avec f I’ objet original, f I’ estimée de cet objet, o lavariance du bruit, A,,, les valeurs propres conservées.

On recherche le minimum de (2.15) qui offre le meilleur compromis précision-stabilité.
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S Ay, est faible, le bruit dans|’image restaurée est plus amplifié mais|’ erreur de biais est réduite ; Si A, est
élevé, le bruit dans I’image restaurée est faible, mais|’ erreur de biais devient importante.

La détermination de A, optimal est d’ autant plus difficile que I’ erreur de biais est supposée étre mesurée
dans |’ espace des objets qui est évidemment inconnu (on N’ a en réalité acces al’ espace image uniquement). Dans
|a pratique, ce paramétre est introduit manuellement par I’ utilisateur [11]. L’ utilisateur ne posséde aucun critére
de choix précis, il sait juste que la valeur de A, est comprise entre 1 valeur propre la plus grande et 106, la
précision courante du calcul numérique. Le choix pour cette valeur est donc trés étendu. Cette méthode semble
donc trés adaptée a des tests sur des images de synthése, pour lesquelles ont connait I’ objet de départ. Pour des
images réelles, le choix du paramétre de régularisation nécessite une certaine expérience de lapart de |’ utilisateur.

D’autre part I" hypothese de bruit blanc gaussien est sujette a discussion, les phénomeénes de fluorescence
donnant lieu & un bruit poissonien. Lorsque lesimages sont faiblement bruitées, il a cependant été montré que les
résultats obtenus avec cette méthode sont tout a fait satisfai sants.

L'intérét premier de cette méthode est sarapidité : en effet on obtient le résultat par une inversion directe.

3.2.3.2 Algorithme de Carrington

Il a été montré que les méthodes de déconvol ution utilisant comme critére de stabilité les moindres carrés
ne pouvaient donner de solution stable [12]. On a vu que la méthode LLS résolvait ce probléme en supprimant
tout simplement les petites valeurs propres responsables de I'instabilité. Walter Carrington [13]-[17] a proposé
une autre approche, basée sur la minimisation d' une fonctionelle avec une contrainte au sens des moindres carrés.

Cette méthode cherche une estimée f* def par minimisation de la fonction de co(t suivante :

min{}zo}z‘g —fffh(x)j;(x)a’x‘2 + ocfffp(x)‘zdx (3.19)

h(x)f(x) I'image estimée, gI'image observée, h1aRIO du systéme, o. le paramétre de régul arisation.

Le premier terme de cette fonctionelle représente la différence entre I'image originale et I'image recalculée
del’ objet restauré. Le second terme représente le lissage de la solution, qui impose qu’il n'y ait pas de transitions
brusgues.

Cet algorithme est itératif, deux contraintes sont appliquées a chaque itération :

- la contrainte de positivité,
- f ne comporte pas de transition brutale (en forme et en intensité).

ce qui conduit la solution a se trouver dans un espace convexe fermé. La méthode de Carrington est donc
essentiellement basée sur la méthode POCS (Projection onto Convex Sets). Dans ce cas, |’ estimée qui permet la
minimisation de I'équation (3.14) est unique. La méthode numérique de minimisation est celle du gradient
conjugué.

L'intéret de cette méthode est I'unicité de la solution, par contre, ¢'est une méthode itérative, donc
relativement lente. Le paramétre de régularisation o décrit le compromis entre la précision et la stahilité de la
solution. La détermination de ce paramétre fait appel a |’ expérience de I’ opérateur. Si o est faible, les données
sont lissées et peu sensibles au bruit. La précision des données restaurées est cependant faible. Si o est grand, la
précision est meilleure, mais le résultat moins stable. On considére généralement que les spécimens fluorescents
ne présentent pas de transitions brusques. Des expériences numériques ont conduit Walter Carrington a proposer
lavaleur de o = 10" comme un bon compromis pour les images de fluorescence.

Carrington a montré durant sa these, que la solution issue de la minimisation de cette fonction de co(t
(3.14) est particulierement appropriée aux spécimens fluorescents fins. Pour les spécimens épais, aucune données
n’ étaient disponible. Nous étudierons au Paragraphe 3.3 |’ application de cette méthode dans |e cas général.
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3.2.3.3 Maximum A Posteriori (MAP)

En microscopie de fluorescence, la littérature fait ressortir deux grandes familles de solutions bien
adaptées au probléme des images en trois dimensions, et tenant compte du bruit :

- la premiére utilise deux informations a priori, la statistique du bruit et le modéle de distribution
d’ entropie de’image d’ origine [ 18],
- ladeuxieme utilise une maximisation de I’ espérance mathématique [19][20].

Ces solutions sont trés complexes et leur implémentation pratique est souvent largement simplifiée. Le
logiciel XCOSM qui historiquement est a la base des travaux en déconvolution de notre groupe intégre une
solution approchée de MAP sous laforme suivante :

f= 3 ]_I; 3 3 (3.15)
|H” +2a(o) + w,, + o)

ou f est I estimée de |’ objet originel, g est image observée, H est I’ OTF (transformée de Fourier delaRIO)
a est un coefficient de régularisation et wy, wy, w, représentent les fréquences spatiales.

Dans la pratique, I’ utilisateur saisit la valeur de a.. 1 connait uniquement la valeur minimale et maximale
que peut prendre ce paramétre (de 0 a 1). Il fera ensuite appel a son expérience personnelle pour faire le meilleur
choix, et ce paramétre doit bien évidemment rester constant pour des images acquises dans des conditions
expérimental es sinon identiques, du moins similaires.

Laméthode MAP telle qu’elle est implémentée dans XCOSM est donc une méthode «plus douce» que la
méthode LLS, car elle se contente de modifier les petites valeurs propres responsables de I'instabilité de la
déconvolution, laou LL S les supprime purement et simplement.

Cependant, le choix optimal de ce paramétre est |ui aussi difficile et fait appel a des connaissances a priori
sur le spécimen et a I'expérience de I'utilisateur. Les mémes images brutes déconvoluées avec le méme
algorithme par des opérateurs différents peuvent donc donner des images finales trés différentes. Au
Paragraphe 3.5 sera présentée une méthode d’' automatisation de MAP (et de LLS) qui vise a supprimer cette
dépendence.

3.2.3.4 Maximum Likelihood-Expectation Maximization (ML-EM)

La solution du Maximum Likelihood-Expectation Maximization est aussi dérivée des modeél es statistiques
de formation des images. On trouve dans la littérature de nombreuses évaluations et applications de cette
méthode, qui est généralement considérée comme étant celle donnant les résultats les plus précis et les plus
fiables, car cette méthode est peu sensible au bruit dans les images.

La solution la plus couramment employée est celle de Lucy et Richardson qui ont proposé une
implémentation itérative de la solution sous la forme [21][22]

S

~“n+1 “n
foo=f -h@(—g—n) (3.16)
h®f
Cette solution a été reprise dans |le domaine de la microscopie de fluorescence par Holmes [23]. Verveer a
introduit une pénalité de rugosité de Good [24] a chaque itération afin d’ améliorer la convergence.

Pour obtenir une restauration correcte, un nombre important d’ itérations est nécessaire, ce qui constitue la
limitation la plus importante de cette méthode, qui peut se révéler lente sur des images de taille importante ou trés
bruitées. De plus, le choix du nombre d'itération est fait par I’ utilisateur, et est donné a priori au lancement de
I"a gorithme. Cette méthode fait donc elle aussi appel al’ expérience personnelle du «déconvolueurs.
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3.3 _Adequations des algorithmes existants

Dans un premier temps, un travail d’ étude des algorithmes existant et couramment utilisés en microscopie
de fluorescence a été entrepris. Je me suis en particulier attaché a caractériser la qualité de la reconstructiion et a
étudier |’adéquation du modéle de formation d' image (invariance en profondeur) utilisé en déconvolution et la
sensihilité des algorithmes aux conditions initiales d’ acquisition de I'image. Les résultats obtenus sont présentés
danslestrois paragraphes suivants.

3.3.1 Efficacité de reconstruction des algorithmes de déconvolution “#

Un travail d’évaluation de I’ efficacité de reconstruction des algorithmes de déconvolution existants a été
entrepris par Alain Chomik durant sa thése [33], a laguelle j’ai contribué durant mon s&our comme ATER au
LabEl en 1996-1997. Ce travail a consisté a comparer différents algorithmes en terme de rapidité, précision de
reconstruction, sensibilité au bruit a |’ aide d’ objets de synthese aux caractéristiques bien connues. Les mesures
géomeétriques effectuées sur les reconstructions peuvent donc étre directement comparées aux mesures faites sur
les objets de départ, contrairement a ce qui peut se faire par I’ expérience. On peut raisonnablement penser que les
algorithmes les plus efficaces sur ces objets de synthese seront aussi les plus efficaces dans le cas de la
déconvolution de specimens biologiques. Cette premiére partie est donc consacrée a |’ adaptation des algorithmes
de déconvolution au cas de la microscopie de fluorescence (Figure 3.3).

On amesuré laRIO d’un microscope de fluorescence équippé du systéme Cell Scan pour la prise de vue en
3D, et d' une caméra refroidie CCD-1317K de Princeton Corp. avec une taille de pixel de 6.8x6.8 pm? en mode
binning x2, et d'un objectif x100 a immersion a huile (N.A.=1.25, noil=1.515). Les RIO ont été mesurées a
A=530 nm a I’aide de hille de latex fluorescente de 0.20 um de diamétre (Interfacial Dynamics Corporation).
L’image 3D de la RIO est constituée de 128 plans de 128x128 pixels, avec une résolution latérale de 0.12 um et
une résolution axiale de 0.25 um [34].

Les algorithmes de déconvolution utilisés dans ce travail (LLS, ML-EM et algorithme de Carrington) ont
été présentés au Paragraphe 3.2. Pour comparer les résultats des différentes méthodes, on a réalisé un objet de
synthése correspondant & une bille pleine fluorescente de diamétre 92 voxels, centrée dans le bloc image de
128x128x128 voxels. La sphére occupe donc approximativement la moitiée du volume considéré. L’ intensité dela
sphére est uniforme, fixée a 4000 (codage sur 12 hits) avec un fond fixé a 1 correspondant aux meilleures
conditions expérimental es rencontrées.

FIGURE 3.3.  L’'algorithme utilisé est-il adapté au probleme ?
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FIGURE 3.4.  Effet dela convolution sur une bille. Coupes x-y (haut) et x-z (bas) (a) : billeoriginale. (&) : bille
convoluée par la RIO expérimentale.

Cet objet a été convolué avec la RIO expérimentale, et non pas une RIO calculée, pour refléter au mieux les
conditions réelles d’ acquisition rencontrées avec le microscope considéré. Apres convol ution, on obtient donc une
image floue similaire a ce qu’on observerait dans notre microscope. La Figure 3.4 présente la bille originale et
I"image simulée de celle-ci obtenue par convolution avec la RIO expérimentale. La comparaison sur les coupes x-
z montre I’ éongation selon I’ axe optique. Sur une bille de cette taille, I effet de déformation di a la fonction de
transfert du microscope est moins spectaculaire que pour de tres petites billes, mais il apparait cependant dgja
clairement que toute mesure (taille ou intensité) effectuée sur la Figure 3.4(b) sera entachée de larges erreurs.

Pour illustrer ce fait, la Figure 3.5 montre I’ histogramme des intensités dans |I'image 3D de la bille aprés
convolution par la RIO mesurée, présenté sur une échelle de 256 niveaux de gris. La convolution mélange les
distributions d'intensité du bruit avec celle de I’objet. Si on segmente I'image a un niveau donné, obtenir une
détermination précise de lataille de |’ objet de départ est difficile. Le seuil optimal est 2128, donnant une erreur de
2% seulement sur la mesure de volume, mais tolérer une erreur de 10% sur ce volume définie une plage de
segmentation étroite de 35 niveaux de gris seulement. De plus, |'objet obtenu sera déformé et les mesures
d’intensité incorrectes. Ceci montre qu’une déconvolution est nécessaire avant toute mesure géométrique ou

d’intensité.
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FIGURE 35. Histogrammeen niveau degrisdel’image d’origine.
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FIGURE 3.6.  Résultats de la déconvolution de I'image smulée (Figure 3.4(b)). Coupes x-y (haut) et x-z (bas)

(8 : méthodeLLS. (b) : méthode de Carrington. (c) : méthode ML-EM.

L'image simulée a alors été déconvoluée a |’aide des algorithmes LLS, ML-EM et de la méthode de
Carrigton (POCS). La Figure 3.6 montre les résultats obtenus. Les billes ont été recentrées et sont présentées en
coupes horizontales (x-y) et verticales au milieu de la bille (64°™€ plan en x-y et en x-2).

On peut voir que la méthode LLS (Figure 3.6(a)) conduit a une bonne reconstruction de la forme de
I’ objet. Ceci est particuliérement vrai gréce au bas niveau de bruit, la méthode étant en effet trés sensible au bruit.
Il subsiste une légere déformation, et on note I'apparition d’artéfacts de reconstruction, comme de légeres
oscillations le long du contour de |’ objet.

Avec la méthode POCS (Carrington), les résultats sont mitigés. La zone centrale de I'image est bien
restaurée, aussi bien en volume qu’en intensité. La robustesse est bonne (peu de sensibilité au bruit), mais la
correction de I’ élongation en z est marginale, et on peut voir des artéfacts de restauration sur le haut et le bas dela
bille ((Figure 3.6(b)). En fait cette méthode est connue pour donner d’ excellents résultats sur des specimens fins,
mais n’ apparait pas étre vraiment adaptée a des études en 3D sur de gros objets.

Laméthode ML-EM (Figure 3.6(c)) semble donner les meilleurs résultats. Elle est trés robuste au bruit, et
reconstruit correctement |’ objet par correction de I’ éongation en z. || subsiste cependant une |égére déformation.
Le calcul a porté sur 500 itérations. Un plus grand nombre d’itération améliore encore le résultat, mais cette
méthode est trés gourmande en tant de calcul.

Les Figures 5.6 a 5.8 montre les histogrammse en 256 niveaux de gris des images déconvol uées.

On peut voir sur la Figure 3.7 qu'avec la méthode LLS, I'image est trés bien séparée du fond apres
restauration : le segmentation de I'image est donc tres facile, comme le montre la plage de variation du seuil de
segmentation qui peut varier de 193 niveaux tout en conservant une erreur sur le volume inférieure a 10%.

