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RésuméMots 
lés : mi
ros
opie de �uores
en
e, mi
ros
opie holographique,mi
ros
opie tomographique optique di�ra
tive, synthèse d'ouverture,dé
onvolution, traitement d'image.Le travail de 
ette thèse porte sur l'amélioration des te
hniques de mi
ros
opiesoptiques 2D et 3D.Dans une première partie des travaux, j'ai proposé une te
hnique d'illuminationstru
turée fo
alisée et des traitements numériques spé
i�ques permettant un gainde la résolution latérale d'un fa
teur deux en mi
ros
opie 
onfo
ale de �uores
en
e.La deuxième partie des travaux a 
onsisté à réaliser un montage expérimen-tal de mi
ros
opie tomographique optique di�ra
tive qui permet, après une étapede re
onstru
tion numérique, l'imagerie de spé
imen transparents en trois dimen-sions. La 
ara
térisation du montage expérimental a montré que 
ette te
hniquepermettait d'obtenir une information jusqu'alors ina

essible : la 
artographie desindi
es optiques au sein du spé
imen observé. En outre un gain en résolution visà vis des te
hniques de mi
ros
opie plus 
lassiques a été obtenu.Abstra
tKeywords : �uores
en
e mi
ros
opy, holographi
 mi
ros
opy, di�ra
-tive opti
al tomographi
 mi
ros
opy, syntheti
 aperture, de
onvolution,image pro
essing.This work 
on
erns the improvement of 2D and 3D opti
al mi
ros
opy te
h-niques.In a �rst part, I propose a fo
used stru
tured illumination te
hnique withspe
i�
 numeri
al pro
essing allowing an improvement of a fa
tor two of the lateralresolution in 
onfo
al �uores
en
e mi
ros
opy.The se
ond part of work 
onsisted in 
arrying an experimental di�ra
tive op-ti
al tomographi
 mi
ros
opy set-up. This one allows, after a stage of numeri
alpro
essing of the images, to image 3D transparent spe
imens. The 
hara
teri-zation of the experimental set-up showed that this te
hnique allowed to obtaininformation not a

essible before : the 
artography of the opti
al indi
es withinthe spe
imen observed. Moreover an improvement of the resolution with respe
tto the more traditional te
hniques of mi
ros
opy was obtained.
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Introdu
tionLa vue est un sens essentiel dans la per
eption du monde qui nous entoure.C'est pourquoi la 
ompréhension du déroulement d'un phénomène né
essite sou-vent d'en avoir une appro
he visuelle. Ainsi, Galilé avait-il sa lunette et Pasteur,son mi
ros
ope.Le mi
ros
ope optique, en o�rant des possibilités d'observation à l'é
helle dumi
romètre, a sus
ité et sus
ite en
ore un vif intérêt. En e�et, il possède un grandnombre de 
hamps d'appli
ation aussi variés que la biologie, la physique des maté-riaux ou l'industrie de la mi
ro-éle
tronique. La mi
ros
opie s'est diversi�ée ave
le nombre 
roissant des domaines où elle a fait son entrée et don
 ave
 la variété
roissante des objets à observer. Ainsi le mi
ros
ope en transmission qui est la
on�guration la plus 
lassique, a évolué vers le mi
ros
ope en ré�exion, le mi
ro-s
ope à lumière polarisée ou le mi
ros
ope à 
ontraste de phase.La biologie est un domaine où 
et instrument est parti
ulièrement utilisé. A 
elail y a plusieurs raisons. Tout d'abord, la 
ellule, élément de base 
onstitutif de touteforme de vie, présente des dimensions qui 
orrespondent à l'é
helle d'observationqu'o�re le mi
ros
ope. De plus, dans 
e domaine en parti
ulier, la 
ompréhensiondes fon
tions du vivant passe par l'observation de ses stru
tures 
ara
téristiques.En�n l'avènement de la mi
ros
opie de �uores
en
e qui permet le marquage destru
tures ou de fon
tions spé
i�ques a représenté une évolution marquante dansl'étude du vivant. Grâ
e à 
ette te
hnique, les zones ou les fon
tions marquées, don
�uores
entes, peuvent être étudiées isolément. Un grand nombre de sondes et demarqueurs ont don
 été développés pour permettre l'étude de fon
tions 
ellulairestelles que le métabolisme, la protéomique ou la biologie molé
ulaire.Ces possibilités d'imagerie se sont vues étendues ave
 l'apparition de la mi
ro-s
opie de �uores
en
e tridimensionnelle. Le prin
ipe 
onsiste à faire l'a
quisitiond'une série d'images du spé
imen à des profondeurs di�érentes par se
tion optique.L'image tridimensionnelle est alors re
onstruite au moyen d'un ordinateur.On notera 
ependant que 
e type de mi
ros
opie voit ses possibilités limitéesen raison de la di�
ulté à séparer les plans le long de l'axe longitudinal. Ce
i est1



dû au pro
essus de formation d'image.De façon générale, la limite essentielle du mi
ros
ope optique tient à son pouvoirséparateur limité. Il existe deux voies pour remédier à 
e problème. La première
onsiste à modi�er le mi
ros
ope. Autrement dit, à modi�er le pro
essus de forma-tion d'image pour améliorer le pouvoir séparateur. Une grande innovation dans 
edomaine est 
ertainement l'invention du mi
ros
ope 
onfo
al par Marvin Minskien 1957. Depuis, de nouvelles te
hniques ont vu le jour et des progrès ne 
essentd'être réalisés.Une autre voie 
onsiste à traiter les images numériquement en inversant lepro
essus de formation d'image au moyen d'algorithmes de dé
onvolution.Le Laboratoire MIPS de l'Université de Haute-Alsa
e travaille sur la modélisa-tion et la 
ara
térisation instrumentale ainsi que sur les méthodes de dé
onvolutionen mi
ros
opie de �uores
en
e depuis près de quinze ans.Les travaux présentés dans 
e manus
rit s'ins
rivent dans 
ette thématique dulaboratoire en suivant deux appro
hes. Le plan adopté se dé
omposera don
 endeux grandes parties.La première partie 
on
erne l'amélioration de la résolution en mi
ros
opie de�uores
en
e à travers des propositions de montages théoriques permettant d'amé-liorer la résolution latérale. Ces propositions ont pu être simulées et évaluées aumoyen des modèles développés au laboratoire. La mise en ÷uvre de méthodes nu-mériques adaptées aux montages présentés prolonge les travaux réalisés dans 
etteéquipe sur la dé
onvolution.Dans la deuxième partie, nous partons du 
onstat que la non-homogénéité duspé
imen est négligée dans le pro
essus de formation d'image ou dans les méthodesde dé
onvolution. Or l'utilisation, sur les mêmes spé
imens, de te
hniques de mi-
ros
opie telle que le 
ontraste de phase montre que 
eux-
i sont inhomogènes.C'est pourquoi, Bruno Coli

hio, au 
ours de sa thèse présentée dans le labora-toire, a étudié une méthode de dé
onvolution sus
eptible de prendre en 
ompte lanon-homogénéité du spé
imen. Pour fon
tionner, 
ette méthode né
essite d'avoira

ès aux propriétés optiques du spé
imen. C'est pourquoi le laboratoire a dé
idéde réaliser un montage de mi
ros
opie tomographique optique di�ra
tive qui per-met de mesurer la distribution d'indi
es du spé
imen. La deuxième partie de 
emanus
rit rappelle don
 les bases théoriques de 
e type de mi
ros
opie et dé
ritla mise en ÷uvre du montage expérimental réalisé au 
ours de 
ette thèse. Lesrésultats expérimentaux obtenus sur 
e montage sont également présentés.
2



Première partiePropositions pour l'amélioration dela résolution en mi
ros
opie de�uores
en
e

3



Chapitre 1Amélioration de la résolution enmi
ros
opie de �uores
en
e :méthodes optiques
1.1 Prin
ipes généraux de la mi
ros
opie de �uo-res
en
eLe mi
ros
ope de �uores
en
e est un 
as à part dans la mesure où la déte
tion sefait à une longueur d'onde di�érente de 
elle de l'é
lairage. Ce
i est dû au phéno-mène de �uores
en
e. Il est alors possible de distinguer 
ertaines zones, marquéespar une sonde présentant le phénomène de �uores
en
e, du reste du spé
imen.1.1.1 Prin
ipe de la �uores
en
eLa �uores
en
e appartient à la famille de phénomènes appelée photolumines-
en
e La photolumines
en
e 
onsiste en l'ex
itation et le passage à un niveaud'énergie plus élevée des éle
trons de la 
ou
he de valen
e d'une molé
ule, par unesour
e d'énergie lumineuse. Ce passage est suivi par un retour des éle
trons à unétat d'énergie bas, se traduisant par l'émission de lumière. Selon que 
e retour auxbas niveaux passe ou non par un état triplet, le délai de retour sera plus ou moinslong. On parlera de �uores
en
e pour un délai de l'ordre de la nanose
onde (pasde passage par l'état triplet) ou de phosphores
en
e pour les délais de l'ordre dela mi
rose
onde (passage par un état triplet).La transition de retour des éle
trons à l'état de repos provoque un dégagementd'énergie sous deux formes : une transition radiative (émission de lumière) et une4



ou des transitions non radiatives (émission de 
haleur). Il en résulte que le to-tal d'énergie lumineuse restituée est inférieur à l'énergie né
essaire à l'ex
itation.L'énergie d'une onde lumineuse est donnée par :
E = h · ν =

h · c
λ

(1.1)où h = 6, 626.10−34 J.s est la 
onstante de Plan
k, c = 2, 99.108 m.s−1 la 
éléritéde la lumière dans le vide et λ la longueur d'onde dans le vide. La perte d'énergiedans la transition radiative se traduira par une augmentation de la longueur d'onderé-émise par la molé
ule �uores
ente. On parle alors de dé
alage de Stokes.Dé
alage de Stokes et déte
tion de la �uores
en
e