Pour la méthode de Carrington, il n’est pas possible de clairement séparer |’ objet du fond, ce qui conduit a
une grande erreur sur le volume dans une plage tres étroite de segmentation (Figure 3.8).

Enfin, pour laméthode ML-EM, |'image est aussi trés bien séparée du fond apreés restauration, ce qui laisse
une large plage de segmentation possible (Figure 3.9).
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Histogramme apres déconvolution par LLS
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FIGURE 3.7.  Histogramme en niveau de gris apres déconvolution par laméthodeLLS.
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FIGURE 3.8.  Histogramme en niveau de gris aprés déconvolution par la méthode de Carrington.

En conclusion de cette étude, on peut dire que tester I’ adaptation de la méthode de déconvolution aux
images a traiter est tres important. La méthode ML-EM donne les meilleurs résultats en terme de qualité de
restauration. De plus, cette méthode est peu sensible au bruit danslesimages. Par contre, elle est trés gourmande
en temps de calcul (6000x plus lente que LLS), et donc peu adaptée pour du travail routinier, par exemple pour
trier un grand nombre de cellules. La méthode LLS est une trés bonne alternative, car elle permet une bonne
reconstruction de |’ objet de départ. Par contre cette méthode est sensible au bruit, et il faut donc étre vigilant sur
la qualité des images a déconvoluer. Enfin, la méthode de Carrington ne donne pas de résultats satisfaisant pour
des objets épais et présentant des transitions brusques.
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FIGURE 3.9.  Histogramme en niveau de gris aprés déconvolution par laméthode ML-EM.

3.3.2 Convolution non invariante “¥% “% “%

Dans le paragraphe précedent, on atesté différents algorithmes de déconvolution, et analysé leur capacité a
reconstruire |’ objet de départ. Ces algorithmes supposent tous que la RIO utilisée pour la déconvolution (calculée
Oou mesurée) est invariante par translation.

Pour les objectifs modernes, on peut en effet considérer que la RIO est latéralement invariante dans
I”ensemble du champ d’ observation, car ces objectifs sont bien corrigés. Cependant, I’invariance delaRIO avec la
profondeur n'est pas toujours garantie. En particulier, lorsque I'on utilise des objectifs de grande ouverture
numérique, & immersion a huile, il y a un désaccord entre I'indice de réfraction de I"huile (souvent 1.515) et
I"indice de réfraction du spécimen, qui est généralement proche de celui de I’ eau (1.33).

A cause de ce désaccord, la RIO est entachée d' aberrations: la RIO n'est pas invariante en profondeur
(voir Chapitre 1) et ces aberrations dégradent la résolution du systeme avec la profondeur d’ observation. Le
modele de formation d’image habituellement utilisé pour la déconvolution, et qui suppose une RIO invariante,
n’est donc plus valable.

g(X,yaZ) = fh((xayaz) _(x17y1’ Z]))ﬂx17y17zl)dx1dy1dzl (317)

I1 convient d’ utiliser une convolution a noyau variable :

g(an’aZ) = fhzl((X,y, Z) _(xlaylaZl))ﬂxlaylazl)dxldyldzl (3-18)

Afin d’estimer les erreurs entrainées par I’ utilisation de ce modele de formation d'image lors d'une
déconvolution, nous avons simulé I'image de différents objets en tenant compte de la variation de la RIO. Nous
avons aussi calculé lesimages que I’ on obtiendrait avec une RIO invariante en z.

Ces images ont été traités a |’ aide de nos algorithmes de déconvolution et on a étudié I’ influence de cette
variation en profondeur de laRIO [35].
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ori du spécime

FIGURE 3.10. Le modéle de formation d’'image correspond-il au modéle supposé par les algorithmes de
déconvolution ?

La Figure 3.11 présente les images simulées d’ une hille fluorescente de 3.2 um de diamétre, d’intensité
uniforme, observée avec un microscope confocal parfait (pinhole infiniement petit) utilisant un objectif
d’ ouverture numérique 1.4 aimmersion a huile et a une longueur d’ onde de A=530 nm (tous |es autres parameétres
correspondant aux recommendations du fabriquant de I’ objectif).La bille est supposée étre immergée dans un
milieu aqueux d'indice 1.33, et se trouve placée juste sous la lamelle (le haut de la bille est en contact avec la
lamelle, a profondeur zéro).

La Figure 3.11(a) présente la bille convoluée avec une RIO calculée & une profondeur nulle et supposée
invariante en profondeur. On note un léger flou, et une |égére élongation de la bille, mais la forme générale est
respectée, et de cette image, on déduirait effectivement une bille d’intensité constante.

LaFigure 3.11(b) présente la bille convoluée avec une RIO calculée en fonction de la profondeur. Le flou
est nettement plus important sur la partie inférieure de la bille. Ce phénomeéne est dii au fait que latailledelaRIO
augmente rapidement avec la profondeur, a cause de I’ aberration induite par le désaccord entre les indices de
réfraction de !’ huile d’immersion et I’ eau.

De plus, on conlurait de cette image que labille n’ est pas d' intensité constante. Certains auteur ont attribué
ce phénomene au photobleaching lors de I’acquisition. Ce calcul montre une autre explication possible a ce
phénomene de la bille d’ intensité constante qui ne I’ est pas.

Ces images sont ensuites déconvoluées a I'aide des algorithmes MAR, LLS, POCS ou MEL-EM (voir
Paragraphe 3.2), avec une RIO supposée invariante, mais on utilisera plusieurs RIO calculées & plusieurs
profondeurs différentes. La Figure 3.12 illustre la méthode (avec MAP).
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en tenant compte de la variation de profondeur.

Image simulée d’un bille de 3.2 um de diamétre (a) sous I'hypothése RIO invariante en z et (b)
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M éthode de comparaison desrésultats de déconvolution pour une convolution linéaire avec RIO

invariante en z, et une convolution traduisant la non-invariance en profondeur delaRIO.
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FIGURE 3.13. (a) Bille calculée avec une RIO variante en profondeur. Résultats de déconvolution avec la

méthode MAP pour : (b) une RIO a profondeur nulle. (c) une RIO & profondeur 1.6 um. (d) une
RIO aprofondeur 3.2 um. Les coupes a profondeur constante montrent des profils différents.

Pour quantifier les résultats, I'image déconvoluée est segmentée pour séparer |I'objet du fond, et une
mesure (de volume, de forme, d'intensité) peut étre effectuée.

Ce travail consistant a tester I’ erreur commise sur |’ hypothése de non-invariance de la RIO, et non sur la
qualité des algorithmes eux-méme ou leur sensibilité au bruit, le calcul des images se fait sans rajout de bruit
(gaussien ou poissonien).

La Figure 3.13 illustre les résultats obtenus pour la bille de diamétre 3.2 um, déconvoluée avec une RIO
caculée & profondeur nulle (Figure3.13(b)), a profondeur 1.6 um (moitié de la profondeur considérée,
Figure 3.13(c)) et 3.2 um, correspondant au fond de I’ objet (Figure 3.13(d). La Figure 3.13(a) montre I'image de

départ.

On remarque quatre phénomenes :

Tout d’ abord, on notera que lareconstitution est seulement partielle, et de bien moins bonne qualité qu’ une
déconvolution a RIO réellement invariante. En particulier, la surintensité observée sur le haut de la bille

N’ est jamais corrigée.

Laforme de lahille reconstituée différe [égérement selon la RIO considérée. Ce phénoméne est prévisible

car on utilise des RIO différentes.

La position de la bille dans I'image déconvoluée change d' une image a |’ autre. Ceci est di au fait que les
RIO a0 um, 1.6 pm et 3.2 um sont non seulement différentes en forme (a cause de |’ aberration sphérique),
mais leur maximum est décalé. Or |’algorithme MAP passe par une transformée de Fourier de la RIO
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(OTF), et de ce fait cette information est perdue. En conségquence, la reconstruction peut étre décalée en
profondeur.

Enfin, le diamétre (selon la verticale) de la bille differe d’ une image al’autre. Ceci est d(i au fait qu'une
RIO sans aberration est plus compacte. Pour un objet étendu flou, la reconstitution sera de ce fait plus
étendue que si I’ on utilise une RIO moins compacte. Dans notre example, la reconstitution avec une RIO
calculée a profondeur nulle (et donc de taille minimale car sans aberration) est |égerement plus grande que
celle calculée avec laRIO calculée a profondeur 3.2 pm.

L e phénoméne qui apparait le plus génant est le fait que la bille parait de taille verticale différente suivant
la RIO choisie pour la reconstruction. En effet, on sait que les reconstructions sont seulement partielles, et donc
que la forme et les intensités seront seulement partiellement restaurées et la position absolue de la bille dans
I’ espace d’ observation n’est pas indispensable aux mesures.

Pour estimer I" erreur commise sur les mesures a cause de ce phénomene de tassement, nous avons calculé
I"image d' un ensemble de 4 billes identiques de 1.6um de diamétre, espacée de 3.2um, la premiére bille étant
située juste sous la lamelle. La Figure 3.14(a) montre |'image de départ, calculée avec une RIO variante en
profondeur. Celle-ci est déconvoluée avec une RIO & profondeur nulle (Figure 3.14(b)), une RIO & profondeur
3.2 um (Figure 3.14(c)), et une RIO calculée a la profondeur de 6.4 pm (Figure 3.14(d)). L' observation est
supposée se faire avec le méme objectif &immersion a huile d ouverture numérique 1.4 que précédemment.

Sur I'image de départ, on note que les 4 billes sont quasiment fusionnées a cause de larésolution limitée du
microscope. Une restoration est indispensable avant toute mesure quantitative. A |I'échelle d’'une bille, on
remarquera que lareconstruction est de bien meilleure qualité. En effet, la RIO ne varie que peu sur un intervalle
de 1.5 um. Chaque hille est relativement uniforme en intensité.

1 XY and XZ sections [MEIE3 | - XY and ¥Z sections [M[=]E3 || XY and XZ sections [MEIEI| - XY and XZ sections !E[ X
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FIGURE 3.14. Pile de billes de 1.6 um de diameétres (a) convoluée en tenant compte de la variation en z de la

RIO, (b) déconvoluée avec une RIO calculée a profondeur nulle, (¢) a profondeur 3.2 um et (d) a
profondeur 6.4 um.
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FIGURE 3.15. Profil desbilles aprés déconvolution avec RI O invariante et RIO variante en profondeur.

On remarque cependant certaines limites:

- Lahillelaplus profonde est mal reconstruite avec les RIO a0 pm et 3.2 um. La meilleure déconvolution
(en terme de forme) est obtenue avec laRIO a 6.4 pm.

- Comme précédemment, la position absolue de la pile de billes change d’ une image al’ autre.

- L'intensité des hilles change d’une reconstruction a I'autre: par exemple, la premiére bille est plus
lumineuse avec la RIO a profondeur nulle (lamieux adaptée pour cette bille) qu’ avec la RIO a profondeur
6.4 um, mieux adaptée pour la quatrieéme bille. Celle-ci est cependant quand méme moins bien restorée.

- Le phénomene d’ écrasement noté avec la bille de 3.2 um est toujours visible, et d autant plus accentué
que I'image globale a une profondeur plus importante.

La Figure 3.15 montre le profil en intensité le long de I axe optique mesuré sur |'image déconvoluée avec
la RIO a profondeur nulle, par rapport au profil théorique. Les deux courbes ont été normalisée al’ unité pour la
premiére bille, située juste sous lalamelle. On remarquera en particulier que :

- L'intensité est de moins en moins bien reconstruite avec la profondeur. La bille la plus profonde est vue
avec une intensité 17% moins grande que la premiére hille, alors qu’ elles sont censées étre identiques. On
en déduit qu’ une mesure de concentration de fluorophores serait affectée de la méme erreur.

- Un seuillage a 50% donne quatre billes de diamétre quasi-identique. La mesure des tailles de chague
objet n’est donc presque pas affectée par les limitations de |’ algorithme de déconvol ution. Par exemple, sur
une cellule, on déduirait que la taille des différents sites de fluorescence est similaire, méme s leur
intensité apparait différente.

- Par contre, la distance inter-bille est grandement faussée par | hypothése de non-invariance de la RIO.
Ceci conduirait a sous-estimer lataille totale de lacellule.

Pour conclure, on peut dire que I’ utilisation d’ objectif a immersion a huile pour observer des spécimens
aqueux d’épaisseur méme faible (environ 5 um et au dela) est a éviter si I’on envisage de faire des mesures
quantitatives autres que la taille relative des sites de fluorescence, et ce méme si I’ on effectue une déconvolution.
Il faudrait alors soit utiliser des objectifs a immersion a eau, utiliser un systéme d’ optique adaptative pour
maintenir la RIO constante, ou utiliser des algorithmes de déconvolution tenant compte de la variation dela RIO
avec la profondeur. Nous avons proposé d’ utiliser un algorithme de déconvolution Monte-Carlo pour traiter cette
difficulté [36].
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3.3.3 Sensibilité aux conditionsinitiales “% “% “% “%

On avu dans le Chapitre Il I'intérét d’analyser les RIO du microscope pour identifier les paramétres du
modéle de Gibson et Lanni. Ceci permet de vérifier que le microscope est utilisé dans les meilleures conditions et
éventuellement corriger certains défauts par I'identification des paramétres qui ne suivent pas les
recommandations du constructeur. Ceci doit permettre a I’expérimentateur de garantir la meilleure qualité
d’'image possible. Le biologiste peut aussi préciser le protocole d’ acquisition de ses mesures, ce qui doit permettre
d’en améliorer larépétabilité et lafiabilité.

Cependant lesimages brutes prises par un microscope optique ne permettent pas des mesures quantitatives
directes, en raison des déformation et du flou desimages. Pour améliorer celles-ci, on les déconvolue pour obtenir
une meilleure estimée de I’ objet initial. Si les algorithmes existants permettent une reconstruction souvent trés
fidéle, ils sont cependant tributaire d’ une bonne connaissance de la RIO d’ acquisition. Or, si celle-ci est mesurée,
elle sera bruitée ce qui est néfaste pour les algorithmes de déconvolution. Si elle est calculée, la connaissance
exacte des parametres d’ acquisition est nécessaire pour permettre un calcul précis, laforme de la RIO étant trés
sensible par exemple al’indice du milieu d’ immersion.