Fig. 1.1 � Spe
tres d'absorption et d'émission de la molé
ule DAPI. Ce �uoro
hrome est utilisépour marquer les stru
tures nu
léaires dans la 
ellule et possède un maximum de d'ex
itationdans l'U.V. et un maximum d'émission situé, dans le bleu, à une longueur d'onde de 461 nm(sour
e : Mole
ular Probes 
©).Du fait du dé
alage de Stokes, les spe
tres d'ex
itation et d'émission d'un �uo-ro
hrome se trouveront dé
alés vers les grandes longueurs d'onde 
omme on peutle 
onstater sur la Figure 1.1 qui montre les spe
tres d'absorption et d'émissiond'un �uorophore parti
ulier, le DAPI. Ce
i permet, à la déte
tion, de séparer les5



ondes d'illumination et d'émission au moyen d'un simple �ltre mono
hromatiqueou d'un miroir di
hroïque. De même, les spe
tres d'émission étant 
ara
téristiquespour 
haque �uoro
hrome, il est également possible de séparer les diverses sour
esde �uores
en
e au moyen d'un jeu de �ltres permettant des te
hniques 
omme la
olo
alisation. Ce
i est une propriété très importante de la �uores
en
e, dans lamesure où 
haque �uoro
hrome se �xe préférentiellement sur un plusieurs typesde stru
tures biologiques parti
ulières. Le phénomène de �uores
en
e est don
 unoutil de 
hoix pour les biologistes, dans la mesure où l'étude des organismes vivantsest très souvent basée sur une asso
iation stru
ture/fon
tion qui peut don
 êtreétudiée au moyen de �uoro
hromes spé
i�ques.Perte de �uores
en
e : photoblan
hiementOn appellera quen
hing l'ensemble des phénomènes physi
o-
himiques impli-quant la molé
ule �uores
ente et qui se traduisent par une perte de �uores
en
e.Par exemple, il peut arriver, sous des 
onditions parti
ulières, qu'il y ait un phéno-mène de résonan
e se traduisant par des é
hanges d'énergie entre le �uoro
hromeet une autre molé
ule. Le �uoro
hrome à l'état ex
ité voit son surplus d'énergietransféré vers une autre molé
ule voisine pouvant alors à son tour émettre de la lu-mière (phénomène utilisé dans l'imagerie FRET (Fluores
en
e Resonan
e EnergyTransfert) ou dissiper l'énergie de façon non radiative. Dans tous les 
as, 
es phéno-mènes, voulus ou non, implique une diminution réversible de la �uores
en
e émisepar le �uoro
hrome.D'autre part, le 
hangement de niveau d'énergie des éle
trons de la 
ou
he devalen
e du �uoro
hrome peut in�uer sur sa réa
tivité vis à vis des molé
ules quil'entourent. Certaines réa
tions 
himiques ave
 un autre agent, 
omme par exemplel'oxygène, peuvent se produire. Dans 
e 
as, il y a une diminution non réversibledu signal de �uores
en
e, on parle alors de photoblan
hiement, ou photoblea
hing.Ce phénomène est bien entendu fortement dépendant de l'environnement thermo-
himique du �uoro
hrome à travers des paramètres 
omme le pH , la températureou les 
on
entrations ioniques.1.1.2 Mi
ros
ope de �uores
en
e 
lassiqueUn mi
ros
ope à �uores
en
e est don
 un mi
ros
ope photonique équipé de deuxlampes, une lampe ordinaire qui fourni une lumière blan
he in
ohérente pour uneobservation 
lassique par transmission et une lampe à ar
, 
ouplée ave
 un �ltre,fournissant une lumière adaptée à l'ex
itation de la �uores
en
e. Un point très im-portant est qu'il faut pouvoir séparer le rayonnement d'ex
itation du rayonnementde �uores
en
e. On équipe don
 le mi
ros
ope d'un �ltre di
hroïque, qui rejette6



le rayonnement à la longueur d'onde d'ex
itation éventuellement renvoyée vers le
apteur tout en laissant passer le rayonnement de �uores
en
e.

Fig. 1.2 � Fo
alisation dans un mi
ros
ope de �uores
en
e 
lassiqueL'image du spé
imen est formée de manière globale à travers l'obje
tif pour êtreobservée dire
tement à l'÷il ou enregistrée par une 
améra. La Figure 1.2 indiqueles 
hemins optiques pour la déte
tion d'un point dans le plan fo
al et d'un pointhors plan fo
al. A 
ause des limitations du système optique (fon
tion de transfert),l'image d'un point n'est pas un point, mais une ta
he d'Airy (a), qui dé�nira larésolution du mi
ros
ope. Notons aussi que dans un mi
ros
ope 
onventionnel,l'image d'un point en dehors du plan de fo
alisation est aussi présente dans le plande déte
tion (plan image), bien que �oue (b). De 
e fait, l'image d'un plan, si elle
ontient bien l'information du plan observé, est aussi dégradée par les informationsen provenan
e des autres plans.1.1.3 Mi
ros
ope de �uores
en
e 
onfo
alPour palier aux défauts du mi
ros
ope 
onventionnel, on peut utiliser un mon-tage 
onfo
al [Minsky, 1988℄. Un fais
eau laser est fo
alisé et balaye le plan d'ob-servation. L'ex
itation n'est plus globale, mais assimilable à un point. La déte
tion7



se fait au travers d'un � pinhole � en position 
onfo
ale par rapport au spot d'ex-
itation, 
'est à dire que le système de déte
tion ne voit que la zone de fo
alisationdu fais
eau d'ex
itation.

Fig. 1.3 � Fo
alisation dans un mi
ros
ope 
onfo
alCe montage, dé
rit dans la Figure 1.3, permet de rejeter une très grande partiede la lumière (b) qui proviendrait des plans autres que le plan de fo
alisation :la résolution du mi
ros
ope 
onfo
al est don
 meilleure que 
elle du mi
ros
ope
onventionnel. Le signal est déte
té à l'aide d'un photomultipli
ateur, et l'image estdon
 formée point par point par balayage de l'objet. Si l'image est bien meilleure entermes de résolution, on peut 
ependant noter trois défauts inhérents à 
e système :� L'a
quisition est souvent plus lente, à 
ause de la né
essité de balayer lespé
imen pour former une image.� Le rapport signal sur bruit est généralement plus faible que pour un mi
ro-s
ope 
lassique.� L'illumination par un fais
eau laser fo
alisé engendre des intensités lo
alestrès grandes qui peuvent induire un photo-blan
himent, voire endommagerle spé
imen.Une variante du mi
ros
ope 
onfo
al est le mi
ros
ope biphoton qui utilise uneex
itation non-linéaire du �uorophore pour réaliser le 
on�nement de l'ex
itation,8



Fig. 1.4 � Prin
ipe général de l'a
quisition 3D par 
oupes optiques sériées.la déte
tion pouvant être 
onfo
ale ou non.1.2 A
quisition 3DPar 
onstru
tion, le mi
ros
ope (
onventionnel, 
onfo
al ou bi-photon) ne per-met de visualiser des spé
imens que sur les deux dimensions du plan fo
al. Ce-pendant, par dépla
ement de 
e dernier à travers le spé
imen, on a
quiert unepile d'images 2D à partir desquelles il est possible de re
onstituer une image entrois dimensions. Cette te
hnique dite des 
oupes sériées (opti
al se
tioning) sebase sur un balayage axial de l'objet observé. On peut e�e
tuer 
e balayage soiten déplaçant le spé
imen via une platine motorisée, soit en déplaçant l'obje
tif,généralement à l'aide d'un élément piézo-éle
trique.La Figure 1.4 dé
rit le prin
ipe de mesure par 
oupes sériées. Le montage est
onstitué d'un mi
ros
ope de �uores
en
e équipé d'un mé
anisme de dépla
ementsur l'axe optique et d'un 
apteur permettant de former une image. L'ensemble dupilotage et de l'a
quisition se fait à partir de la station informatique qui a

om-pagne 
et équipement. Ensuite, à l'aide d'outils de re
onstru
tion informatique, ilest possible de traiter et de visualiser les images en 3D.
9



1.3 Ouverture numérique et limites de résolutionLe pouvoir de résolution d'un système optique traduit sa 
apa
ité à distinguerdes détails �ns. Il peut se dé�nir 
omme la distan
e minimale entre deux élémentsde l'objet observé telle qu'il existe deux éléments distin
ts 
orrespondants dansl'image obtenue par 
e système.Un �uorophore ex
ité peut être 
onsidérée 
omme une sour
e pon
tuelle émet-tant une onde lumineuse sphérique. Dans un mi
ros
ope, la lumière est 
olle
téepar un obje
tif qui se 
ara
térise par son ouverture numérique NA qui se dé�nitpar :
NA = n. sin u, (1.2)où n représente l'indi
e de réfra
tion du milieu d'immersion et u le demi angle d'ou-verture de l'obje
tif. A 
ause de 
ette limitation angulaire seules les 
omposantesdont l'angle ave
 l'axe optique de l'obje
tif sont inférieur à u parti
iperont au pro-
essus de formation d'image. Il en résulte que l'image d'une sour
e pon
tuelle n'estpas un point mais une tâ
he d'Airy.
(a) plan x − y

(b) plan x − zFig. 1.5 � RIO 3D mesurée, plan x − y et x − z. La mesure a été réalisée sur une bille delatex de 0, 1 µm de diamètre, ave
 un obje
tif d'ouverture numérique NA = 1.4 immergé dansune huile d'indi
e nh = 1.52 et une illumination de longueur d'onde 485 nm et une déte
tion à
515 nm. Le plan x − y est présenté en (a) et le plan x − z en (b). La barre d'é
helle représente
2 µm dans le plan transversal, l'é
helle en z est doublée dans un sou
is de lisibilité.10
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Fig. 1.6 � Fon
tion de transfert optique d'un mi
ros
ope 
onventionnel : la fon
tion de transfertest présentée selon les axes µ (fréquen
es latérales) et η (fréquen
es longitudinales) sa
hant qu'elleprésente une symétrie 
ir
ulaire le long de l'axe η. Seules les fréquen
es spatiales 
omprises dansla bandes passante (∆µ,∆η) sont transmises. Un double 
�ne d'ouverture 2u (ouverture angulairede l'obje
tif) empê
he la transmission des fréquen
es longitudinales.Par dé�nition, 
ette ta
he d'Airy 
onstitue la réponse impulsionnelle ou RIO1du système. Cette RIO sert à 
ara
tériser le mi
ros
ope. Elle peut être 
al
ulée àl'aide de modèles se basant sur la théorie de la di�ra
tion. Selon que l'on prenne en
ompte ou non les e�ets de polarisation, 
es modèle seront s
alaires ou ve
toriels.La RIO peut également être mesurée en imageant des billes �uores
entes dont lesdimensions sont sub-résolution.La Figure 1.5 montre les 
oupes longitudinales et transversale d'une RIO me-surée. Le plan x − y montre bien une ta
he et non un point tandis que le plan
x − z montre une 
onformation en forme de double 
�ne. On peut 
onstater queles intensités sont beau
oup plus étalées dans 
e plan que dans le plan x − y.L'optique de Fourier nous montre que dans un tel système imageant, il existe unlien entre le spe
tre angulaire 
olle
té et les fréquen
es spatiales propres à l'objet.Par 
onséquent, du point de vue de l'automati
ien, seules les basses fréquen
esspatiales seront 
olle
tées, et le mi
ros
ope se 
omporte alors 
omme un �ltre passe-bas dont la fon
tion de transfert optique est 
ara
térisée par l'ouverture numériquede l'obje
tif. Par dé�nition, 
ette fon
tion de transfert est la transformée de Fourierde la RIO. La Figure 1.6 donne une représentation du support de la fon
tion detransfert (ou FTO2) d'un mi
ros
ope 
lassique par rapport aux axes des fréquen
eslatérales µ et longitudinales η, sa
hant que le support est 
ir
ulaire symétriqueautour de l'axe η. La bande passante (∆µ,∆η) montre bien qu'il s'agit d'un �ltrepasse bas. D'autre part, un double 
�ne dont l'ouverture dépend de l'ouverture1RIO= Réponse Impulsionnelle Optique2FTO= Fon
tion de Transfert Optique 11



numérique de l'obje
tif empê
he la transmission des fréquen
es longitudinales.Une 
onséquen
e importante de la bande passante limitée du système est quel'image d'un objet, 
onsidéré 
omme une 
olle
tion d'impulsions, est le résultat dela 
onvolution de 
et objet par la RIO du mi
ros
ope. Cette opération s'é
rit selonl'équation :
I(x, y, z) =

∫ +∞

−∞

H(x − x1, y − y1, z − z1)O(x1, y1, z1))dx1dy1dz1 (1.3)Où H(x, y, z) représente la RIO du système d'a
quisition et O(x, y, z) l'objetoriginal.Dans le domaine des fréquen
es, l'opération de 
onvolution se ramène à unemultipli
ation et l'équation 1.3 s'é
rit :
Î(ωx, ωy, ωz) = Ĥ(ωx, ωy, ωz)Ô(ωx, ωy, ωz)) (1.4)La résolution du système dépend don
 de l'étalement de la RIO qui donne la pluspetite distan
e résolue entre deux points dans l'image. A�n d'évaluer la résolutionlatérale, Ernst Abbe a proposé un 
ritère, RAbbe, qui 
orrespond à la largeur à mi-hauteur de la RIO et qui se 
al
ule à partir de la longueur d'onde d'observation,

λ, et de l'ouverture numérique de l'obje
tif NA [Abbe, 1873℄, selon l'équation :
RAbbe =

λ

2NA
(1.5)

Ce 
ritère, valable pour les mi
ros
opes 
lassiques a été dépassé depuis l'inven-tion du mi
ros
ope 
onfo
al.Dans 
e type de mi
ros
opie, le support de fréquen
e est élargi par une opéra-tion de 
onvolution entre la fon
tion de transfert de l'illumination et la fon
tionde transfert de la déte
tion. La Figure 1.7 montre les plans longitudinaux et trans-versaux des RIO et des FTO 
orrespondantes pour un mi
ros
ope 
onventionnelet un mi
ros
ope 
onfo
al. La 
omparaison des Figures 1.7(f) et (h) montre bienl'élargissement du support de fréquen
es longitudinales dans le 
as de la mi
ros
o-pie 
onfo
ale. En terme de résolution, la RIO 
onfo
ale peut être estimée 
ommeune élévation au 
arré de la RIO du mi
ros
ope 
onventionnel. Ce
i est visible surles Figures 1.7. Il est alors observé une amélioration de la résolution de l'ordre de12



Mi
ros
ope 
onventionnel Mi
ros
ope 
onfo
al
(a) RIO (x-y) (b) FTO (µx-µy) (
) PSF (x-y) (d) FTO (µx-µy)
(e) RIO (x-z) (f) RIO (µx-µz) (g) RIO (x-z) (h) FTO (µx-µz)Fig. 1.7 � RIO et FTO 
onventionnelles et 
onfo
ales 
al
ulées et présentées dans leur planslongitudinaux et transversaux. Paramètres de 
al
ul XCOSM 3 : NA = 1, 2, λ = 530 nm, tailledu pixel tp = 0, 015 µm pour les RIO soit une longueur de 0, 5 µm pour la barre d'é
helle. Lataille des FTO a été multipliée par 4 pour favoriser la lisibilité.

25% en latéral et de 50% en longitudinal. Les RIO on été 
al
ulées au moyen dulogi
iel XCOSM 3, basé sur le modèle s
alaire de [Gibson et Lanni, 1991℄.L'équation 1.5 montre que la résolution est liée à deux paramètres du système : lalongueur d'onde et l'ouverture numérique de l'obje
tif. En mi
ros
opie de �uores-
en
e, les �uoro
hromes utilisés présentent des spe
tres d'ex
itation et d'émissiondont la distribution en longueur d'onde se situe en très grande partie dans le do-maine visible. Il existe don
 une marge de manoeuvre faible dans les longueursd'onde utilisables. Par 
onséquent, il ne peut s'agir d'un paramètre sur lequel ilest possible de jouer a�n d'améliorer la résolution. En revan
he, des progrès te
h-niques ré
ents dans la 
onstru
tion des obje
tifs autorise l'utilisation d' ouverturesnumériques au delà de NA = 1, 4. Ce
i 
onstitue don
 une voie possible pour l'amé-lioration de la résolution. Nous présentons don
 dans un premier temps l'utilisationd'un obje
tif d'ouverture NA = 1, 65 ré
emment développé et prévu initialementpour un type de mi
ros
opie parti
ulier : la mi
ros
opie à ré�exion totale internede �uores
en
e dont le but est de 
olle
ter et d'imager des �uoro
hromes ex
itéspar des ondes évanes
entes.3Pour plus de détails sur le logi
iel XCOSM voir http://www.essrl.wustl.edu/~preza/x
osm/ 13



1.4 Obje
tifs à forte ouverture numériquePour améliorer la résolution, il apparaît don
 né
essaire d'utiliser des obje
tifsde forte ouverture numérique (
f. eq 1.5). Typiquement, il existe en mi
ros
opiedeux types d'obje
tifs à grande ouverture numérique :� Les obje
tifs à immersion à huile d'ouverture numérique NA = 1, 4 et don-nant une résolution théorique selon Abbe de 160 nm pour une déte
tion à
λdet = 450 nm. Ces obje
tifs présentent l'in
onvénient de s'utiliser dans unehuile d'immersion d'indi
e nhuile = 1, 515 alors que les spé
imens biologiquesprésentent un indi
e généralement assimilé à 
elui de l'eau nspec = 1, 33. Cettedi�éren
e d'indi
e entre le milieu d'immersion et le spé
imen provoque uneaberration sphérique de plus en plus importante lorsque la profondeur d'ob-servation dans le spé
imen augmente, 
e qui dégrade les 
apa
ités d'imagerietridimensionnelle du mi
ros
ope.� Les obje
tifs à immersion à eau d'ouverture numérique NA = 1, 2 dont lesperforman
es en terme de résolution sont moindres (du fait de la plus faibleouverture numérique) mais 
onstantes lorsque le plan de fo
alisation pénètreplus profondément dans le spé
imen. Ce
i entraîne une meilleure 
apa
itépour l'imagerie tridimensionnelle.Dans 
ette première étude sont 
onsidérés des objets pseudo 2-D ou pseudo 1-D. On peut 
iter par exemple des 
hromosomes en métaphase déposés sur unelame de verre, des mi
rotubules extraits d'une 
ellule ou des fragments d'ADNqui peuvent être 
onsidérés 
omme des spé
imens 1-D. Ces spé
imens n'étant pasvivants lors de leur observation, il est tout à fait envisageable de les préparer enles in
luant dans un milieu dont l'indi
e 
orrespond à 
elui du milieu d'immersion,pour mesurer le béné�
e de 
ette très grande ouverture numérique.Il serait alors possible d'utiliser l'obje
tif ré
emment développé par Olympuspour la mi
ros
opie de �uores
en
e à ré�e
tion interne [Klar et Hell, 1999℄ et dontl'ouverture numérique est de NA = 1, 65 dans une huile d'immersion spé
ialedont l'indi
e est nhuile = 1, 78. Cet obje
tif s'utilisant ave
 des lamelles spé
ialedont l'indi
e est nlamelle = 1, 788. Nous 
onsidérons également dans 
ette étudele �uoro
hrome Cas
ade Blue4 et dont la longueur d'onde d'ex
itation est λill =