Laquestion posée est en fait de savoir si laRIO utilisée pour ladéconvolution est bien celle qui correspond
aux conditions d'acquisition. Ja focalisé mon attention sur trois grandeurs importantes: I'indice de I'huile
d’'immersion dans le cas d’ étude de spécimens fins avec un objectif aimmersion a huile, lalimitation d’ ouverture
numérique due al’ observation dans un milieu agueux avec un méme objectif, et I’ épaisseur de lalamelle utilisée,
car dans une méme boite de lamelles, on observe des variations d’ épaisseur non négligeable (uniformité
d’ épaisseur, variation d une lamelle a1’ autre).

3.3.3.1Variation del’indicedel’huiled’immersion.

Pour mieux quantifier la sensibilité a ce paramétre, on a simulé I’ acquisition de I'image d’une bille de
680 nm de diametre située sous la lamelle, dans le cas ou le microscope est utilisée dans une enceinte
thermostatée a 37°C, ce qui est souvent le cas pour |’ étude de milieux vivants qui peuvent étre trés sensibles ala
température. Cependant, les conditions d’ utilisation du microscope telle que spécifiée par e constructeur peuvent
différer. Ainsi dans le Chapitre 1, les mesures de RIO ont été effectuées sur des hilles fluorescentes (et donc non
sensible alatempérature) sans enceinte thermostatée a une température de 21°C.

FIGURE 3.16. Les paramétres utilisés pour la déconvolution correspondent-ils vraiment aux conditions

d’acquisition ?
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Pour une température de 37°C, en tenant compte de la valeur de N;=1.516 trouvée en analysant les RIO
expérimentales [37][38], et en appliquant la correction en température donnée par le fabriquant, on trouve que
I"indice de I" huile vaut dans ces conditions N;=1.512 [39]. On a donc calculée une RIO; 51, avec cette valeur et
convolué labille avec RIO; 51,. L' image obtenue a été bruitée avec du bruit Gaussien et Poissonien pour imiter le
type d'image obtenue avec le microscope. Notons que pour une bille de cette taille, on peut supposer la RIO
invariante en profondeur, malgré I’ utilisation d’un objectif aimmersion a huile (voir paragraphe 3.3.2).

On a ensuite déconvol ué cette image d’ une part avec RIO; 51, qui correspond aux conditions d’ acquisition
simulées a 37°C, et d'autre part avec RIO; 515 qui Suppose que le microscope a été utilisé dans les conditions
standard avec Ng;=1.515. Pour cette étude, I'algorithme LLS qui est couramment employé par les biologistes
pour déconvoluer leursimages a été utilisé. La Figure 3.17 illustre les résultats obtenus.

LaFigure 3.17(a) montre la bille de départ. La Figure 3.17(b) représente RIO; 515 : I'asymétrie visible est
due a la valeur de I'indice de I'huile d’'immersion de 1.512 qui différe de la valeur nominale 1.515. La
Figure 3.17(c) présente I'image simulée obtenue par convolution de la bille avec RIO4 515. Il convient de noter
I"asymétrie de I'image obtenue, alors que I’ objet de départ est symétrique.

La Figure 3.17(d) présente le résultat de la déconvolution avec RIOq 515, €t la Figure 3.17(e) présente le
résultat de la déconvolution avec RO 55 (présentée Figure 3.17(f)) par la méthode LLS. 11 apparait clairement
que I'objet original est mieux reconstruit lorsqu'on utilise RIO; 5, comme le prouve la quasi-absence
d’ asymétrie résiduelle.

Pour quantifier la qualité de la reconstruction, une mesure du volume de I’ objet ainsi “observé” est faite.
Un seuillage a 15% sur I'image brute (non déconvoluée) entraine une erreur de mesure de 692%, en majeure
partie due a la forte éongation axiale. Ce résultat prouve bien que les mesures effectuées directement sur les
images d’un microscope optique conventionel sont sans signification lorsqu’on est proche de la limite de
résolution du microscope, qui dans ce cas vaut environ 0.25 um a comparer aux 0.68 um de la bille de départ.

Lorsgu’on utilise la RIO correcte RIO; 51 I erreur est encore de 56%, car |’ algorithme LLS ne permet pas
une reconstruction compléte de |’ objet de départ. Lorsgu’on utilise la RIO incorrecte RIO; 515 €n supposant que
le microscope a été utilisé dans les conditions optimales, | erreur est plus importante et vaut 91%. On fait donc
une erreur supplémentaire de |’ ordre de 25% dans les mesures dimensionelles, ce qui n’est pas négligeable.

FIGURE 3.17. Effetsdela déconvolution avec des RIO avec et sans aberration due a un changement del’indice
del’huiled’immersion induit par une variation de température. Coupes x-y (haut) et x-z (bas).
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3.3.3.2 Limitation del’ ouverture numérique

Lorsque I’ on utilise un objectif @immersion a huile pour observer un spécimen dont I’indice de réfraction
est proche de |’ eau, deux phénomenes apparaissent. On a déja vu que le désaccord entre les indices de réfraction
entraine une aberration sphérique lorsque I’ on pénétre dans le spécimen. De cefait, laRIO est non-invariante avec
la profondeur, ce qui peut poser des problemes quand on utilise des algorithmes de déconvolution supposant une
RIO invariante (voir paragraphe 3.3.2), et larésolution se dégrade avec la profondeur.

Pour des spécimens relativement fins (de I’ordre du micrometre), on peut considérer que la RIO est
invariante en profondeur. Les algorithmes de déconvol ution classiques peuvent alors étre utilisés sans probléme.

Cependant, I’ ouverture numérique effective de I’ objective est limitée. En effet, un objectif d ouverture
numeérique 1.4 (utilisé avec une huile d'immersion d'indice supérieur) ne collecte la lumiére émise sous I'angle
d'incidence extrémal correspondant (sina. = NA/N;m OU Niym €st I'indice du milieu d'immersion) que pour des
points situés immédiatement sous la lamelle, a une profondeur nulle dans le spécimen. Pour un point situé a une
certaine profondeur dans le spécimen, I’ ouverture numérique effective est au mieux de 1.33. Cette limitation est
souvent omise par les utilisateurs, qui déconvoluent leurs images 3D avec une RIO calculée pour |’ ouverture
numérique nominale de leur objectif.

Pour estimer I’ erreur induise par cette simplification, nous avons calculé I'image d’ une bille de 680 nm de
diametre imagée dans un milieu aqueux, et observée avec un objectif d’ ouverture numérique 1.4. L'image simulée
est donc obtenue par une convolution linéaire invariante (on admet la RIO invariante sur une telle épaisseur) dela
bille avec laRIO de |’ objectif, calculée pour une ouverture numérique effective de 1.33.

Cette image est ensuite déconvoluée a I'aide de I’agorithmes ML-EM, en utilisant la RIO; 33
correspondant & la convolution, et la RIO; 4 calculée a I’ouverture numérique nominale de I’ objectif, mais
négligeant lalimitation d' ouverture dans I’ eau. La Figure 3.18 présente (a) labille convoluée avec la PSF calculée
a N.A.=1.33, (b) la hille déconvoluée avec cette méme PSF, (c) la bille deconvoluée avec la PSF calculée a
N.A.=1.4 et (d) lahille originale.

Nous avons focalisé notre attention sur la capacité de I’ algorithme & retrouver lataille (volume) de labille
initiale aprés déconvolution, d’ ot le choix de ML-EM qui est réputé étre le plus efficace.

Dans les trois cas, le centre de gravité de la bille est correctement retrouvé, au centre du volume
d’ observation (voir discussion au Paragraphe Figure 3.3.2). Ceci sexplique par le fait que les deux RIO
considérées ne présentent pas d’ aberration. Seul leur volume est [égérement différent, la RIO a N.A.=1.4 étant
plus compacte que laRIO aN.A.=1.33.

Lahille originale a un volume de 4599 voxels. Lorsqu’on utilise la RIO calculée a N.A.=1.33, le volume
mesurée apres déconvolution est de 5101 voxels. Ce résultat s explique par le fait que la déconvolution restaure
I"image d’ origine, mais imparfaitement seulement. |l subsiste une erreur résiduelle de 11.5% en volume.

Lorsqu'on utiliselaRIO calculée aaN.A.=1.4, e volume mesurée aprés déconvol ution est de 5070 voxels,
soit une erreur résiduelle plus faible de 10%. Ce résultat est paradoxal, car laRIO étant |égérement plus compacte,
on sattend a un résultat de déconvolution plus dilué, un raisonnement «naif» basé sur I"hypotheése que la
déconvolution est parfaite. Ce résultat s explique probablement par le fait que la RIO a N.A.=1.4 étant plus
compacte, elle contient plus de hautes fréguences nécessaires ala reconstruction de labille pleine qui présente des
transitions brusques nécessitant justement ces hautes fréguences pour étre correctement reconstruite (voir
discussion Paragraphe 3.5.2.).

Ce résultat suggére aussi qu'une meilleure déconvolution est sans doute possible en surestimant
I” ouverture numérique effective de la RIO utilisée, une approche a manier avec précaution, car basée uniquement
sur des résultats numeériques, et non justifiée physiquement.

Notons de plus que I” hypothése d’ une ouverture numérique de 1.33 est probablement optimiste, puisqu’elle
suppose la collecte des photons qui arrivent sur la premiére interface sous une incidence de 90°. L' ouverture
numérique réelle est donc probablement encore plus faible, et les conclusions présentéesici, provisoires, |’ erreur
finale étant probablement encore plus grande.
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FIGURE 3.18. Déconvolution avec erreur sur I’ouverture numérique. (a) bille convoluée avec une RIO calculée
pour NA=1.33. (b) bille déconvoluée avec la méme RIO. (c) bille deconvoluée avec une RIO
calculée pour NA=1.4. (d) billeoriginale.

3.3.3.3 Epaisseur delalaméelle.

Nous avons mené une éude similaire sur un autre paramétre important, et facile avérifier danslapratique :
|"épaisseur de la lamelle. En effet, les objectifs de microscopes sont étudiés pour travailler avec des lamelles
d’ épaisseur standard 170 um. Certains objectifs integrent aussi un anneau de correction, qui permet de compenser
I"aberration sphérique et d' utiliser des lamelles d'épaisseur variable. On peut aussi utiliser cette correction en
fonction de I'indice de réfraction du milieu d’'immersion ou du spécimen. Notons cependant que |’ ajustement se
fait manuellement et est donc relativement peu précis.

Mais dans un lot de lamelles de microscope, toutes n'ont pas une épaisseur parfaitement définie a
170 um [40]. On peut aors se demander I'influence de petites variations d’ épaisseur sur les images (présence
d’ aberration sphérique) et sur les résultats de déconvolution. Nous avons considérer le cas de lamelles de 165, 170
et 175 um d' épaisseur. On simule maintenant |’ observation d'une bille de 680 nm de diamétre dans un milieu
aqueux avec un objectif a immersion a eau d ouverture numérique N.A.=1.2, a A=530 nm. La seule source
d’ aberration sphérique est donc lalamelle d’ épai sseur non standard.

LaFigure 3.19(a)-(c) présente la bille convoluée avec les RIO calculées pour une lamelle d’ épaisseur 165,
170 et 175 um respectivement. On note maintenant une disymétrie due a |’ aberration sphérique présente pour les
images Figure 3.19(a) et Figure 3.19(c). La Figure 3.19(d)-(f) présente les résultats de déconvolution pour les
trois cas considérés, en supposant que lalamelle correcte d’ épaisseur 170 um a été utilisée. Comme dans le cas de
I"huile d'immersion, une disymétrie persiste pour les images Figure 3.19(d) et Figure 3.19(f), car laRIO utilisée
N’ est pas correcte.

Lahille originale atoujours un volume de 4599 voxels. Lorsqu’on utilise la RIO calculée pour une lamelle
de 170 um, le volume mesurée aprés déconvolution est de 4980 voxels, soit une erreur résiduelle de 8% en
volume seulement. Lorsgu’ on utilise la RIO calculée pour une lamelle de 165 pum ou 175um, le volume mesurée
aprés déconvolution est de 5357 voxels ou 5286 volxels, soit une erreur résiduelle de 16% ou 15% en volume.
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On voit donc qu' une faible erreur sur I'épaisseur de la lamelle (5um par rapport a 170 pm) conduit a
doubler I'erreur résiduelle sur les mesures de volume. L’ épaisseur de la lamelle est donc un paramétre important
a verifier dans la pratique, d'autant plus que contrairement a I'indice du milieu d'immersion ou I’ ouverture
numérique effective de I’ objectif, ¢’ est un paramétre facilement mesurable en pratique.
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FIGURE 3.19. Effet de |'épaisseur de la lamélle. (a),(b),(c) bille convoluée avec des RIO calculées pour une
lamelle d’ épaisseur 165, 170 et 175 um respectivement. (d),(e),(f) : images (a)(b)(c) déconvoluée
avec laRIO idéale calculée pour unelamelle d’ épaisseur 170 um.
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3.4 Discussion

On peut dire que la qualité de reconstruction des images par déconvolution dépend essentiellement de
quatre facteurs :

- | efficacité de reconstruction de I’ algorithme utilisé. En regle générale, les algorithmes itératifs donnent
de meilleurs résultats, mais au prix de calculs parfois trés longs. On leur préfére alors souvent pour des
raisons pratiques (masse des données a traiter) des algorithmes basés sur une inversion directe avec
régulation, mais qui donnent de moins bons résultats.

- son adéquation avec |e processus de formation d’image : invariance ou non delaRIO par exemple, qui est
une des plus sévererestriction al’ utilisation des objectifs aimmersion a huile.

- la précision de la connaissance de la RIO, qui est soit calculée soit mesurée, mais qui doit correspondre
au mieux aux conditions réelles d’'acquisition des images. Une petite erreur sur un paramétre tel que
I’indice du milieu d’ immersion entraine une forte erreur sur le résultat final.

- le niveau de bruit dans I'image. La encore les algorithmes itératifs sont souvent meilleurs que ceux basés
sur une inversion directe, mais avec les méme restrictions d’ utilisation pratique (temps de calcul).

L’ étude menée au paragraphe 3.3.1 permet de répondre en partie au premier point. Elle a cependant aussi
mis en évidence certaines limites de la déconvolution. En particulier les algorithmes les plus précis sont aussi les
plus gourmands en tenmps de calcul, ce qui peut étre incompatible avec le travail de routine du microscopiste
visant atraiter un grand nombre de données pour obtenir des statistiques fiables sur les analyses biologiques. On
verra au paragraphe 3.5.1 une méthode pour améiorer la précision et la répétabilité des mesures avec des
méthodes de déconvolution rapidestellesque LLS.