400 nm pour une déte
tion à une longueur d'onde λdet = 450 nm.En raison des e�ets de dépolarisation induits par l'utilisation d'obje
tifs à forteouverture numérique, le modèle s
alaire [Gibson et Lanni, 1991℄ que nous avonsutilisé pour les 
al
uls de RIO proposé par XCOSM (
.f. Fig. 1.7, n'est pas adapté.4Mole
ular Probes 14



On utilise don
 le modèle ve
toriel de [Török et Varga, 1997℄ modi�é par [Haeberlé,2003℄. La RIO de déte
tion est 
al
ulée ave
 le modèle de déte
tion d'un dip�leprésenté dans la référen
e [Haeberlé et 
oll., 2003℄ et adapté aux 
as biologiquesdans la référen
e [Haeberlé, 2004℄. L'adaptation de 
e modèle 
onsiste en unesimpli�
ation aux 
as biologiques permettant de prendre en 
ompte de façon aiséeles spé
i�
ations du 
onstru
teur de l'obje
tif [Gibson et Lanni, 1991℄.Par sou
is de simpli�
ation, la RIO 
onfo
ale est 
al
ulée par une multipli
ationentre la RIO d'illumination et la RIO de déte
tion. On suppose aussi que lespolarisations de l'onde d'illumination et de l'onde déte
tée sont aléatoires. Dans
e 
as la RIO 
onfo
ale présente une symétrie 
ir
ulaire.

Fig. 1.8 � Pro�l d'intensité de la RIO 
onfo
ale ave
 obje
tif d'ouverture numériqueNA = 1, 65dans un spé
imen 2-D spé
ialement préparé (observation dans l'huile) et un obje
tif d'ouverturenumérique NA = 1, 4 observant dans l'eau. λill = 400 nm, λdet = 450 nm.La Figure 1.8 présente le pro�l de la RIO 
onfo
ale ainsi 
al
ulée pour le �uoro-
hrome 
onsidéré. On mesure une largeur à mi-hauteur de 103 nm 
e qui représenteune amélioration de la résolution de l'ordre de 25 % par rapport à un mi
ros
ope
onfo
al équipé d'un obje
tif d'ouverture numérique NA = 1, 4 imageant un spé-
imen dont l'indi
e est assimilable à 
elui de l'eau. Il faut bien noter que le faitd'utiliser un tel obje
tif dans 
es 
onditions, limite son ouverture numérique utileà NA = 1, 33 et que la résolution 
onfo
ale théorique dans 
e 
as est de 130 nm.Cette amélioration de la résolution, qui passe par une utilisation d'un obje
tifà forte ouverture numérique utilisé dans des 
onditions parti
ulières, 
onstitue un15



PSfrag repla
ements
∼ λ/2

∼ λ

∼ λ/4Fig. 1.9 � S
héma montrant le problème posé par le 
on�nement de la lumière. La �gure duhaut montre le 
on�nement par un obje
tif dans une surfa
e dont les dimensions dans le plan,
x− z sont de l'ordre de λ/2 le long de l'axe x et de λ le long de l'axe z. La �gure du bas montreà titre de 
omparaison une �gure d'interféren
e dont la largeur à mi-hauteur est de l'ordre de
λ/4.premier progrès. La mi
ros
opie 
onfo
ale 
onsiste, nous l'avons vu (se
. 1.3), enune modi�
ation du mode d'illumination asso
ié à une déte
tion 
onfo
ale. Onpeut l'interpréter 
omme une stru
turation de l'illumination réduisant le volumedans lequel les �uoro
hromes sont ex
ités.L'amélioration de la résolution en mi
ros
opie 
onfo
ale est don
 due à la 
a-pa
ité à 
on�ner la lumière d'illumination dans un volume le plus petit possible.La �gure 1.9 montre les 
apa
ités de 
on�nement d'un obje
tif standard 
omparéà la largeur à mi-hauteur de l'interfrange d'une �gure d'interféren
e. Dans le 
asd'un obje
tif standard on obtient une largeur à mi-hauteur dont l'ordre de gran-deur est d'une longueur d'onde dans le plan longitudinal et d'une demi longueurd'onde dans le plan transversal. Le phénomène d'interféren
e quant à lui, permetd'obtenir une stru
turation de l'onde d'illumination ave
 une période de λ/4. Leste
hniques que nous allons présenter maintenant mettent en jeu 
e phénomène àtravers diverses 
on�gurations.
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1.5 Te
hniques existantes utilisant une illumina-tion stru
turée1.5.1 Illumination par interféren
e longitudinale de fais
eauxen 
hamps largePour améliorer la résolution longitudinale, une solution proposée 
onsiste à 
réerune onde stationnaire par interféren
e de deux ondes planes se propageant en sensopposé le long de l'axe optique [Bailey et 
oll., 1993, 1994℄. La modulation d'am-plitude due au phénomène d'interféren
e génère un motif de Moiré. Dans l'espa
edes fréquen
es, 
e motif se traduit par l'apparition de deux pi
s de part et d'autredu 
�ne de fréquen
es manquantes. Il en résulte que des fréquen
es ina

essiblespour un obje
tif donné, sont alors transférées dans l'espa
e des fréquen
es théori-quement a

essibles.L'information re
ueillie étant modulée par l'onde d'illumination stru
turée, il estné
essaire de pro
éder à une démodulation du signal. Cette démodulation né
essitel'a
quisition de trois images su

essives pour trois valeurs de phase di�érentes del'onde d'illumination [Bailey et 
oll., 1993, 1994℄.Cependant, 
ette te
hnique ne permet pas de 
olle
ter toutes les fréquen
es in-termédiaires entre la FTO standard et les pi
s de Moiré, 
e qui peut, dans 
ertains
as, provoquer des problèmes de re
onstru
tion tridimensionnelle du spé
imen [Kri-shnamurthi et 
oll., 1996 ; Nagorni et Hell, 2001b℄.Une variante de 
e système 
onsiste à utiliser une illumination in
ohérente, en
hamps large et mettant en oeuvre les interféren
es se produisant entre des ondesplanes émergeant de deux obje
tifs opposés frontalement [Gustafsson et 
oll., 1995℄.Il s'agit i
i aussi d'une te
hnique de 
hamps large qui permet une meilleure dis-
rimination le long de l'axe longitudinal. Cependant, la mi
ros
opie I3M présentetoujours des fréquen
es manquantes le long de 
et axe [Nagorni et Hell, 2001b℄.1.5.2 Illumination par interféren
e longitudinale de fais
eauxfo
aliséesLa mi
ros
opie 4Pi [Hell et Stelzer, 1992℄ utilise également 
e phénomène d'in-terféren
e pour améliorer la résolution longitudinale. L'onde d'illumination estfo
alisée par deux obje
tifs opposés frontalement et alignés le long de l'axe op-tique. On distingue 3 types de mi
ros
opie 4Pi. Dans la mi
ros
opie 4Pi A [Hellet Stelzer, 1992℄, on utilise une illumination stru
turée et une déte
tion 
onfo
ale17



par l'un des deux obje
tifs. Dans la mi
ros
opie 4Pi B, la déte
tion est réalisée parinterféren
e des signaux déte
tés par les deux obje
tifs alors que l'illumination est
onfo
ale. La mi
ros
opie 4Pi de type C [Nagorni et Hell, 2001a℄, en�n, 
ombineà la fois une illumination stru
turée et une déte
tion 
ohérente.Le prin
ipal avantage que présente la mi
ros
opie 4Pi tient au fait qu'il s'agitd'une te
hnique impliquant un balayage du volume de l'é
hantillon, permettantaussi une re
onstru
tion dire
te du spé
imen observé, les lobes présents de part etd'autre de la RIO étant retirés par une simple méthode de �ltrage numérique [Hell,1997℄.Il faut 
ependant bien noter que 
es te
hniques (I3M et 4Pi) ne permettent pasde gain latéral en résolution par rapport à un mi
ros
ope 
onfo
al 
lassique utiliséde façon optimale.1.5.3 Illumination par interféren
es latérale de fais
eaux en
hamps largeIl est également possible d'améliorer la résolution latérale en mi
ros
opie en
hamps large en utilisant une illumination stru
turée latéralement, que se soitpar des méthodes d'interféren
es [Gustafsson et 
oll., 1997℄ ou tout simplement enutilisant un réseau de di�ra
tion [Heintzmann et Cremer, 1999℄. De façon analogueaux te
hniques d'illumination stru
turée longitudinalement, le but est i
i aussi de
réer un e�et de Moiré permettant de dé
aler par modulation les informationshautes fréquen
es vers le support des fréquen
es déte
tables par l'obje
tif. Tout
omme dans la mi
ros
opie à onde stationnaire ou pour le I3M , il faut i
i aussiprendre une série d'images pour démoduler le signal. L'a
quisition de neuf imagesdu même spé
imen doit être réalisée [Gustafsson, 2000℄. De même, il est possiblede réaliser une modulation spatiale 2-D [Frohn et 
oll., 2000℄L'avantage de 
ette te
hnique est que toute la lumière est utilisée (pas de lumièrerejetée par un pinhole). De plus, s'agissant d'une te
hnique en 
hamps large, unea
quisition rapide est possible (pas de balayage). D'autre part, les algorithmes dedémodulation sont plus rapides que les pro
édés habituels de dé
onvolution.
18



1.6 Te
hnique proposée : illumination par interfé-ren
e latérale de fais
eaux fo
alisés1.6.1 Apodisation de l'obje
tifNous avons tout d'abord proposé d'utiliser une illumination modi�ée par unete
hnique d'apodisation [Haeberlé et Simon, 2006℄. Cette te
hnique 
onsiste à uti-liser une lame de phase parti
ulière qui inverse la phase de l'onde d'illuminationsur la moitié de la fa
e d'entrée de l'obje
tif. Une telle lame de phase a déjà été uti-lisée dans la mise en forme de fais
eau d'illumination en mi
ros
opie STED [Klaret 
oll., 2001℄. Nous proposons d'utiliser 
e type de lame de phase dans un mi
ro-s
ope 
onfo
al 
lassique dans le but de réduire la taille de la RIO d'illumination,la taille de la RIO de déte
tion 
onfo
ale demeurant in
hangée.