Il est clair que des que le spécimen a une certaine épaisseur (environ 5 um), lavariation de laRIO avec la
profondeur interdit I’ utilisation d’ objectif @ immersion a huile si I’on veut faire des mesures quantitatives apres
une déconvolution. Pour répondre a ce probléme, une méthode de déconvolution basée sur I’ algorithme Monte-
Carlo a été étudiée au laboratoire. Cette méthode est briévement présentée au Chapitre | V.

La méthode proposée au Chapitre Il pour identifier les paramétres d’ acquisition permet de répondre au
second point et d'utiliser une RIO calculée, donc non-bruitée, mais qui correspond au mieux aux conditions
d’ acquisition. Elle n’ est cependant pas toujours facile a mettre en cauvre dans la pratique : résultats peu fiables sur
RIO bruitées, difficulté de répétabilités des mesures. Elle est aussi inadaptée pour des cas “graves’ tels qu'un
désalignement d’ un éément du microscope : on reste limité par I’ utilisation d’un modéle.

Le bruit est un probléme supplémentaire. On verra au paragraphe 3.5.2 une technique permettant de
s affranchir en partie de cette contrainte, et qui fiabilise grandement |es méhodes de déconvol ution rapides basées
sur desinversions directestellesque LLS.

145



3.5 Améliorations apportees

Dans les parties précédentes, les algorithmes de déconvolution les plus courants ont tout d abord été
présentés, et leur capacité a correctement reconstruire des objets de synthése a été étudiée. On peut en effet penser
que s un algorithme reconstruit correctement un objet numérique maitrisé, il en est de méme pour un objet
biologique inconnu. Nous avons vu dans le Chapitre Il que le processus de formation des images dans un
microscope est grandement dépendant des conditions d’ acquisition. Nous avons donc ensuite éudié la sensibilité
des résultats obtenus en déconvolution par rapport ala connaissance précise des paramétres expérimentaux.

Dans cette partie sont présentés deux améliorations notables des algorithmes de déconvolution, a savoir
I’ automatisation du choix des paramétres de régularisation, ce qui diminue la sensibilité des résultats par rapport a
I’ expérience et aux connaissances a priori de I’ utilisateur, et le préfiltrage des données, qui augmente le champ
d' utilisation de la déconvolution a des images normalement «inutilisables».

3.5.1 Automatisation desalgorithmes “% “%

FIGURE 3.20. Est-il possible d’automatiser le choix des paramétres de régulation d'un algorithme de

déconvolution ?

Les algorithmes de déconvolution couramment utilisés en microscopie de fluorescence, et qui ont été
présentés au début de ce chapitre, nécessitent généralement une intervention de I’ opérateur, qui doit fixer les
parameétres de régularisation, ou prédéterminer le nombre d'itérations pour les algorithmes récursifs. Cette étape
nécessite une certaine expérience de la part de I’ utilisateur, qui n'est cependant souvent pas un spécialiste de la
déconvolution. D’autre part, les résultats pour de mémes données brutes peuvent grandement varier d’'un
opérateur a un autre, en fonction des connaissances a priori sur le spécimen, du bruit dans I'image, ou de
I’ expérience et du savoir-faire.

Cette intervention manuelle est donc grandement subjective, et la qualité du résultat final est souvent jugée
de maniére seulement qualitative. Pour faciliter |’adoption de la déconvolution par des utilisateurs non-
spécialistes comme le sont souvent les biologistes, il conviendrait donc d éiminer I'incertitude liée a cette
intervention manuelle, et se baser sur des critéres quantitatifs pour juger de la qualité finale de la restauration.

Au Laboratoire d’ Hématologie de I’ Hopital Emile Muller de Mulhouse, le Dr Georges Jung a entrepris une
étude sur les cellules CD34 du cordon ombilical. Deux populations différentes semblent apparaitre durant la
maturation de ces cellules, et nous voulons améliorer la méthode de classification de ces populations. Ceci
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nécessite de traiter des échantillons relativement importants (quel ques centaines de cellules) de maniere a obtenir
des résultats statistiquement significatifs. Pour ce faire, il convient donc d'utiliser des algorithmes de
déconvolution rapide, tels que MAP ou LLS. Cependant, la qualité des images obtenues variant grandement, un
choix automatique des meilleurs critéres de régularisation augmenterait de maniere significative la qualité et
surtout la reproducibilité des résultats obtenus, en éliminant I’ intervention humaine.

Lorsgue I’on met au point une méthode de déconvolution, on travaille tout d’abord sur des images de
synthese, obtenues par convolution d’'un objet numérique avec une Réponse Impulsionelle Optique calculée,
censée modéliser le processus de formation d’image dans |e microscope (voir Chapitre I1). On peut enfin rajouter
un bruit numérique, Gaussien et/ou Poissonien. L'image ainsi obtenue est déconvoluée, et I’ objet reconstruit peut
étre comparé al’ objet de départ pour estimer la qualité de la reconstruction.

Lorsgue I'on travaille sur des images biologiques «vraies», une telle méthode ne peut pas étre utilisée car
|” objet de départ est par définition justement inconnu, et ¢'est lui que I’on cherche a reconstruire. Nous utilisons
donc les algorithmes de déconvolution LLS et MAP de la maniére suivante, décrite par la Figure 3.21.

Un objet de synthese connu O est convolué numériquement avec une RIO H, pour former une image I.
Cette image est déconvoluée avec la RIO régularisée H'. On obtient alors une estimée de I'objet O'.
Habituellement, la comparaison de O et O’ sert ajuger de la qualité de lareconstruction, et perfectionner le choix
du paramétre de régularisation optimal. Nous avons proposé de reconvoluer I'estimée O’ avec la RIO , pour
obtenir une estimée del’image I’. En faisant cela, nous supprimons laréférence al’ objet de départ, ce qui est plus
reproductif de la maniéere dont on utilise la déconvolution dans la pratique. On peut aussi rgjouter du bruit pour
tester larobustesse de la méthode.

On utilise alors LLS ou MAP, qui sont normalement des algorithmes d’inversion directe, de maniere
itérative en faisant varier le paramétre de régularisation, en comparant | et I’. On suppose donc dans cette
méthode, que lorsgu’ on a une bonne image reconstituée I’ trés ressemblante al, ¢’ est qu’ on a bien reconstitué un
object O’ trésressemblant a O.

Nous utilisons alors la jauge de Joyce et Root pour obtenir le meilleur compromis (au sens des moindres
carrés) entre la variance et la biais. La variance et I erreur de biais sont liées aux valeurs propres des matrices de
convolution H ou H' qui sont utilistes pour |'opération d'inversion du systéme matriciel décrivant
mathématiquement le processus de formation des images.

Lorsque |’ on se base sur les objets initiaux et reconstruits, on utilise lajauge de Joyce et Root [9][10] :

min(E(O—O')2+02 D }%) (3.19)

i=1 "

avec o la variance du bruit, et A, les valeurs propres conservées apres régularisation. 1l convient donc
d’estimer le bruit, ce qui se fait généralement en considérant une zone sombre de I'image d’ origine, ne contenant
apriori aucune information.

Nous avons propose d’ utiliser laméme jauge, mais calculée sur les images brutes et reconstituées :

min(E([—l‘)z +0° D %) (3.20)
i=1 ¢

Nous avons constaté que lorque I'on travaille sur des images synthétiques sans bruit, cette méthode
marche trés bien, et donne des résultats tout a fait comparables a la méthode conventionelle basée sur le calcul de
la jauge de Joyce et Root sur les objets. Par contre, I’image obtenue par déconvolution étant tres sensible au
bruit, I’ application de cette méthode sur des images biol ogiques échoue souvent & donner un résultat exploitable.
Nous avons donc réalisé une premiére étape visant a I’automatisation de la déconvolution, mais il convient
encore de diminuer la sensibilité de la méthode au bruit. La prochaine section présente une méthode de
préfiltrage des données qui résout en grande partie ce probléme.
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3.5.2 Préfiltrage des données “%

Les données expérimentales acquises sur un microscope de fluorescence sont toujours bruitées. On
distingue dans la pratique deux types de bruit.

Le bruit additif, de type Gaussien additif, est di au systéme d’ acquisition et de numérisation électronique.
L’ éectronique moderne afait des progrés considérable de ce point de vue, aussi bien au niveau des capteurs CCD,
qui ont des niveaux de noir (bruit enregistré alors que le capteur n'est pas éclairé) trés faible, que des
amplificateurs et des cartes d' acquisition. Nous avons vu lors de la présentation des algorithmes de déconvolution
comment |e bruit additif était pris en compte.

En microscopie de fluorescence, les niveaux de lumiere en jeux sont souvent faibles. On voit aors
clairement apparaitre la nature al éatoire des phénomenes d’ émission lumineuse, qui se traduit mathémati quement
par un bruit de type Poissonien, proportionel au signal lumineux, et non plus simplement additif. La encore, nous
avons vu comment certains algorithmes de déconvolution tiennent compte de cette nature particuliere du bruit.

Lorsgue les images sont acquises dans de bonnes conditions, on peut souvent négliger I’ influence du bruit.
On parle alors d’images acquises avec un bon rapport signal/bruit. La déconvolution est alors relativement facile,
et donne de bons résultats.

Lorsque le niveau de bruit augmente, la déconvolution devient impossible. Le bruit est alors responsable de
I"instabilité du processus d'inversion. On doit alors accepter un compromis entre la précision du résultat de
déconvolution, et la stabilité du processus, car I'inversion mathématique peut résulter en une amplification
catastrophique du bruit qui rend les résultats inutilisables.

On peut aors se demander s'il faut vraiment travailler sur les données brutes d acquisition, ou si un
prétraitement de ces données pourrait améliorer les résultats. Le préfiltrage des données est une technique qui
permet justement de séparer le processus de réduction du bruit et le processus d’inversion du probléme [41]. Un
avantage de cette technique est qu'on peut envisager un systeme de déconvolution adaptatif, dans lequel le
préfiltrage des données est gjusté au bruit présent dans les images, et la méthode d’inversion est elle adaptée aux
caractéristiques des images considérées et au type de mesures désirées. Il a en effet éé vu que certains
algorithmes donnaient de meilleurs résultats pour les mesures de forme ou de taille, alors que d’ autres respectent
mieux les distribution d’intensité.

k: .J:_‘. r1 du Spé(:l . ‘-

Algorithme
adapté

FIGURE 3.22. Faut-il vraiment travailler avec les données brutes d’acquisition ?
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Dans cette étude sur le préfiltrage, nous avons focalisé notre attention sur trois méthodes les plus courantes
en déconvolution: LLS, MAP et ML-EM, qui sont connues pour donner de bons résultats en microscopie de
fluorescence.

Nous utilisons un objet de synthése, composé de 9 billes de méme diamétre et d’intensités différentes,
disposées en configuration cubique centrée dans le volume d' observation. Dans cette étude, le modéle simplifié
scalaire de Gibson et Lanni est utilisé. Ce modéle est une approximation (comme nous |I'avons vu dans le
Chapitre I1), mais donne d’ assez bons résultats. De plus, nous nous concentronsiici sur la qualité des résultats de
déconvolution, et non sur la qualité de la simulation du processus de formation des images. L’ utilisation de ce
modéle simplifié ne limite donc en rien les conclusions que nous tirerons sur les algorithmes de déconvolution.

La réponse impulsionelle optique est calculée dans des conditions correspondant aux conditions
expérimentales, et I'objet est convolué avec cette RIO. La liste suivante donne les parametres utilisés dans le
modéle de Gibson et Lanni correspondants aux conditions d'acquisition des images de cellules de cordon
ombilical CD34 qui sont étudiées au Laboratoire d' Hématol ogie de I’ Hopital Emile Muller de Mulhouse par le Dr
Georges Jung :

Nxy : 128 size of theimagein x and y
deltaxy : 0.068 pixel sizein image spacein pm

Nz: 64 size of theimagein z (optical axis)
deltaz: 0.068 pixel sizeinzinpum

mag : 100 lateral magnification

NA : 14 numerical aperture of the objective
workdist : 0.16 working distance of the objectivein mm

landa: 0.000530 fluorescence wavelength in mm
dlipdesri : 1.525 coverdlip design refractive index
dlipactri : 1.525 coverdlip actual refractive index
dlipdesth : 0.170 coverdlip design thicknessin mm
dlipactth : 0.170 coverdlip actual thicknessin mm

medesri : 1.515 immersion oil design refractive index
medactri : 1.515 immersion oil actual refractive index
specri: 1.33 specimen refractive index

specthick : 0.0 specimen depth in mm

desot: 160 design tube length in mm

actot : 160 actual tube length in mm

Un bruit Gaussien est ensuite ajouté, pour imiter |es conditions expérimentales. En toute rigueur, il faudrait
aussi ajouter un bruit Poissonien, mais LLS et MAP sont connus pour donner de bons résultats méme pour un
bruit Poissonien pour lequel ces algorithmes ne sont pas optimisés. Nous négligerons donc dans la suite
I"influence du bruit Poissonien. Le niveau de bruit de 40%, relativement élevé, a été choisi par rapport a des
images expérimentales pour lesquelles LLS et MAP sans prétraitement échouent a donner des résultats de
déconvolution exploitables.

LaFigure 3.23 décrit le processus de formation des images simulées bruitées. Elle présente des coupes x-y
et x-z des objets, RIO, image sans bruit, bruit, et image bruitée considérés [42].
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FIGURE 3.23. Construction del’imagetest par convolution d’un objet avec une RI O calculée et rajout de bruit.

Cette image simulée a été déconvoluée a I’ aide de I’agortithme LLS (sans préfiltrage), et le résultat est
comparé al’objet original. On calcule I’ erreur quadratique entre I’ objet original et I’ objet estimé, en fonction du
parameétre de régularisaion 3 qui définit le seuil a partir duquel on supprime les plus petites valeurs propres pour
stabiliser I"inversion numérique.

La Figure 3.24 montre (en échelle logarithmique) I’ erreur quadratique en fonction de . On constate que
cette erreur varie trés grandement en fonction du parametre de régularisation. On en déduit qu’ une petite erreur
sur le paramétre de régularization, introduite par I’ opérateur, entraine une grande erreur sur la qualité du résultat
final. C'est justement ce que nous voulions éviter par I’introduction de notre méthode itérative de détermination
du parametre optimal de déconvolution.

Cependant, méme en prenant la valeur de 3 correspondant a la plus petite erreur quadratique ([3:10'2'7), le
résultat de déconvolution est loin d’étre satisfaisant, comme on le voit sur la Figure 3.25, qui montre I’ objet
reconstruit pour cette valeur du paramétre de déconvolution.

On constate en fait que I’'information a été diluée dans toute I'image, sans doute a cause de la valeur de
seuillage élevée, et que, par rapport al’image de départ convoluée et bruitée, la segmentation des objets n’ est pas
facilitée, ce qui est justement un des buts de la déconvolution. Les profils des billes mesurés sur I'image
déconvoluée, en trait plein, sont trés différents des profils des billes théoriques (traits pointillés rouges). Toute
mesure de taille et/ou d'intensité serait entachée d’ erreurs inacceptables. Ce résultat est clairement di au bruit
présent dans lesimages, car les mémes mesures sur les images non-bruitées donnent de trés bons résultats.
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FIGURE 3.25. Profil del'image test déconvolué sans préfiltrage. L e bruit nuit a la déconvolution, et les profils
sont trés mal reconstruits.
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Il convient donc de réduire I'influence du bruit sur la déconvolution si I’on veut obtenir des résultats
quantitatifs fiables.

Nous avons aors proposé d’ étendre a nos travaux en 3D |’ approche proposée par Sekko [41]. Le principe
du préfiltrage que nous avons adopté est alors le suivant. Le calcul de la jauge de Joyce et Root (ou de I’ erreur

quadratique) pour estimer la qualité de la déconvolution est combiné avec un préfiltrage de Wiener selon la
fonction de transfert :

1
Pn(”’ v’ W)
Ps(”’ V’ W)

W =

(3.21)
l1+a

Dans ce filtre, Pg(u,v,w) représente le spectre du signal recherché (qui est a estimer), et Py(u,v,w)
représente le spectre du bruit, que I’on estime généralement sur une portion de I'image acquise ne contenant a
priori pas de signal. Pour une valeur de a=0, aucun filtrage n’ est appliqué. La valeur a=1 correspond au filtre de
Wiener classique. Des vaeurs de a plus grandes peuvent étre utilisées, mais vont alors auss filtrer le signal (et
non plus le seul bruit), ce qui entrainera une grande perte d'information.

Nous avons alors étudié les résultats de déconvolutions al’ aide des algorithmes LLS et MAP, sans et avec
préfiltrage. Nous avons dans ce cas calculé I’ erreur quadratique entre le résultat final et I’ objet de départ, qui est
ici connu. Nous avons donc effectué une étude a deux paramétres, o. pour le préfiltrage et 5 pour larégularisation,
et tracé la surface d’ erreur obtenue (par extension de la courbe d’ erreur présentée ala Figure 3.24).

La Figure 3.26 présente le résultat obtenu pour notre image simulée des 9 hilles, pour une déconvolution
avec LLS. On constate |a présence d’ une vallée de stabilité pour une valeur de péfiltrage de a=10""4. Dans cette
vallée de stabilité (indiquée par une fleche sur la figure), on voit que I’ erreur de restauration est maintenant bien
moins dépendante du choix du paramétre de régularisation, qui peut maintenant varier sur plusieurs décades sans
grand changement du résultat de déconvolution final.

log(Quadratic Error)

"FEP

FIGURE 3.26. Surface d'erreur de la déconvolution en fonction des parameétres de préfiltrage et de
régularisation. Une vallée de stabilité appar ait pour a=1004 une grandevariation du facteur de
régularisation f est alorspossible.
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Ce résultat est intéressant sur deux points. Tout d'abord, il confirme en 3D le résultat de Sekko que le
préfiltrage permet de séparer le processus de réduction du bruit du processus de déconvolution (présence de la
vallée de stahilité).

Ensuite le résultat final est de bien meilleure qualité. Le minimum d’ erreur est observé pour une valeur de
préfiltrage a=10"9% et un sevil de régularisation =10"*3. La Figure 3.27 présente le résultat de la déconvolution
LLS pour ces valeurs. Les profils reconstitués sont maintenant trés proches des profils originauix, et ce pour les 9
billes. Une segmentation de I'image a 45% montre que les mesures de volumes sont entachées d’une erreur de
23% et les mesures d'intensité d une erreur de 20% par rapport a |I’image originale, ce qui montre une bonne
restauration malgré le bruit, alors que la déconvolution sans préfiltrage donne des résultats inutilisables (289%
d'erreur sur le volume et 93% sur I’ intensité).

Laméthode MAP combinée au préfiltrage donne des résultats de qualité similaire.

Cette méthode de préfiltrage est classique, et le préfiltrage supprimant les hautes fréguences responsables
de I'instabilité de la déconvolution, il n’est guéere étonnant que la régularisation soit stabilisée. On peut observer
sur la Figure 3.27 que les profils reconstitués présentent des rebonds. Ceci est aussi di au préfiltrage, qui
supprime les hautes fréquences responsabl es des instabilités, ce qui est justement |e but recherché, mais ces hautes
fréguences sont aussi justement celles nécessaires a la reconstruction correcte d un profil rectangulaire tel que
celui adopté pour nos billes de synthese.

Ce phénoméne ne devrait pas étre génant dans la pratique, car une hypothése couramment admise est que
justement les objets de fluorescence ne présentent pas de transition brusque (et donc leurs spectres ne contiennent
pas de hautes fréguences), a cause du phénomeéne de diffusion des fluorophores dans |e spécimen.
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FIGURE 3.27. Profil de I'image test déconvolué par LLS avec préfiltrage. La reconstruction est de hien

meilleure qualité.
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Nous avons néanmoins étudié I'effet du préfiltrage sur le spectre des images. Pour ce faire, nous
considérons maintenant un objet synthétique composé de 9 sphéres de méme intensité, mais de diamétres
différents. La Figure 3.28(a) montre en perspective cet objet composé des 9 sphéres dans une configuration
cubique centrée. La Figure 3.28(a’) montre le spectre de cet objet. Les fréquences sont représentées selon I’ axe x
et I"axe z. Pour mieux faire apparaitre les hautes fréquences, de faibles amplitudes, les fréquences spectrales sont
codées en niveaux de gris sur une échelle logarithmique, selon I'équation Soy=10g;0(1+30* abs(S)), ou S
représente la FFT de |’ objet.

Cet objet a été convolué avec la méme RIO que précédemment, et le méme niveau de bruit de 40% a été
gjouté. Le flou et I'élongation selon I’ axe z, caractéristique du microscope conventionel, sont clairement visible
sur la Figure 3.28(h). Cet allongement selon |’ axe z est illustré sur la Figure 3.28(b’), qui représente le spectre de
I”objet convolué, par |’ apparition du fameux «missing cone» qui traduit le fait que le microscope classique ne
transmet pas les informations selon I’ axe z. La Figure 3.28(c) est laméme que la Figure 3.28(b) apres addition du
bruit, ce qui a pour effet de brouiller encore I'image. Sur le spectre, |’ effet du bruit est de diminuer encore le
contraste en diminuant de maniére relative I’ amplitude des basses fréquences par rapport aux hautes fréguences.

Cette image de synthése a tout d’'abord été déconvoluée a I’ aide des algorithmes LLS, MAP et ML-EM.
Les résultats sont visibles sur les Figures 3.28 (d) a (f), les Figures 3.28 (d') a (f') montrant les spectres associés.
A cause du niveau de bruit, la régularisation de LLS et MAP doit étre maintenue a une valeur assez élevée, en
éliminant ou minorant les hautes composantes instables, et ce dés une fréguence relativement basse. Ceci a pour
conséquence une mauvaise correction de |’ élongation en z. Cette limitation est clairement visible sur les spectres,
ou I’on voit que les fréguences présentes, mais atténuées de la Figure 3.28(b’) sont partiellement restaurées
seulement, et le cone de fréguences manguantes est encore bien visible. L' utilisation de ML-EM donne des
résultats sensiblement meilleurs, visible sur la Figure 3.28(f), pour laquelle on note une meilleure correction de
|”éongation en z. Ceci se traduit sur le spectre (Figure 3.28(f")) par un comblage partiel du missing cone.

Lorsque I'on applique notre méthode de préfiltrage, les résultats obtenus sont clairement de meilleure
qualité, et ce pour les trois méthodes de déconvolution considérée ici. Les Figures 3.28 (g) a (i) sont a comparer
aux Figures 3.28 (d) a (f). On voit le gain en qualité aussi sur les spectres associés, qui montrent clairement que
plus de fréguences sont retrouvées, le meilleur résultat étant obtenu pour ML-EM avec préfiltrage, qui reconstruit
presgue correctement |’ ensemble du spectre de I’ objet de départ. Les gains en déconvol ution du préfiltrage sont de
deux ordres.

Tout d’abord, les objets (les 9 sphéres) sont mieux séparés du fond diffus di au bruit, grace au préfiltrage.
Ceci setraduit par une segmentation plus aisée de I'image finale.

Enfin, comme la majorité du bruit est supprimé, les algorithmes de déconvolution peuvent mieux restaurer
les hautes fréguences, ce qui permet de mieux reconstruire la forme exacte des objets de départ. De ce fait, on
peut s attendre a des mesures de dimensions, volumes ou intensités de meilleure qualité.

Nous avons quantifié le gain obtenu pour les 9 spheres (présentées par ordre de taille croissante)
composant I’ objet de synthése utilisé pour la Figure 3.28. La Table 1 présente les résultats pour les mesures de
volume, intensité totale (intégrée sur le volume), et intensité maximale pour chagque sphére. Les images obtenues
avec les différentes méthodes de déconvolution ont toutes été segmentées de la méme maniere, en appliquant un
seuillage a 15% du maximum. Les trois premiéres lignes donnent les valeurs de référence pour les objets de
départ, qui sont supposés correctement reconstruits apres déconvolution. Nous avons utilisé les méthodes LLS,
MAP et ML-EM sans préfiltrage d abord, puis avec préfiltrage, que nous avons appel ées respectivement LL S+,
MAP+ et ML-EM+. Lesrésultats sont présentés en pourcentage de variation par rapport aux spheres de référence.

On notera tout d'abord que pour les deux plus petites sphéres, on obtient pas de résultats significatifs,
quelle que soit la méthode employée. Laraison en est que ces objets ne sont pas clairement segmentés du bruit.
Ceci est du au fait que dans ce travail, nous nous sommes concentré sur |I’amélioration des résultats quantitatifs, et
pas sur |’ obtention de la meilleure résolution possible par séparation ou identification des plus petits objets.

Pour les mesures de volume, le préfiltrage améliore la qualité des mesures pour les trois méthodes
considérées. Typiquement, LLS+ présente des résultats 40% plus précis que LLS. LLS+ et MAP+ donnent des
résultats similaires pour ce qui est de I'identification des sites de fluorescence et la mesure de leur taille. Les
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meilleurs résultats en volume sont obtenus avec ML-EM+. Non seulement I’ erreur sur les mesures de volume est
la plus petite, de maniére absolue, mais contrairement a LLS+ ou MAP+, I’ erreur est trés similaire d’ une bille a
une autre. Ceci montre aussi que ML-EM+ reconstruit le mieux les profils des objets, ce qui est confirmé par le
fait que le spectre de I’ objet reconstruit avec ML-EM+ est |e plus proche de I’ objet de départ.

Pour les mesures d’intensité totale, un gain similaire de qualité est obtenu pour LLS+, MAP+ et ML-EM+,
Les meilleursrésultats sont dans |’ ordre obtenus avec LL S+ (en négligeant la sphére de diamétre 2 pixels), MAP+
puis ML-EM+. Curieusement, ML-EM+ donne dans ce cas des mesures moins bonnes que ML-EM seul. Ceci
s explique par lefait que ML-EM+ reconstruit mieux les profils presgue plats des sphéeres, mais avec une intensité
maximale plus faible, ce qui se traduit par une erreur similaire sur I'intensité totale. 1l faut cependant noter que, |a
encore, les variations des erreurs sur les mesures d' intensité maximale et d' intensité intégrée sont les plus faibles
pour ML-EM+. Ceci montre que cette méthode, au contraire des autres, donne des résultats dont la qualité est
indépendante de lataille de |’ objet considéré.

Pour conclure, on peut dire qu’on peut utiliser LLS+ ou MAP+ pour une premiére évaluation rapide des
résultats, ce qui permet de traiter un grand nombre d’échantillons dans un temps raisonnable et de retenir les
meilleurs images qui seront alors traité avec ML-EM+, qui demande plus de temps de calcul, mais fournit des
résultats de meilleure qualité pour ce qui est des mesures de forme et de taille ou de volume, car ¢’ est la méthode
qui reconstruit le mieux les profils, et pour les mesures d'intensité relative entre les sites, car ML-EM+ est la

méthode qui fournit les résultats présentant le moins de variations pour ce type de mesure.

TABLE 3.

Bead T [Bead U2 [Bead U3 |Bead U5 [Bead U6 |Bead ©7 |Bead U8 |Bead ©10 [Bead &717
(0.068um) | (0.136um) | (0.204um) | (0.340um) | (0.408um) | (0.476um) | (0.544pm) | (0.680um) | (0.748um)

Ofiginal | vatime 1 7 27 81 715 7571 3471 515 739
() 700 700 2700 8700 71500 25700 34700 57500 73900

Wiax(T) 100 100 100 100 100 100 100 T00 T00

AVGIume X X 766.7 7320 7060 1570 1577 1623 1338

LLS  ==m X X 274 27 76 30 39 85 70

AVE() X X 633 394 67 16 76 06 33

AVoIume X X 2074 7580 24738 2176 186.7 168.8 1487

MAP &) X X 396 B 05 72 72 80 77

AMEX() X X 777 472 366 57 1 70 =

AVolume X X X 0 69.6 96.0 88.0 84.9 87.7

MLEM  rzsm) X X X 740 77 7656 738 196 151
AVEX() X X X 567 737 gy 84 95 189

AVGTGTTe X 1774 1747 1556 1373 1076 1038 870 797

LLS+ &= X 299 87 e 51 04 T4 09 07

V() X 737 333 34 66 5 55 2 6

AVGIume X X 1741 1556 1539 171 1271 106.0 965

MAP+ Iz X X 313 04 97 51 30 9 =

AMEX() X X 580 198 143 55 32 76 o7

AVolume X X 74 86 738 96 71 4.0 9.1
MLEM+ 2=y X X 523 398 297 236 738 184 193
AMEX(T) X X 301 782 766 398 387 1338 708
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FIGURE 3.29. Effet du préfiltrage et de la déconvolution sur une image biologique. (a) : image originale. (b) :
sans préfiltrage, régularisation [3:10'4 (c) : sans préfiltrage, régularisation [5:10'7 (d) : avec
préfiltrage, régularisation [:3:10'4 (d) : avec préfiltrage, régularisation [3:10'7 Les images (d) et
(e) sont beaucoup plus ressemblantes que (b) et (c), ce qui montre que le prefiltrage stabilise la
déconvolution.