Fig. 1.10 � S
héma de fo
alisation d'une onde plane par un obje
tif de mi
ros
ope ave
 unefon
tion d'apodisation. La partie grisée de l'obje
tif représente la zone où l'onde d'illuminationest déphasée de π (dans un sou
is de simpli
ité, un seul milieu est représenté).Nous dé
rivons i
i de façon su

in
te le modèle de 
al
ul de RIO utilisé pour
ette étude. Considérons une onde d'illumination plane de ve
teur d'onde k0, linéai-rement polarisée le long de l'axe x et fo
alisée par un obje
tif de grande ouverturenumérique. A�n de 
al
uler la RIO d'illumination de 
e type de montage, le 
hampséle
trique est estimé au point P (xp, yp, zp) situé au voisinage du point fo
al. Nousutilisons les 
oordonnées sphériques polaires (rp, θp, φp) ave
 r > 0, 0 ≤ θp < π et
19



0 ≤ φp < 2π, ave
 :
xp = rp sin θp cos φp

yp = rp sin θp sin φp

zp = rp cos θpLa géométrie du problème est dé
rite par la Figure 1.10. Nous 
onsidérons le 
asd'un milieu strati�é à trois interfa
es, 
omposé du milieu d'immersion, de la la-melle et du spé
imen d'indi
e n1, n2 et n3 respe
tivement. Les interfa
es milieud'immersion-lamelle et lamelle-spé
imen sont respe
tivement situées au 
oordon-nées z = −h1 et z = −h2 [Haeberlé, 2003, 2004 ; Haeberlé et 
oll., 2003 ; Török etVarga, 1997℄. La Figure dé
rit 
ette 
on�guration.

Fig. 1.11 � S
héma dé
rivant la fo
alisation d'une onde plane d'illumination à travers un milieustrati�é à trois 
ou
hes.Le 
al
ul de la RIO résultante né
essite l'utilisation d'un modèle ve
toriel, a�nde prendre en 
ompte les e�et de dépolarisations induits par les obje
tifs de forteouverture numérique. Nous utilisons le modèle ve
toriel de di�ra
tion proposéespar [Török et Varga, 1997℄. Ave
 la fon
tion d'apodisation 
onsidérée, il n'y a pasde symétrie 
ir
ulaire, il 
onvient don
 d'utiliser les intégrales de di�ra
tions 2-Ddé
rites dans 
e modèle. Notons que dans l'équation qui suit et dans la suite del'étude, kn représente le ve
teur d'onde dans la nieme 
ou
he du milieu strati�é. Le
hamps au point rp est donné par l'équation :
E(rp) =

∫ α

0

∫ 2π

0

Eeirpκeik0Ψieik3rp cos θp cos θn sin θ1dφdθ1 (1.6)20



ave

E = A(θ1)B(θ, φ)




Tp cos θ3 cos2 φ + Ts sin2 φ
(Tp cos θ3 − Ts) cos φ sin φ

−Tp sin θ3 cos φ



 (1.7)où A(θ) 
orrespond à la fon
tion d'apodisation, qui pour un système sans aber-ration et obéissant à la 
ondition des sinus s'é
rit A(θ) = cos1/2 (θ). La fon
tion
B(θ) dé
rit quant à elle l'in�uen
e de la lame de phase utilisée pour modi�erl'illumination. Les termes Ψi et κ se 
al
ulent ave
 :

Ψ1 = h2n3 cos θ3 − h1n1 cos θ1 (1.8)
κ = k0 sin θ1 sin θp cos (φ − φp) (1.9)Les 
÷�
ients de transmission pour un milieu strati�é à trois interfa
es sont don-nés par :
Ts,p =

t12s,pt23s,p exp (iβ)

1 + r12s,pr23s,p exp (2iβ)
(1.10)ave
 β = k2|h2−h1|cosθ2, les 
oe�
ients de Fresnel en transmission et en ré�e
tionétant donnés par :

tmn+1,s =
2nn cos θn

nn cos θn + nn+1 cos θn+1

tmn+1,p =
2nn cos θn

nn+1 cos θn + nn cos θn+1

rmn+1,s =
nn cos θn − nn+1 cos θn+1

nn cos θn + nn+1 cos θn+1

rmn+1,p =
nn+1 cos θn − nn cos θn+1

nn+1 cos θn + nn cos θn+1En mi
ros
opie de �uores
en
e, on 
onsidère l'intensité de la réponse impulsionnelleoptique en illumination :
PSFill(x, y, z) = |E|2 = |Ex + Ey + Ez|2 (1.11)Ces équations ont été adaptées aux 
on�gurations ren
ontrées en biologie, par [Hae-berlé, 2004℄ dans un 
ode de 
al
ul utilisé pour 
ette étude.La lame de phase que nous utilisons, introduit un dé
alage de phase de π sur lamoitié du 
hamps du fais
eau d'illumination. On a don
 :

B(θ, φ) = sign(φ − π) (1.12)21



Fig. 1.12 � RIO d'illumination à deux lobes obtenue au moyen d'un montage ave
 une lame dephase dans le plan fo
al arrière de l'obje
tif ave
 λill = 400 nm et NA = 1, 65. (a) plan transversal(x− y), (b) plan longitudinal (y− z). Les �è
hes représentent une longueur de 200 nm ( l'é
hellele long de l'axe z étant doublée). (
) et (d) donnent à titre de 
omparaison la RIO d'illumination
lassique, sans lame de phase.Les Figures 1.12(a) et 1.12(
) montrent les plans transversaux et longitudinauxla RIO d'illumination obtenue ave
 la lame de phase pour un obje
tif d'ouverturenumérique NA = 1, 65 une longueur d'onde d'ex
itation λill = 400 nm. A titrede 
omparaison, les Figures 1.12(b) et 1.12(d) montrent la RIO obtenue pour unmontage 
onfo
al 
lassique (déte
tion à λdet = 450 nm). Sur la RIO modi�ée,on peut noter l'existen
e de deux lobes de part et d'autre d'une vallée orientéele long de l'axe x. Les pi
s d'intensité maximale sont situés sur l'axe y. Il estimportant de noter que l'orientation de la polarisation par rapport à 
elle de lalame de phase est 
ritique pour l'obtention d'un tel résultat [Klar et 
oll., 2001℄.La largeur à mi-hauteur de 
ha
un des lobes est de l'ordre de 105 nm. Pour uneRIO d'illumination 
lassique obtenue à travers le même obje
tif, ave
 un fais
eaunon polarisé, la largeur à mi-hauteur est de 135 nm.La Figure 1.13(a) donne le pro�l d'intensité de la RIO à deux lobes le long del'axe y. Les deux lobes étant bien séparés, Il est possible de les isoler en utilisant unmontage 
onfo
al parti
ulier où le pinhole serait dé
alé sur un 
�té (typiquement
90 nm). La Figure 1.13(b) montre la RIO de déte
tion 
orrespondante, 
al
uléeà partir du modèle ve
toriel de déte
tion présenté en [Haeberlé, 2004℄ et pourune déte
tion à λ = 450 nm. La RIO 
onfo
ale ainsi obtenue est présentée sur laFigure 1.13(
). Sa largeur à mi-hauteur est de 90 nm. Ce qui représente un gain22



(a) (b) (
)Fig. 1.13 � Pro�ls d'intensité le long de l'axe y (a) de la RIO d'illumination à deux lobes dela Figure 1.12, (b) de la RIO de déte
tion dé
alée de 90 nm et (
) de la RIO 
onfo
al résultantedont la largeur à mi-hauteur est de 90 nm.en résolution de 12, 5 % par rapport au montage 
onfo
al sans lame de phase pourlequel on a une largeur à mi-hauteur de103 nm.A titre de 
omparaison, la RIO 
onfo
ale obtenue ave
 la même fon
tion d'apo-disation et un obje
tif plus 
onventionnel d'ouverture numérique NA = 1, 4, pré-sente une largeur à mi-hauteur de 105 nm. Ce qui représente un gain en résolutionde 25 % par rapport au mi
ros
ope 
onfo
al 
onventionel ave
 le même obje
tif.Ce
i montre qu'un gain important en résolution peut également être obtenu ave
des obje
tifs plus largement usités sans pour autant mettre en oeuvre un montage
omplexe et en 
onservant une relative simpli
ité dans la préparation du spé
imen.Cependant, une étude plus détaillée de la Figure 1.12 montre que les lobes de laRIO du montage ave
 lame de phase, dans son plan longitudinal (Figure 1.12(b)),sont plus étalés que 
elui obtenu dans le 
as d'un montage 
onfo
al ave
 le mêmeobje
tif (Figure 1.12(d)). En e�et, la lame de phase étant pla
ée en amont del'obje
tif, elle sépare le fais
eau en deux parties. Cha
une des parties du fais
eaun'illumine alors que la moitié du plan fo
al arrière de l'obje
tif. Par 
onséquent,
haque � demi-fais
eau �produit un spot plus large que pour un fais
eau uniqueo

upant la totalité du plan fo
al arrière de l'obje
tif. Ce
i se traduit par uneperte de résolution. Dans le plan transversal, le phénomène d'interféren
e permetde réduire la taille de 
ha
un de 
es spots. En revan
he, dans le plan longitudinal,le phénomène d'interféren
e ne se produit que sur l'axe z. En 
onséquen
e, il n'ya pas de rédu
tion de l'élongation de la RIO longitudinalement.
23



1.6.2 Fais
eaux dé
alésUne solution à 
e problème 
onsisterait don
 à faire interférer deux ou plusieursfais
eaux remplissant 
ha
un la totalité du plan fo
al arrière de l'obje
tif, légère-ment dé
alés dans le plan fo
al et 
orre
tement déphasés. Pour le 
al
ul de la RIOrésultante d'une telle 
on�guration nous avons utilisé le modèle dé
rit en [Haeberlé,2003℄.On utilisera don
 pour 
al
uler la RIO au point P (x, y, z) l'équation 1.11, lestrois 
omposantes du 
hamps éle
trique Ex, Ey et Ez étant données par :
Ex = −i(I0ill + I2ill cos 2φp)
Ey = −i(I2ill sin 2φp)
Ez = −2I1ill cos φp

(1.13)
I0, I1 et I2 présentent i
i une symétrie radiale et se 
al
ulent [Gibson et Lanni,1991 ; Haeberlé, 2003, 2004 ; Haeberlé et 
oll., 2003 ; Török et Varga, 1997℄ ave
 :

I0ill =

∫ α

0

√
cos θ1 sin θ1J0(k1rp sin θ1 sin θp)

× (T2s + T2p cos θ3) exp (ik0Ψi)

× exp (ik3rp cos θp cos θ3)dθ1

I1ill =

∫ α

0

√
cos θ1 sin θ1J1(k1rp sin θ1 sin θp)

× (T2p sin θ3) exp (ik0Ψi) (1.14)
× exp (ik3rp cos θp cos θ3)dθ1

I2ill =

∫ α

0

√
cos θ1 sin θ1J2(k1rp sin θ1 sin θp)

× (T2s − T2p cos θ3) exp (ik0Ψi)

× exp (ik3rp cos θp cos θ3)dθ1Les équations (1.13) et (1.14) montrent que la RIO d'illumination présente unedépendan
e vis à vis de φp. Par 
onséquent, l'utilisation d'une polarisation linéaireinduit une dissymétrie dans la forme de la RIO obtenue qui présente une légèreélongation le long de l'axe y pour une polarisation le long de l'axe x.On 
onsidère maintenant un montage ave
 deux fais
eaux légèrement dé
aléset 
orre
tement déphasés. La Figure 1.14(a) présente 
ette 
on�guration pour un24



PSfrag repla
ements

(a) (b)

x

x1x2

y

y1

y2

φ2p = 3π/2

φ2p = π

φ1p = π/2

φ1p = 0

P
P

Fig. 1.14 � S
héma illustrant la 
on�guration d'illumination à deux fais
eaux, (a) ave
 dé
alagele long de l'axe x. Ce montage ne permet pas d'obtenir d'interféren
es destru
tives entre les deuxRIO. (b) ave
 dé
alage le long de l'axe y permettant le phénomène d'interféren
e.dé
alage de deux fais
eaux le long de l'axe x. Une analyse de l'équation (1.13)montre que pour deux fais
eaux d'illumination polarisés linéairement le long del'axe x et légèrement dé
alés le long de 
e même axe, le point P situé dans 
ettezone de re
ouvrement sera repéré par φ1p = 0 et φ2p = π. Les 
omposantes des
hamps éle
triques E1 et E2 sont données par :
E1x = −i(I0ill + I2ill)
E1y = 0
E1z = −2I1ill

(1.15)et,
E2x = −i(I0ill + I2ill)
E2y = 0
E2z = 2I1ill

(1.16)Il apparaît que si les 
omposantes Ey sont nulles, les 
omposantes Ex ne peuventinterférer de façon destru
tive sans qu'il y ait une interféren
e 
onstru
tive entreles 
omposantes Ez.En revan
he, si l'on 
onsidère deux fais
eaux légèrement dé
alés le long de l'axe
y, 
omme sur la Figure 1.14(b), le point P situé dans la zone de re
ouvrement sera25



repéré par les angles φ1p = π/2 et φ2p = 3π/2 les 
omposantes des 
hamps E1 et
E2 seront donnée par :

E1x = i(I0ill + I2ill)
E1y = 0
E1z = 0

(1.17)et,
E2x = i(I0ill + I2ill)
E2y = 0
E2z = 0

(1.18)Les 
omposantes Ey et Ez sont nulles. Il est don
 possible de 
réer une interfé-ren
e destru
tive entre les deux 
omposantes Ex en les déphasant de π l'une parrapport à l'autre.
Fig. 1.15 � Diagramme illustrant la 
on�guration un montage d'illumination à trois fais
eaux,dé
alés le long de l'axe y et permettant une diminution de la taille de la RIO 
entrale parinterféren
es destru
tives.Par extension, 
ette te
hnique permet de faire interférer trois fais
eaux fo
alisésa�n de réduire la taille de la zone 
entrale de la RIO. La Figure 1.15 dé
rit la
on�guration envisagée, ave
 trois fais
eaux polarisés le long de l'axe x donnanttrois RIO d'illumination légèrement dé
alées le long de l'axe y. Par un déphasagede π des fais
eaux donnant les spots extrêmes et 
onformément au 
al
ul des
omposantes du 
hamps éle
trique dans la zone de fo
alisation des trois fais
eaux,on voit alors apparaître le phénomène d'interféren
e destru
tive qui a pour e�etde réduire les dimensions du spot 
entral le long de l'axe y.On 
onsidère une telle 
on�guration que l'on 
ompare à une 
on�guration 
onfo-
ale 
lassique. La longueur d'onde d'observation est λdet = 500 nm pour une ex-
itation à λill = 395 nm (
orrespondant au �uoro
hrome Bis-ANS (B153) tubulin26



(a) (b)

(
) (d)Fig. 1.16 � (a) RIO d'illumination pour un fais
eau polarisé linéairement le long de l'axe x.(b) RIO 
onfo
ale 
orrespondante. (
) RIO d'illumination obtenue d'après le montage présentéFigure 1.15. (d) RIO 
onfo
ale 
orrespondante : les lobes latéraux sont supprimés. Pour toutes
es Figures : NA = 1, 65, λill = 400 nm et λdet = 500 nm.de 
hez Mole
ular Probes 
©). La RIO de déte
tion est 
al
ulée selon le modèleve
toriel simpli�é aux 
as biologiques et en 
onsidérant une polarisation aléatoirede l'émission de �uores
en
e.La Figure 1.16(a) montre le plan transversal de la RIO d'illumination pourun montage 
onfo
al 
lassique ave
 une illumination polarisée linéairement selonl'axe x. La Figure 1.16(b) montre la RIO 
onfo
ale 
orrespondante obtenue par lamultipli
ation de la RIO d'illumination par la RIO de déte
tion.La Figure 1.16(
) montre la RIO d'illumination à trois fais
eaux 
al
ulée pourle s
héma proposé. Comme attendu, le spot 
entral est plus étroit que le spot dela Figure 1.16(a), mais on peut noter la présen
e de lobes latéraux. Le passagepar une déte
tion 
onfo
ale permet de supprimer 
es lobes, 
omme illustré par la27



Fig. 1.17 � Pro�ls d'intensité, le long de l'axe y des RIO d'illumination trois fais
eaux (traitplein), RIO de déte
tion (tirets) et RIO 
onfo
ale résultante (pontillés) dont la largeur à mi-hauteur est de 75 nm.Figure 1.16(d).La Figure 1.17 représente le pro�l d'intensité de la RIO d'illumination 3-fais
eaux(RIO3ill), la RIO de déte
tion (RIOdet) et la RIO 
onfo
ale résultante (RIO3conf).On mesure une largeur à mi-hauteur du lobe 
entral de 75 nm pour (RIO3ill).Notons que la largeur à mi-hauteur pour RIO3conf est très pro
he, soit 73 nm. I
i,en e�et, le gain en résolution n'est pas dû à la déte
tion 
onfo
ale, 
ontrairement àun mi
ros
ope 
onfo
al 
lassique, mais à une illumination stru
turée. La déte
tion
onfo
ale n'a i
i pour but que d'éliminer les lobes latéraux. Notons également que
RIO3ill a été 
al
ulée pour un dé
alage entre les fais
eaux 
hoisi par optimisation.Ce résultat est important dans la pratique. En e�et, dans un mi
ros
ope 
onfo
al
lassique, la taille du pinhole est sensée être in�niment petite. Cependant, l'utili-sateur se voit souvent obligé d'ouvrir 
e pinhole a�n de 
olle
ter une quantité dephotons plus importante. Il en résulte une perte importante de résolution. Dans le
as d'une illumination stru
turée à trois fais
eaux fo
alisés, 
'est la rédu
tion dela taille du lobe 
entral de la RIO d'illumination par le phénomène d'interféren
equi améliore la résolution du système. L'ouverture du pinhole aura pour 
onsé-quen
e d'augmenter l'intensité des lobes latéraux. Ce
i a un e�et dommageablesur la qualité des images obtenues qui se verraient enta
hées d'un double é
holatéral. Cependant, 
e 
as est très similaire à 
elui du mi
ros
ope 4Pi [Hell, 1997℄qui présente, lui, des lobes longitudinaux. Dans notre 
as, il est don
 envisageable28