18

Nous avons enfin appliqué notre méthode a des images biologiques acquises sur le microscope de
fluorescence du LabEl, situé au Laboratoire d’Hématologie de I'Hopital Emile Muller & Mulhouse. Les
échantillons considérés sont des cellules CD34, étudiées par le Dr Georges Jung [43]. La réponse impulsionelle
optique a été mesurée al’ aide de hilles de latex fluorescence selon la méthode décrite dans le Chapitre |1 [37].

La Figure 3.29 montre les résultats de la déconvolution avec et sans préfiltrage sur une image typique. La
Figure 3.29 (a) montre I'image brute, relativement bruitée et difficilement exploitable (segmentation).

Les Figure 3.29 (b)(c) montrent le résultat d’ une déconvolution par MAP sans préfiltrage, et en changeant
|e parameétre de régularisation a [5:10'4 et [3:10'7. On peut voir que le résultat final varie grandement. Ceci prouve
donc que les mesures quantitatives peuvent grandement varier d'un opérateur a un autre, qui estimera
différemment la qualité de la déconvolution. De ce fait, ces mesures sont peu répétitives, et donc peut fiables dans
la pratique. Les Figure 3.29 (d)(e) montrent le résultat d’ une déconvolution par MAP avec un préfiltrage de
Wiener avec a.=1, pour la méme variation du paramétre de régularisation a |3:10'4 et [3:10'7. On voit maintenant
que le résultat de la déconvolution varie peu (on se situe dans, ou trés pres de la vallée de stabilité). Ces résultats
ont été confirmés sur plusieurs images pour lesguelles une déconvolution sans préfiltrage donnait des résultats
inexploitables, ou trés variables.

En conclusion, on peut donc dire que le préfiltrage des données améliorent le processus de déconvolution
de deux facons. Tout d’ abord, desimages qui ne pourraient étre utilisées a cause de leur trop grand bruit peuvent
étre étudiées. Ceci aide a augmenter la statistique des résultats. Enfin, en éliminant |’ ajustement manuel des
paramétres de déconvolution, trés dépendant de I’ expérience et des connaissances a priori de I’ observateur,
|"automatisation de la déconvolution, combinée au préfiltrage des données, permet de grandement améliorer la
reproductibilité et donc la fiabilité des résultats [42][44]. L étude théorique sur des objets de synthése a aussi
montré que la qualité des mesures quantitatives était aussi améliorée.

Ces avanceés devraient permettrent de contribuer a une plus large adoption des méthodes de déconvolution
pour un usage routinier par des non-spécialistes du traitement d’ image.
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3.6 Conclusion

L e couplage du microscope de fluorescence al’ ordinateur a permis de décupler ses possibilités et ouvert de
nouveaux champs d’ application pour cet instrument. Ce couplage explique en grande partie le regain d'intéret
pour les techniques de microscopie optique, qui sont les seules a pouvoir travailler sur des spécimens biologiques
vivants, et en 3 dimensions.

Nous avons cependant vu au Chapitre Il certaines limitations de cet instrument. Sa résolution est encore
faible par rapport a d'autres techniques (microscopie éectronique, microscopie optique en champ proche), les
modeles de formation d’image sont souvent approximatifs (hypothése de non invariance spatiale de la réponse
impulsionelle optique par exemple), les images obtenues sont souvent bruitées et difficiles a utiliser pour des
mesures quantitatives.

L estechniques de traitement d’image, et en particulier les techniques de restauration par déconvolution des
images permettent de palier en partie a ces insuffisances. On peut en particulier améliorer larésolution desimages
finales, augmenter le rapport signal sur bruit, et surtout restaurer les formes et intensités des objets observés. Ces
étapes sont indispensables pour pouvoir réaliser des mesures quantitatives fiables.

Un changement trés notable dans I’ utilisation du microscope optique est en effet qu’on veut passer d'un
outil d'imagerie, essentiellement qualitatif, & un outil de mesures quantitatives. Pour ce faire il convient de
parfaitement maitriser la chaine d’ acquisition et de traitement des images. Ceci passe par une compréhension fine
des mécanismes de formation des images (Chapitre I1) et par une parfaite technique expérimentale. La prise de
conscience de ces deux points par les utilisateurs finaux semblent étre faite.

A I'heure actuelle, les techniques de traitement des images sont souvent bien moins comprises et
maitrisées. De ce fait, les meilleures images obtenues ne peuvent étre que partiellement exploitées. Pour une
meilleure utilisation de ces techniques, et leur adoption a une plus grande échelle, il convient de réduire au
minimum les interventions humaines basées sur |’ expérience et les connaissances a priori de I’ observateur, et
d'introduire dans la chaine de traitement des critéres de qualité qui soient quantitatifs et indépendants des
utilisateurs.

Nous travaillons au LabEl sur ce point précis, par |'étude des algorithmes de déconvolution les plus
courants, pour mieux maitriser et quantifier leurs performances. Ce point afait I’ objet de la deuxéme partie de ce
chapitre. La quantification des erreurs résiduelles est importante pour estimer la fiabilité des résultats, et mieux
cerner le domaine d’ application de ces techniques. Enfin, I’amélioration des algorithmes par leur automatisation
et I’ augmentation de leur robustesse est aussi un résultat important obtenu au laboratoire.

Ces travaux ont donné lieu a 4 articles, 10 communications avec actes, 11 communications sans actes, 5
posters et 4 séminairesinvités. Ja aussi encadré plusieurs stagiaires de maitrise (1) et de DEA (2) dans le cadre
de ces travaux, et co-encadré deux étudiants en these.

Journaux a comitédelecture:

“Improvement of the LLS and MAP deconvolution algorithms by automatic determination of optimal
regularization parameters and pre-filtering of original data”
B. Calicchio, O. Haeberlé et al., Opt. Comm. (accepted)

“Validation of image processing tools for 3-D fluorescence microscopy”
A. Dieterlen, C. Xu, M.-P. Gramain, O. Haeberlé et al.., C. R. Biologies 325, p. 327 (2002)

“Acquisition, restauration et Analyse 3D en Microscopie Optique de Fluorescence’
A. Dieterlen, C. Xu, M.P. Gramain, O. Haeber ¢, et al.., Récent Progres en Génie des Procédés 15, p. 135
(2001)

“Fluorescence quantification in 3D optical sectioning microscopy: a comparison of some deconvolution
algorithmsin view of 3D image segmentation”
A. Chomik, A. Dieterlen, C. Xu, O. Haeberléet al., J. Opt. 28, p. 225 (1997)
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collogue IMVIE 2003, p. 111 (2003)
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(France), January 29-31, 2003. Proceedings of PSIP 2003, p. 221 (2003)

“Monte-Carlo reconstruction of images from aRIO variant system”
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“Régularisation de la déconvolution d’'image par préfiltrage”
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2001, Roanne (France) 13-15 Juin 2001, CRN'IUT 2001, p. 113 Publications de I’ Université de St-Etienne

“Pre-filtering applied to 3-D fluorescence microscopy deconvolution”
B. Coalicchio, C. Xu, G. Jung, A. Dieterlen, O. Haeberlé, 7th Congress of European Society for Analytical
Cellular Pathology, Caen (France), April 1-5 2001. Analytical Cellular Pathology 22, p. 91 (2001)

“Acquisition, restauration et analyse 3D en microscopie optique de fluorescence’
A. Dieterlen, C. Xu, M.-P. Grammain, O. Haeber|é et al. Colloque Visualisation Image Modélisation VIM
2001, Nancy (France), 15-17 mai 2001

“Regularization of fluorescence image deconvolution by adaptive prefiltering”
B. Calicchio, C. Xu, O. Haeberlé et al. Focus on Microscopy 2001, Amsterdam (Netherland), April 1-4,
2001

“Quantification of errors made in deconvolution under the assumption of RIO depth invariance”
C. Xu, O. Haeberlé et al. Focus on Microscopy 2000, Shirahama (Japan), April 9-13, 2000, Technical
Digest of Focus on Microscopy 2000, p. 57 (2000)

“Fluorescence microscopy image deconvolution: application to anthracycline distribution in breast cancer
cells’

M.-P. Gramain, C. Bour, A. Chomik, A. Dieterlen, O. Haeberléet al. , BIOS Europe 97, San Remo (Italy),
September 4-8, 1997, Proc. SPIE Vol. 3197, p. 187 (1997)

Conférences sans actes::

“Evolutions de la microscopie 3D de fluorescence”
A. Dierterlen, O. Haeberlé et al., Cinquiéme Colloque National Optique pour le Diagnostic Médical,
Paris, 11-13 Mai 2004

“Application des outils d’ analyse 3D en microscopie de fluorescence a la cytogénétique moléculaire’
B. Colicchio, E. Jeandidier, A. Dieterlen, O. Haeberlé, Cinquieme Colloque National Optique pour le
Diagnostic Médical, Paris, 11-13 Mai 2004

“Apport de lamicroscopie 3D ala cytogénétique moléculaire sur noyaux”
A. Dieterlen, B. Colicchio, C. Xu, O. Haeberlé et al., Nouvelles stratégies pour la détection de
réarrangements génomiques, Strasbourg, 14 Décembre 2002

“Validation des outils d’ analyse 3D en microscopie de fluorescence; application clinique aux explorations
cytologiques membranaires, cytoplasmique et nucléaire”

A. Dierterlen, C. Xu, C. Cudel, O. Haeberlé et al., Colloque technologie pour la Santé, Hopital Européen
Georges Pompidou (H.E.G.P), 10 juin 2002
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(France), 15-17 Mai 2001

“3-D fluorescence microscopy”
A. Dieterlen, M.PGramain, C.Xu, C.Bour-Dill, O.Haeberlé et al., Euromech Colloquium N° 420:
Mechanics of cells and tissues, Nancy (France) 24-26 April 2001

“Traitements d’'Images Appliqués a la Microscopie de Fluorescence : Déconvolution - Mesures
Quantitatives*
Rendez-vous des microscopies appliquées au vivant, Lille 19-20 Avril 2001

“Mesures 3D en microscopie optique : caractérisation du systéme et déconvolution des données”
S. Razgallah, M.-P. Gramain, C. Bour-Dill, A. Dieterlen, C. Xu, O. Haeberlé et al., Troisieme Collogue
National Optique pour le Diagnostic Médical, Paris 18-19 Mai 2000

“View 3D: atoolbox for 3-D fluorescence image anaysis’
S. Razgallah, B. Callichio, N. Mokrani, P. Berthélémy, O. Haeber|é et al., Cytométrie 99, Dijon (France),
October 15-19 1999

“Quantification de fluorescence en microscopie optique 3D”
A. Dieterlen, C. Xu, A. Chomik, P. Schillinger, J.J. Meyer, S. Jacquey et O. Haeber|é Deuxieme Colloque
National Optique pour le Diagnostic Médical, Paris 15-16 Mai 1997

Posters:

“Acquisition, restauration et analyse 3D en microscopie optique de fluorescence. ”
A. Dierterlen, C. Xu, O. Haeberlé et al., Quatrieme Colloque National Optique pour le Diagnostic
Médical, Paris, 16-17 Mai 2002

“Validation of image processing tools for 3-D fluorescence microscopy”
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“Automation of the LLS deconvolution agorithm for 3-D fluorescence microscopy image processing”
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Cytometry, ISAC XX, Montepellier (France), May 20-25, 2000
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CHAPITREIV PROJET DE RECHERCHES

“Celui qui se perd dans sa passion est moins perdu que celui qui a perdu sa passion.”
Saint Augustin
“Celui qui a cessé de s’émerveiller a pratiquement cessé de vivre’
Albert Einstein
“Doutez de tout, et surtout de ce que je vais vous dire...”
Bouddha

Max Ernst “Euclide”
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4.1 Introduction

Nous avons vu dans les trois précédents chapitres diff érentes techniques donnant lieu a des amélioration de
larésolution en imagerie microscopique.

Ainsi, dans le Chapitre I, consacré a de nouvelles sources de rayonnement électromagnétique, nous avons
vu que le rayonnement de transition a donné lieu a une technique d’imagerie optique en champ lointain, a la
résolution inégal ée pour des surfaces et interfaces. On accéde donc aux propriétés optiques des matériaux étudiés,
mais avec une résolution se rapprochant de celle de la microscopie éectronique a balayage. Les limitations de
cette technique restent cependant les mémes que celles de la microscopie électronique : limitation al’imagerie de
surface 2D, nécessité d' opérer sous vide. Cette technique n’est donc pas du tout adaptée a I’imagerie biologique
de spécimens vivants.

Dans le Chapitre I, nous avons détaillé les modeles de formation d’image dans un microscope de
fluorescence. Cet instrument est devenu I’outil de référence pour les études en biologie fonctionnelle.
Paradoxalement, son fonctionnement était (est) encore loin d' étre pleinement compris. Ce travail a permis de
préciser les modeles théoriques décrivant les propriétés optiques de cet instrument, mais auss d' étudier et de
proposer des configurations nouvelles.

Dansle Chapitre 11, I’ accent a éé mis sur les techniques numériques de restauration des images, une fois
celles-ci manipulables par I’ ordinateur. Le couplage du microscope avec I'informatique a en effet ouvert des
horizons nouveaux, encore largement inexplorés. Les modées de formation d'image décrits au Chapitre |1
peuvent aors étre utilisés pour déconvoluer les données, ce qui permet une amélioration du rapport signal sur
bruit et une restauration des images en forme et en intensité. En particulier, I’ accent a été mis sur |’ automatisation
des procédures de traitement numérique, en vue de faciliter leur adoption par des non-spécialistes.

La microscopie de fluorescence telle qu’ elle est utilisée actuellement souffre principalement d’ un manque
de résolution, surtout quand on la compare a d autres techniques, comme la microscopie éectronique, ou les
techniques de microscopie en champ proche.