d'appliquer la solution de traitement numérique des images de mi
ros
opie 4Pi qui
onsiste en un simple �ltrage, tant que l'intensité des lobes latéraux reste à 30 %inférieure à 
elle du lobe 
entral [Hell et Stelzer, 1992℄.On pourra noter, en parti
ulier sur la Figure 1.16(d), que la RIO 3-fais
eaux
onfo
ale obtenue présente une forte dissymétrie : le gain en résolution n'est pos-sible que selon l'axe y. Par 
onséquent, les images produite par un tel systèmeprésenteraient don
 une résolution fortement anisotrope.Nous avons présenté dans 
e 
hapitre les prin
ipes de la mi
ros
opie de �uores-
en
e avant d'en souligner les limites en terme de résolution. Nous avons présentéune première possibilité d'amélioration de 
ette résolution qui porterait sur l'uti-lisation d'obje
tifs à forte ouverture numérique et une préparation parti
ulière duspé
imen. Puis, après un bref rappel des dernières te
hniques d'amélioration de larésolution utilisant une illumination stru
turée obtenue par le phénomène d'interfé-ren
e, nous avons proposé deux voies possibles pour l'amélioration de la résolutionlatérale. La première 
onsiste à utiliser une lame de phase, la deuxième une illu-mination à trois fais
eaux mettant en jeu des interféren
es latérales. Les résultatsobtenus montrent qu'il est possible d'obtenir un gain sensible le long d'un axe.Dans le 
hapitre suivant, nous présenterons plusieurs te
hniques 
ombinant plu-sieurs images présentant une résolution améliorée selon un axe seulement. Ceste
hniques basée sur des traitements numériques autorisent une amélioration iso-trope de la résolution 2-D. Nous les appliquerons à des images simulée de l'illumi-nation modi�ée que nous venons de présenter.
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Chapitre 2Amélioration de la résolution :méthodes numériques
2.1 Introdu
tionNous avons montré qu'il était possible d'améliorer la résolution latérale en mi-
ros
opie 
onfo
ale de �uores
en
e en utilisant une illumination modi�ée, forméeà partir de l'interféren
e de trois fais
eaux fo
alisés. Nous avons obtenu un gainen résolution d'un fa
teur deux par rapport à un mi
ros
ope en 
hamps large.Cependant, 
e gain en résolution ne 
on
erne qu'une dire
tion dans le plan trans-versal. Il est toutefois envisageable de faire l'a
quisition de plusieurs images dumême spé
imen ave
 di�érentes orientations de la RIO3conf vis-à-vis de l'objet,de sorte à obtenir un gain en résolution suivant di�érentes dire
tions. Notons qued'un point de vue théorique, le fait de tourner l'objet autour de l'axe z a�n de
hanger son orientation vis-à-vis de l'illumination ne présente pas de di�éren
eave
 le fait de modi�er l'orientation de l'illumination vis-à-vis de l'objet. Cepen-dant, et 
omme nous l'avons montré pré
édemment, le fait d'obtenir l'interféren
esouhaitée entre les trois fais
eaux de l'illumination né
essite un état de polarisa-tion parti
ulier. D'un point de vue expérimental, il paraît don
 sans doute plusopportun d'envisager de tourner l'objet le long de l'axe z.2.2 Con�guration 
onsidéréeUne méthode d'imagerie 
ombinant une illumination 3-fais
eaux à une déte
tion
onfo
ale, 
ouplée à l'a
quisition d'une série d'images pour lesquelles l'orientationde l'objet vis-à-vis de l'illumination varie, permettrait don
 d'a

éder à une réso-lution améliorée dans toutes les dire
tions. Cependant, une étape de traitementnumérique est né
essaire pour 
ombiner dans une seule et même image �nale les30



Fig. 2.1 � Vue shématique de l'objet numérique ave
 dimensions.gains en résolution selon les di�érentes dire
tions. Plusieurs méthodes seront pro-posées et évaluées dans 
e 
hapitre. A�n d'évaluer 
es dernières, des simulationsd'a
quisitions d'images doivent être réalisées. Ces simulations utilisent les modèles
ités pré
édemment. Les paramètres retenus au 
ours de 
ette étude sont les sui-vants :� obje
tif : NA = 1.2, immersion dans l'eau� longueur d'onde d'illumination : λ = 395 nm� déte
tion à une longueur d'onde λ = 500 nmCe qui 
orrespond à l'utilisation du �uoro
hrome bis-ANS de 
hez Mole
ularProbes 
©, marqueur de la myosine, dans le 
adre d'une étude biologique ave
 unobje
tif à immersion à eau.Un mi
ros
ope 
onfo
al 
lassique dans 
es 
onditions o�re une résolution théo-rique de 208 nm. La 
on�guration ave
 une illumination à 3 fais
eaux et unedéte
tion 
onfo
ale dans les même 
onditions, présente quant à elle une largeur àmi-hauteur de 100 nm dans sa partie la plus étroite. En 
onséquen
e, nous avonsréalisé 
es simulations pour l'a
quisition d'un objet numérique dont la forme etles dimensions permettent d'évaluer les 
apa
ités de nos méthodes numériques enterme de résolution.Nous 
onsidérons don
 un objet, présenté sur la Figure 2.1. Cet objet a été 
om-posé numériquement ave
 une 
onformation radiale et des dimensions parti
ulières,dans le but de mieux évaluer un gain éventuel en résolution selon les di�érentes31



(a)(b) (
) (d) (e)
(f) (g) (h) (i)Fig. 2.2 � Images simulées pour un système 
onfo
al 
lassique et pour un système 
onfo
alà illumination 3-fais
eaux. (a) Objet numérique original. (b) RIO 
onfo
ale normale, (
-e) RIO3-fais
eaux orientées respe
tivement à θ = 0�, 45� et 90�par rapport à l'axe x. (f-i) Imagessimulées 
orrespondantes 
al
ulées pour NA = 1.2, λill = 400 nm et λdet = 500 nm.dire
tions. Le 
er
le interne à la �gure présente un diamètre c = 410 nm, la dis-tan
e entre le 
er
le et les rayons, noté d est de 112 nm, la plus petite distan
eentre deux rayons b est de 105 nm tandis que la distan
e la plus grande a est de

235 nm.La Figure 2.2 présente (a) l'objet numérique utilisé pour simuler les imagesobtenues ave
 (f) un montage 
onfo
al 
lassique dont la RIO est présentée en(b), (g-i) un système d'illumination 3-fais
eaux et déte
tion 
onfo
ale. Pour 
esimages, la RIO 3-fais
eaux 
onfo
ale a été prise pour di�érentes orientations :respe
tivement θ = 0�, 45�et 90�par rapport à l'axe x. Dans le 
as d'un système
onfo
al 
lassique, la résolution n'est pas su�sante. Sur la Figure 2.2 on ne peut pasdis
riminer le 
er
le 
entral et les rayons (hormis dans leur partie périphérique).Dans le 
as d'un système à illumination 3-fais
eaux et à déte
tion 
onfo
ale, onobtient bien une amélioration de la résolution selon l'orientation de la RIO. Sur laFigure 2.2(g), on voit bien que les rayons dont l'angle ave
 l'axe des x est pro
hede 0 et 180�sont mieux résolus, tandis que dans la Figure 2.2(h) 
e sont les rayonsdont l'angle est pro
he de −45�ou de 135�et les rayons dont l'angle est pro
he de
−90�ou de 90�dans la Figure 2.2(i). Une amélioration de la résolution dépendantde l'orientation de la PSF vis-à-vis de l'objet est don
 obtenue.32



L'a
quisition par un système 3-fais
eaux d'un série d'images pour lesquellesl'orientation de la RIO varie permet don
 d'a

éder à une meilleure résolutionselon di�érentes dire
tions. Combiner les informations obtenues pour les imagesd'une même série d'a
quisitions devrait don
 permettre d'obtenir une résolutionaméliorée dans toutes les dire
tions.D'autre part, pour 
omparer les résultats obtenus, nous avons besoin d'un 
ritèred'erreur ce sur l'e�
a
ité des traitements numériques et que nous utiliserons toutau long de 
e 
hapitre. Nous avons 
hoisi 
e 
rière ce tel que :
ce =

∑∑
(Ǐ ′ − Ǒ)2 (2.1)où Ǐ ′ représente l'image estimée normalisée par rapport à son propre maximumd'intensité et Ǒ l'objet normalisé de la même manière. Ce 
ritère di�ère légèrementde la dé�nition 
lassique de l'erreur quadratique. Cependant il est pro
he de 
edernier et peut y être relié par un rapport de proportionnalité.2.3 Te
hniques par fusion de données2.3.1 Moyennage des donnéesL'a
quisition d'une série d'images pour di�érentes orientations de la RIO 3-fais
eaux 
onfo
ale donne don
 a

ès à une amélioration de la résolution selon unedire
tion di�érente dans 
haque image. A�n de 
ombiner dans une seule et mêmeimage les améliorations de la résolution dans toutes les dire
tions, l'idée la plusnaturelle 
onsiste à simplement moyenner 
es images . On obtient alors une imagerésultante I ′ :