Ce constat a motivé et motive encore les travaux de plusieurs équipes a travers le monde, qui visent a
améliorer la résolution de I'instrument, accroitre sa vitesse dacquisition, ou encore étendre son champ
d'investigation & de grands spécimens (plusieurs mm®). Au vu des trois premiers chapitres, on comprend aisément
que ces recherches sont nécessairements pluri-disciplinaires.

La technique du balayage pour produire une image montre que la limite de résolution n’est pas imposée
par le systéme de détection, mais par le plus petit volume dans lequel on produit I’émission lumineuse. On
s'interessera donc en premier lieu a la physique du rayonnement, pour «déconvrir» et utiliser de nouvelles
méthodes de production de lalumiére dans |’ échantillon.

I est trés important, comme on |I’avu au Chapitre |1, d’ adapter I'instrument au besoin de I’ observation, ce
qui passe par la définition de nouvelles techniques de microscopie, mais aussi de parfaitement maitriser les
conditions expérimental es d’ acquisition des images.

Enfin, lorsque I'image est acquise, et si I’on a une connaissance suffisante du systéme de formation des
images, les techniques de traitement du signal et de I'image et I'informatique permettent d’ encore améliorer la
qualité des données.

Ce constat est résumé sur la Figure 4.1, qui illustre le caractére nécessairement pluridisciplinaire des
recherches dans ce domaine.

Il est anoter la faiblesse des équipes francaises dans ce domaine de I’ imagerie microscopique, puisque trés
peu de dével oppements instrumentaux sont effectués dans notre pays. Cette faiblesse s explique sans doute en
partie par I’ absence de constructeur national, par rapport a I’ Allemagne, le Japon ou les Etats-Unis, mais cette
déficience s appliquerait alors aussi au Royaume-Uni, qui possede cependant plusieurs équipes tres actives dans
le domaine.
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FIGURE 4.1. Améliorer les images en microscopie de fluorescence fait appel a de nombreuses disciplines:
physique photonique, instrumentation optique, traitement du signal et del’image.

4.2 Production des photons

L es développements actuels les plus prometteurs en terme d’ amélioration de la résolution ont été obtenus
par Stefan Hell et son équipe du Max Planck Institut de Gottingen (Allemagne), par la mise en oauvre du
microscope 4Pi (décrit au Chapitre 11) et du microscope a émission stimulée STED.

L’idée consiste a utiliser les propriétés du phénomene de fluorescence pour diminuer la zone de production
de lumiére. La description détaillée des phénomenes mis en jeux dépasse le cadre de cet exposé, mais on peu
néanmoins en donner les grandes lignes (voir Figure 4.2) :

Lorsqu’un fluorophore est illuming, et passe de son état de repos a un état excité, il passe auss par une
transition non radiative de I'état S1 a I'état S. L'ensemble du spot d'excitation dans un microscope
confocal suit ce schéma.

On dispose néanmoins d’ un court laps de temps (de I’ ordre de la ps) pour provoquer une émission stimulée
a une longueur d'onde choisie, différente de la longueur d’'onde utilisée pour |'observation de la
fluorescence.

L’ idée consiste alors a provoquer cette émission stimulée sur la périphérie du spot d’ excitation confocal, a
I’aide d'un spot STED «creux». La zone qui va donc émettre la fluorescence spontanée est alors beaucoup
plus reduite, et larésolution finale grandement améliorée.

Cette technique a permis une amélioration trés notable de larésolution. En 3D, une résolution de |’ ordre de
100 nm dans des spécimens biologiques a ainsi déja été démontrée. Pour des molécules déposées en surface, une
résolution de I'ordre de 30 nm en x-y a éé atteinte. Enfin, en combinant microscopies 4Pi et STED, une
résolution de I’ ordre de 30 nm le long de |’ axe optique a été obtenue sur des membranes cellulaires.

Cette technique est donc extrémement prometteuse, d’autant plus que le microscope STED n’est rien
d’autre qu’'un microscope confocal modifié. Méme dans sa version 4Pi, il se base sur un instrument qui est
désormais disponible commercial ement.

167



Excitation

S vib
! - - Etat excité
> STED
Excitation STED
ib
So" = Etat repos
So A
FIGURE 4.2.  Schéma de principe du microscope STED.
On peut cependant émettre un certain nombre de réserves vis-a-vis d’ une adoption rapide cet instrument :
- L’instrumentation nécessaire, femto/picoseconde est fragile et délicate a mettre en cauvre
- Les fluorophores adaptés permettant cette technique sont encore trés limités.
- Le colt de cette technique est donc encore tres élevé.
- Enfin, par définition, cette technique ne s applique qu’a la microscopie de fluorescence, et ne peut donc
rien apporter & d’ autres techniques comme la microscopie en transmission ou en réflexion, tres utilisées
dans d’ autres domaines.
Jai d¢japroposé (O. Haeberlé “Kindling molecules: anew way to break the Abbe limit” C. R. Physique 5,
p. 143 (2004)) I’ utilisation des nouvelles familles de molécules photoactivables pour remplacer les fluorophores

utilisés en microscopie STED. Ces nouvelles molécules présentent la particularité d’ avoir deux états de repos,
I”un susceptible de donner lieu a une fluorescence, I’ autre non. On peut alors directement transposer les schéma
de lamicroscopie STED a ces nouvelles molécules, mais en gagnant sur deux points essentiels:

Les états a fluorescence permise et interdite sont stables, contrairement aux états excités en microscopie
STED. Il n’est donc plus nécessaire d’ avoir recours a une instrumentation rapide, donc chére.

Ces molécules sont dérivées de fluorophores organiques, tels que la Green Fluorescent Protein (GFP), ou
la Kindling Fluorescent Protein (KFP1). Ces molécules sont biologiquement compatibles, et I'ingéniérie
mol éculaire permettra sans aucun doute (comme cela a déja été le cas pour la GFP) d’ gjuster les propriétés
de ces fluorophores aux besoins des expériences biologiques.

D’ autres schémas visant & améliorer la résolution en microscopie de fluorescence ont aussi été proposés.

On peut par exemple penser a la microscopie Ground State Depletion, qui est une variante de la microscopie

STED.

damél

Lamicroscopie par saturation de fluorescence est un autre exemple de microscopie non-linéaire permettant
iorer larésolution de fagon notable.
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4.3

L’ utilisation de molécules photoactivable permet d’ envisager une microscopie confocale a trois étapes,
activation du fluorophore, excitation, émission de la fluorescence, qui dans un montage confocal permettraientt
aussi d'améliorer larésolution. En effet, si la Réponse Impulsionnelle Optique d’un microscope confocal est en
premiére approximation celle d’un microscope conventionnel élevée au carré, I'utilisation de molécules
photoactivables conduit a 3 RIO successives que I’on multiplie entre elles, ce qui donnerait en premiére
approximation une RIO élevée au cube, et donc une résolution encore meilleure.

Notons enfin que I’ utilisation des molécules photoactivables reste compatible avec la technique STED, ces
deux étapes étant dissociées dans les processus d’ activation et d’ excitation.

Les connaissances en physique «de base» que j'a pu acquérir lors de mon travail de thése, de mes
différents post-docs et durant mon séour au M1PS m’ encouragent donc a poursuivre ces études, d’' un point de vue
théorique au moins, pour proposer de nouveaux schémas de microscopie de fluorescence.

| nstrumentation

Comme nous |’avons vu au Chapitre 1, I’intrumentation optique reste un facteur clé dans I’ obtention de
bons résultats.

Les modéles de formation d'image actuel sont suffissmment précis pour décrire les microscopes de
fluorescence classiques, confocaux et multiphotons. Ont peut aussi décrire correctement le modéle de formation
d'image en microscopie de fluorescence polarisée, un domaine en émergence, car jusgu’a présent, seules
I"intensité et la durée de vie de la fluorescence (Fluorescence Life Time Imaging) ont été beaucoup étudiées.

L’imagerie de polarimétrie est un domaine actuellement en plein essor, et il nefait guére de doute que d'ici
peu, I"imagerie de fluorescence polarisée apparaitra comme un moyen d accéder a d’ autres informations dans les
spécimens biologiques. Les modeles dével oppés au Chapitre |1 seront alors d’ une grande utilité.

Ces modéles souffrent cependant encore d'une limitation fondamentale. 1ls supposent (comme tous les
modéles de formation d’image actuellement disponibles) que le spécimen observé est homogene optiquement.

Cette hypothése simplificatrice ne résiste en fait pas a une analyse un peu plus poussée. Si |I’on suppose le
spécimen homogeéne optiquement, il n'est alors pas possible de I’ observer dans un microscope en transmission
(classique ou méme a constraste de phase ou contraste de phase différentiel). Mais si I’ on suppose le spécimen
inhomogeéne, alors les modeles de formation d’'image en microscopie de fluorescence sont incorrects, et I'image
gue I’on enregistre est donc forcément une version déformée de la réalité, un peu comme lorsgu’ on observe a
travers une vitre déformante.

Ces limitations ont été mises en évidence par plusieurs auteurs. Une illustration trés convaincante en est
donnée par la Figure 4.3 extraite de « Limitations on Optical Sectioning in Live-Cell Confocal Microscopy » de
J. B. Pawley, Scanning 24, 241 (2002).

Cette image montre un spécimen pris en sandwich entre une lamelle et une lame et observé avec un
microscope confocal. Le spécimen n'est pas marqué, et on observe la lumiére rétrodiffusée. Les transitions
brusgue d’indice sont donc nettement visibles, comme la transition lamelle (n=1.525) spécimen (n=1.33) et la
transition spécimen (n=1.33) lame (n=1.525).

On voit nettement sur cette image que I'image de lalamelle est conforme (on obtient bien un plan), alors
que I'image de la surface de la lame est fortement déformée par les cellules placées entre lame et lamelle. C'est
essentiellement un effet dd aux variations d’ indices optiques dans |e milieu.
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FIGURE 4.3.  lllustration de I'influence du spécimen (généralement supposé uniforme) sur le process de

formation des images. : la lame est vue déformée a cause des inhomogénéités optiques du
spécimen. Image extraite de J. B. Pawley, Scanning 24, 241 (2002)

Pour corriger lesimages, on peut envisager deux voies.

La premiére est inspirée des résultats obtenus en astronomie, ou le développement de I’ optique adaptative
apermis de s affranchir des problemes de turbulence qui dégradaient lesimages. En microscopie, le probléme est
différent. Il est grandement simplifié par le fait que le systéme considéré est statique ou quasi-statique par rapport
aux temps de pose nécessaires a |’ acquisition d’une image, contrairement au probléme de la turbulence. Il n’est
donc pas nécessaire de corriger les distorsions plusieurs dizaines de fois par seconde.

En astronomie, on se sert d’ une étoile de référence pour mesurer laturbulence. A défaut, il est possible de
créer dans la haute atmosphére une étoile artificielle de référence par excitation laser dans la raie de sodium
généralement.

En microscopie, deux problémes se posent. Tout d’ abord, on ne dispose pas de source de référence dont on
sait qu’ elle est ponctuelle. Enfin, lors de la création du signal lumineux dans un microscope confocal par exemple,
le faisceaux d éclairage et le lumiére de fluorescence subissent les aberrations lors de I’ aller retour a travers le
spécimen. Des résultats encourageant ont néanmoins déja été obtenus.

Une autre approche possible est de faire une correction numérique des données. Pour cela, il faut disposer
d'une distribution des Réponses Impulsionelles Optiques dans le spécimen. |l parait extrémement difficile de
mesurer directement cette distribution atravers le spécimen (certaines pistes existent cependant).

Par contre, on peut envisager de calculer, en étendant les modeles développés au Chapitre |1, la réponse
impulsionelle optique dans un milieu inhomogéne. Pour cela, il faut donc étre capable de mesurer la distribution
des indices optiques dans le spécimen. A I aide de cette distribution, on peut alors espérer corriger la distribution
desintensités.
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4.4

La microscopie tomographique optique est une des techniques permettant de mesurer une distribution
d'indices dans un spécimen transparent ou quasi-transparent. Vincent Lauer (Lauer Microscopie — Besancon) en a
posé les principes et a développé un prototype d un tel microscope::

Vincent Lauer, J. Microscopy 205, p. 165-176 (2000)

Il apparait ainsi possible de mesurer in-situ la distribution des indices optiques d’ un milieu par la mesure
de la phase et de I'amplitude d'une onde traversant ce milieu. La résolution obtenue, dans cette version du
prototype (en transmission uniquement), est celle d’ un microscope optique classique. Potentiellement, on peut
faire bien mieux (imagerie en transmission ET reflexion).

Nous nous proposons donc de monter un microscope tomographigque non plus sur un banc optique comme
le prototype de Vincent Lauer, mais sur un béti de microscope de fluorescence. Nous entendons ainsi bénéficier de
la qualité optique et mécanique du support.

De plus, cette adaptation doit permettre a terme de se servir du méme béti pour faire I’ acquisition d' une
image de fluorescence ET d’ une image tomographique du méme spécimen pour effectuer les corrections optiques
et ladéconvolution.

Cetravall est d§aentamé, et fait I’ objet d’ une thése (Bertrand Simon) que j’ encadre.

M odéles de formation desimages

Un travail théorique et numérique important est donc a effectuer en paralléle au travail expérimental visant
amesurer ladistribution d’indice optique dans un spécimen biologique.

Il consistera a étendre les modél es vectoriels diffractifs de formation des images dans un microscope, pour
lesquels on suppose actuellement le spécimen comme homogeéne, a une distribution quel conque d' indices.

Pour cela, il convient de modéliser la cellule et ses principales structures d' un point de vue optique. 11 est
déja acquis que les différents constituants de la cellules ont des indices optiques différents, qui ont été mésurés.
Ainsi, la membrane est constituée d une bicouche lipidique, d’'indice 1.48, le milieu intracellulaire a un indice
proche de I’ eau 1.33, alors que e noyau essentiellement constitué de protéines a une indice plus élevé, de I’ ordre
de 1.54.

Raugh MNuclear pore
endoplasmic
reticulunn MNuclealus Mayau
Ribosorne MNuzlear
mernbrane
Golgi apparatus
Centriole
Lyzosome
Srnooth Cytoplasm
endoplasnic
reticulum
Mitochondrion Cell membt-ane

FIGURE 4.4.  Couped’unecelluleanimale
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La Figure 4.4 montre une cellule animale typique. |1 est clair qu’un tel spécimen ou un tissu cellulaire ne
peut pas étre considérer comme homogene optiquement. Ceci est d’ autant plus vrai que la résolution augmente.
Ainsi, une zone qui pourrait étre considérée comme homogene a I’ échelle d’un microscope classique, dans un
ellipsoide d’environ 200 nm par 600 nm devra étre considérée tout a fait différemment si cette méme zone est
imagée al’ aide d’' un microscope 4Pi-STED dont on attend une résolution isotrope d environ 50 nm.

Nous avons déja étendu les modéles de formation d’image au cas d’ un milieu stratifié a n-couches, ce qui
permet de modéliser I’ observation d’un spécimen qui est lui méme stratifié. On peut par exemple en premiére
approximation considérer qu’'une cellule unique, prise en sandwich entre lame et lamelle constitue un mileu
stratifiée (voir Figure 4.5).

Z

Milieu
d'immersion

lamelle

Membrane
plasmique

cytoplasme

i,

noyau

FIGURE 45. Exemple de spécimen stratifié

De méme le cas de lafocalisation atravers une interface courbe a déja été traité, qui décrirait par exemple
lafocalisation dans un noyau cellulaire considéré comme sphérique.

Les cas les plus généraux ne peuvent pas se traiter de maniére analytique ou semi-analytique. 1l convient
alors d'utiliser des modeles numériques tels que les approches de Beam Propagation Method, ou la résolution
directe du probléme électromagnétique a |’ aide de méthodes par éléments finis ou différences finies.

Ceci constitue un travail considérable, mais pour lequel plusieurs pistes ont été défrichées. Plusieurs
groupes dans le monde travaillent actuellement sur ce sujet (Imperial College, Heidelberg), tout simplement car
les performances actuelles des microscopes modernes mettent en évidence les limites des modéles de formation
d’'image utilisés.

Ceci est vrai en terme de trés haute résolution comme pour la microscopie 4Pi ou la microscopie STED,
mais est aussi vrai si I’on considére un microscope classique imageant a travers un «grand» spécimen. Ce
probléme est en effet |ié au rapport résolution / taille du spécimen traversé plutot qu’alarésolution elle-méme.

La Figure 4.6 illustre les phénomeénes observés lors de I’ acquisition du systéme nerveux de la téte d’une
larve de poisson en microscopie théta a champ large (Heidelberg), le specimen faisant moins de 1 mmS. On
observe un regain d'intensité de fluorescence dans la zone indiquée par la fléche. 1l s agit tout simplement du
cristallin de!’ odl qui refocalise lalumiére d’ excitation, provoguant une hausse de la fluorescence. |1 est donc clair
que le spécimen n’est pas homogene optiquement, et que I'image 3D des zones nerveuses enregistrées est donc
probablement déformée.
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FIGURE 4.6.  exemple de «grand» spécimen de fluor escence inhomogene optiquement.

4.5 Traitement del’image

On peut grandement améliorer la résolution des images par une déconvolution utilisant la fonction de
transfert du microscope. Les agorithmes de déconvolution souffrent de certaines limites : sensibilité au bruit,
instabilité, fiabilité de reconstruction.

Le LabEl a proposé un certain nombre d’améliorations visant a palier a ces problémes : automatisation de
la régularisation des systémes matriciels a traiter pour améliorer la qualité des résultats, préfiltrage des données
pour stabiliser la solution vis-a-vis du bruit.

Un probleme spécifique vient du fait que les algorithmes de déconvolution couramment utilisés supposent
I"invariance spatiale de la réponse impulsionelle optique. Celle-ci peut cependant en réalité varier, par exemple
avec la profondeur du spécimen lorsgqu’il y a un désaccord entre les indices optiques du milieu d’immersion et du
spécimen (a cause de I'influence de |’ aberration sphérique, qui augmente avec la profondeur d’ observation).

La Figure 4.7 illustre ce probléme, dans le cas d'un objectif & immersion a huile imageant un spécimen
agueux. La simulation montre I'image simulée de 4 hilles fluorescente de 1.6 um de diamétre, situées a des
profondeurs croissantes avec un microscope confocal. On voit nettement sur I’'image de gauche la dégradation
croissante de I’'image en fonction de la profondeur. Avec une déconvolution classique, on est obligé de choisir une
RIO unique décrivant les propriétés optiques du microscope. Si I’on déconvolue cette image avec une RIO
calculée a profondeur 0 um, 3.2 um et 6.4um (trois images de droite), on constate deux phénomenes.

Tout d’ abord, aucune RIO n’est capable de reconstruire correctement les objets de départ, qui sont censés
étre identiques. On obtient en fait trois images différentes.

Plus grave encore, les billes ne sont pas reconstruite a leur position correcte dans les trois images (erreur
absolue), mais méme leurs positions relatives sont fausses, I’ écart entre les 4 centroides n’ étant pas le méme dans
les troisimages.
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FIGURE 4.7. Pile de billes de 1.6 um de diamétres (a) convoluée en tenant compte de la variation en z de la

RIO, (b) déconvoluée avec une RIO calculée a profondeur nulle, (c) a profondeur 3.2 um et (d) a
profondeur 6.4 um (voir Paragraphe 3.3.2).

Un traitement des données pour restaurer cette image devrait tenir compte du milieu traversé, de facon a
gjuster laRIO utilisée en fonction de la position dans I’image.

Une réponse a ce probléme a été apportée par 1a mise en cauvre d’ un agorithme de déconvol ution basé sur
laméthode Monte-Carlo (these de Bruno Colicchio). On aainsi résolu le probléme de la non-invariance delaRIO
selon la profondeur.

L'idée est de smuler numériquement le processus de formation des images, en construisant directement
I’objet, qui sera convolué avec la distribution de RIO, pour reconstituer I'image. C'est donc une méthode
fondamentalement différente dans sa philosophie des méthodes d'inversion généralement utilisée, qui partent de
I"image enregistrée pour reconstituer I’ objet inconnu.

Notons cependant que cette méthode pourrait traiter le cas d’ une non-invariance en 3D, si I’on connait la
distribution des RIO, ce qui est justement le but des travaux suggérés dans les deux parties précédentes, sur la
modélisation du processus de formation des images dans des milieux hétérogénes, et la mesure de la distribution
des indices optiques dans | e spécimen.

Avec I'acquisition d'images a une résolution de plus en plus petite (microscopie 4Pi, STED), se posera
aussi e probléme du rapport signal/bruit qui iraen diminuant.

Un important travail pour améliorer la vitesse de traitement des images, diminuer la sensibilité des
algorithmes de déconvolution au bruit et aux conditions initiales reste donc aussi a envisager. Enfin, de nouvelles
méthodes de déconvolution, pas encore utilisées en imagerie de fluorescence 3D devraient étre étudiées. On peut
par exemple penser aux méthodes de recuit simulé, qui permette d’ éviter les problémes de minimums locaux.
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4.6 Extensions possibles de cestravaux

Les travaux proposés ont bien entendu pour but d améliorer |’ acquisition des données en microscopie de
fluorescence, de simplifier les post-traitements mathématiques, pour faciliter les mesures et interprétations faites
sur des spécimens biologiques.

[l est cependant important de noter que ces travaux peuvent intéresser d’ autres communautés, au dela des
spécialistes de biologie, de traitement de signal ou de I'image, ou d’ instrumentation biologique.

Ainsi, les nouvelles sources de rayonnement peuvent avoir des débouchés en microscopie de surface et
interface, pour la physique du solide, ou le contréle qualité par exemple. Les échantillons non-biologiques
supportent en effet des types de rayonnement et des traitements incompatibles avec le vivant. C’ est par exemple le
cas pour le microscope a rayonnement de transition décrit dans le Chapitre I. La mécanique quantique, a travers
les nouvelles sources de photons jumeaux qui apparaissent maintenant, laisse aussi entrevoir la possibilité
d utiliser des effets physiques nouveaux pour diminuer larésolution.

D’un point de vue instrumentation, si I’ on arrive adiminuer lataille delaRIO d'illumination, par exemple
par des techniques d'apodisation, toutes les techniques de microscopie optiqgue en champ lointain en
bénéficieront. Un débouché possible est par exemple le contrble qualité en microélectronique. Les circuits
intégrés présentent en effet des structures prévisibles, de typefils ou interconnexion, qui sont précisément orientés
dans I’ espace. Un axe de recherche est par exemple d’ adapter la forme de la RIO aux caratéristiques des objets
observés, un point qui a éé négligé jusgu’'a présent. Un autre domaine d'application potentiel est celui du
stockage optique des données.

Les techniques de déconvolution adaptatives peuvent s appliquer a tous les domaines de I'imagerie. On
peut citer en particulier la télédétection spatiale, ou I’ astronomie. Les instruments utilisés fournissent en effet
aussi desimages souffrant de déformation (astigmatisme, aberration de sphéricité, courbure de champ etc..) qui ne
sont pas homogeénes dans |le champ d’ observation.

Enfin, il serait prétentieux de croire que les travaux proposés dans ce document iront «naturellement»
essaimer dans d'autres disciplines. Il est évident que la nature pluridisciplinaire des ces travaux impliquent aussi
d'aller chercher dans ces autres disciplines (physique des sources lumineuses, informatique, traitement du signal
et de I'image, astronomie etc...) les idées qui permettront d’améliorer les travaux réalisés en imagerie de
fluorescence.

Les progrés en sciences resultent le plus souvent de fertilisations croisées, a partir de résultats obtenus dans
des disciplines qui souvent s'ignorent alors qu’ elles ont en réalité de nombreux points communs, un constat qui
est probablement bien illustré par I'image suivante...
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“Inner and Outer Space” Chris Madden (illustrateur au “The Guardian”)
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CONCLUSION

“Qui ne bouge n’apprend rien. Aucun n’apprentissage n’évite le voyage”
Michel Serres, “Le Tiers-Instruit”
“Heureux qui comme Ulysse, a fait un long voyage”
Homeére, “L’Odyssée”

Salvatdor Dali “Disparition du buste de Voltaire”
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Dans un céléebre article paru dans la revue Nature [1][2], le géophysicien Roel Snieder déplore la quasi-
extinction d'Homo Universalis, comparant la communauté des chercheurs a une colonie de vers-tubes. “Ces
animaux vivent en colonies sur le fond océanique la ol les sources hydrothermales relachent des nutriments. Les
vers-tubes sont hautement spécialisés. Ils ne survivent qu’ en extrayant des nutriments pres de ces sources. |ls ne
peuvent se déplacer vers d’ autres sources, ce qui interdit les croisements entre colonies.”

On pourrait rgjouter que si la source hydrothermale se tarrit, la colonie de vers-tubes meurt.... Au moinsles
vers-tubes ont-ils un point fixe. Le chercheur débutant se rapproche bien plus souvent de la méduse, ballotée par
les courants et priant pour ne pas s échouer sur une plage déserte...

Une attitude répandue est aussi celle du rémorat, qui vit accroché a son héte, le plus souvent un grand
requin. La situation est confortable, le rémorat se nourissant des miettes des repas du prédateur, qui le nourrit tout
en le faisant voyager. Maisle rémorat lui aussi peut mourir si son héte vient a disparaitre...

On rencontre aussi dans le bestiaire de la recherche la lamproie, sorte de vampire aquatique qui S attague
aux poissons de passage sur ce qu'’ elle considere comme son territoire. Tout |’ art de vivre de ce poisson consiste a
sucer sang et chair de savictime, mais sans latuer cependant, le poisson pouvant repasser par |, assurant alors un
nouveau repas sans effort...

On pourrait encore souvent comparer lacommunauté des chercheurs a un banc de petits poissons, du genre
de la sardine. Isolée, elle est insignifiante, le nombre seul lui permet une défense contre les prédateurs. Encore
gu’'un banc complet peut étre décimé et réduit a quelques survivants, et que méme dans le cas contraire, la
confrontation fait des victimes, pour lesguelles la communauté n’ exprime guere de regrets, tandis que I'individu
survivant continue de vivre dans|’illusion d’ appartenir a un méta-organisme puissant...

Dans une monde de plus en plus complexe, ou les sciences et techniques jouent un réle de plus en plus
important, et alors méme que ce réle est masqué, voir nié par des sociétés ou I’ individualisme prime et le confort
personnel passe avant le progrés commun, il serait pourtant d’ autant plus du devoir de lacommunauté scientifique
de sefaire connaitre et de faire connaitre et reconnaitre sa contribution.

Les affaires du sang-contaminé, de la vache folle, des OGM, le débat sur le nucléaire et les énergies
renouvelables, le développement durable sont autant d’ exemples ou I’on a voulu et ou on veut encore mettre en
avant des fiascos scientifiques, peut-étre réels, mais tellement commodes pour masguer d’ autres causes d’ échecs.
Bien au contraire, ¢’ est la confiscation ou la négation de certains travaux de recherche, a des fins partisanes, par
des lobbys socio-économiques ou politiques qui ont “permis’ ces dérives. La voix des scientifiques a méme
d apporter une contribution saine au débat est mal heureusement souvent absente, et toujours trop discréte.

Il faut bien reconnaitre que le morcellement de la communauté scientifique francaise, encouragé par un
monde politique qui a bien assimilé |’ adage «diviser pour mieux régner» et par les scientifiques eux-méme, si
souvent tellement sirs de leur bon droit, isolés dans leur monde de certitude, ne facilite pas les choses.

Quel peut alors étre le réle de I'université en France, seul pays industrialisé ol le mot université ne
constitue pas laréférence de qualité, puisqu’il est «bien connu» quel’ enseignement de haut niveau y est I’ apanage
des grandes écoles, et que larecherche de qualité s'y fait dans une plétore d’ organismes divers et variés..?

Il serait prétentieux de ma part de prétendre donner LA réponse, tout au plus exprimerais-je mon opinion :
al’aube du XXI°M siecle, I’université frangaise, aprés avoir malgré tout, et en particulier malgré de faibles
moyens, relativement réussit la massification des études supérieures, doit maintenant s attacher a améliorer son
attractivité, en rehaussant son niveau et donc son prestige, et ce atous les niveaux, du premier cycle au doctorat et
tant du point de vue de I’enseignement que de la recherche. Je souhaite y apporter ma modeste contribution,
j espere en avoir les moyens dans le futur...

[1] Roel Snieder, Millennium Essay, Nature 406, 939 (31 Aug 2000)
[2] John D. Rummel, Correspondence, Nature 407, 671 (12 Oct 2000)
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