I ′ =
1

n

n∑

i=0

Ii (2.2)La Figure 2.3 montre le résultat d'une telle méthode de fusion pour un objet pon
-tuel. On étudie ainsi les RIO équivalentes théoriquement obtenue. La Figure 2.3(a)représente la RIO 
onfo
ale 
lassique. Dans le 
as de 
ette RIO, la fusion de plu-sieurs RIO pour di�érentes orientations n'apporte au
un gain en terme de réso-lution du fait qu'elle présente une symétrie 
ir
ulaire. Elle a don
 été pla
ée sur
ette �gure à titre de 
omparaison. La Figure 2.3(b) représente une RIO 3-fais
eaux
onfo
ale seule. La Figure 2.3(
) représente le résultat de la fusion par moyennagede deux RIO 3-fais
eaux orientées perpendi
ulairement l'une par rapport à l'autre.Il est intéressant de noter sur 
ette dernière �gure que le lobe 
entral de la RIOest plus étroit mais n'est pas 
ir
ulaire et présente une légère élongation le longdes axes x et y. Il faut également noter que des lobes latéraux sont en
ore présents33



(a) (b) (
) (d) (e)Fig. 2.3 � Moyennage de RIO. (a) RIO 
onfo
ale 
lassique, (b) RIO 
onfo
ale 3-fais
eaux,(
) moyenne de 2 RIO 
onfo
ales 3-fais
eaux formant un angle de 90�, (d) moyenne de 4 RIO
onfo
ales 3-fais
eaux 
al
ulées pour des angles de 0, 45, 90 et 135�, (e) (d) moyenne de 8 RIO
onfo
ales 3-fais
eaux 
al
ulées pour 8 angles séparés d'un pas de 22, 5 �. La barre d'é
hellereprésente 200 nmle long des axes x et y. Cependant 
es derniers sont tout de même atténués parrapport au lobe 
entral. La Figure 2.3(d) montre le résultat de la fusion de quatreRIO 3-fais
eaux orientées selon des angles de 45�les unes par rapport aux autres.Sur 
ette �gure on peut noter la disparition des lobes latéraux et l'apparition d'unfaible halo autour du lobe 
entral. Ce dernier est quant à lui en
ore plus étroit etde 
onformation plus 
ir
ulaire. La Figure 2.3(e) montre le résultat de la fusion dehuit RIO 3-fais
eaux pour des orientations espa
ées régulièrement d'un angle de
22, 5�. Le résultat de la fusion dans 
e 
as ne présente pas d'amélioration nette parrapport au pré
édent obtenu à partir de quatre RIO 3-fais
eaux. En e�et, le résul-tat pré
édent donnant déjà une RIO équivalente 
ir
ulaire symétrique l'additionde RIO supplémentaires, n'apporteront plus d'améliorations.Les résultats obtenus sur des objets pon
tuels permettent de penser qu'il seraitpossible, en réalisant la moyenne d'une série d'images a
quises pour di�érentesorientations de la RIO 3-fais
eaux, d'obtenir une image dont la résolution seraitaméliorée dans toutes les dire
tions de l'espa
e.La Figure 2.4 montre l'objet binaire (a), son image simulée pour un système
onfo
al 
lassique (b) et pour un système 
onfo
al 3-fais
eaux en polarisation li-néaire selon l'axe x (
). Les résultats de la fusion par moyennage obtenus pour unsystème 
onfo
al 3-fais
eaux ave
 des séries de n noyaux n = 2 et θ = 0�et 90�sont donnés sur la Figure 2.4(b), 
eux pour n = 4 et θ = 0�, 45�, 90�et 135�surla Figure 2.4(
)), et �nalement 
eux pour n = 8 ave
 θ variant par pas de 22, 5�sur la Figure 2.4(d)).Il faut noter que la RIO 
onfo
ale normale (b) est 
ir
ulaire symétrique. Par
onséquent, elle est invariante par rotation et les images obtenues dans une mêmesérie sont toutes identiques. Il est alors inutile de présenter les résultats obtenus34



(a) objet (b) ce = 2, 56.104 (
) ce = 1, 51.104

(d) ce = 2, 05.104 (e) ce = 2, 09.104 (f)ce = 2, 09.104Fig. 2.4 � Moyennes d'images non bruitées. (a) Objet, (b) Image obtenue pour un système
onfo
al 
lassique, (
) pour un système 
onfo
al 3-fais
eaux, (d) moyenne de 2 images 
onfo
ales3-fais
eaux formant un angle de 90�, (e) moyenne de 4 images 
onfo
ales 3-fais
eaux 
al
uléespour des angles de 0, 45, 90 et 135�, (f) moyenne de 8 images 
onfo
ales 3-fais
eaux 
al
uléespour 8 angles séparés d'un pas de 22, 5�. La barre d'é
helle représente 200 nm.par 
al
ul d'une image moyenne. Dans l'image simulée pour 
e système, la partie
entrale, hormis le bord intérieur du 
er
le, n'est pas résolue alors que la partie pé-riphérique l'est à peine. Ce
i 
orrespond bien aux limites de résolutions théoriquesd'un système 
onfo
al 
lassique vis-à-vis des dimensions de l'objet 
onsidéré. Lerésultat obtenu pour les séries simulées ave
 n = 2 RIO 
onfo
ale à 3-fais
eaux (Fi-gure 2.4(d)) est déjà sensiblement di�érent. Le 
ritère d'erreur vis-à-vis de l'objet
ce = 2, 05.104 augmente de plus de 30 % par rapport au 
as d'une image simuléepour une seule RIO 
onfo
ale 3-fais
eaux ce = 1, 51.104. En e�et, si la résolution lelong de l'axe x semble améliorée, la résolution le long de l'axe y est moins bonne :les rayons dont la dire
tion est pro
he de l'axe x sont maintenant distin
ts les unsdes autres dans leur partie périphérique, alors que les bases des rayons dont lesdire
tions sont pro
hes l'axe y, sont maintenant 
onfondues. Le résultat obtenupour la fusion d'une série ave
 n = 4 (Figure 2.4(e)), ne présente pas d'améliora-tion visible de la résolution par rapport au 
as pré
édent. D'ailleurs, la valeur du
ritère d'erreur (ce = 2, 09.104) subit une légère augmentation par rapport au 
as
n = 2. En e�et, si la forme de la zone entre le 
er
le et les rayons semble mieuxrésolue, 
ela s'a

ompagne d'une perte de 
ontraste par rapport à 
elui obtenupré
edemment le long des axes x et y. Le résultat obtenu pour la fusion d'une sérieave
 n = 8 (Figure 2.4(f)), est quasiment identique au pré
édent, sans améliora-tion visible de la résolution ni de 
hangement de 
ontraste importants. Le 
ritèred'erreur ce = 2, 09.104 ne subit plus de variations signi�
ative.35



n = 2 n = 4 n = 8

(a) objet (b) ce = 3, 69.104 (
) ce = 2, 90.104 (d) ce = 2, 80.104Fig. 2.5 � Moyennes d'images 
onfo
ales 
lassiques bruitées. (a) objet binaire, les �guressuivantes présentent le résultat du moyennage de : (b) 2 images, (
) 3 images et (d) 4 images.Le rapport signal à bruit dans les images avant moyennage est de 20 dB. Le 
ritère d'erreur cevis-à-vis de l'objet est donné pour 
haque moyenne. La barre représente 200 nmLes résultats présentés ont été obtenus à partir de simulations d'images nonbruitées. Il 
onvient don
 de s'interroger sur l'e�et du bruit sur 
ette méthode.Classiquement, le bruit pose un problème important dans le traitement numériquedes images. Dans le 
as d'une fusion par moyennage, la situation est légèrementdi�érente. Chaque image étant enta
hée d'une réalisation de bruit di�érente, onattend don
 une e�et un lissage permettant d'améliorer le rapport signal à bruit.Nous avons vu que la RIO 
onfo
ale 
lassique présente une symétrie 
ir
ulaireet que, par 
onséquent, elle était invariante en rotation. De 
e fait, le moyennagen'apporte pas d'amélioration de la résolution, mais devrait permettre un lissagedes images bruitées.A titre d'exemple, la Figure 2.5 présente les résultats de moyennage obtenus pourdes images bruitées simulées pour un système 
onfo
al 
lassique. Le rapport signalà bruit dans les images avant moyennage est de 20 dB. Les moyennages 
al
ulésprennent en 
ompte des séries de 2 (Fig.2.5(b)), 4 (Fig.2.5(
)) et 8 (Fig.2.5(d))images. Les résultats obtenus 
on�rment l'e�et de lissage : le 
ritère d'erreur dimi-nue lorsque le nombre d'images pris dans la moyenne augmente. Sa valeur passede ce = 3, 69.104 pour n = 2 à ce = 2, 90.104 pour n = 4 pour �nalement atteindre
ce = 2, 80.104 pour n = 8.On 
al
ule maintenant les moyenne des images simulée pour un système 3-fais
eaux ave
 di�érents niveaux de bruit dans des séries de n = 2, 4 et 8.La Figure 2.6 donne les moyennes pour des séries de n = 2,4 et 8 images simuléespour des RIO 
onfo
ales 3-fais
eaux et bruitées ave
 des rapports signal à bruitde 20 dB (a-
) et 3 dB (d-f). Les valeurs du 
ritère d'erreur sont données pour
ha
une de 
es moyennes. Ces résultats montrent tout d'abord que 
ontrairement36



objet
n = 2 n = 4 n = 820 db S/B (a) ce = 2, 17.104 (b) ce = 2, 14.104 (
) ce = 2, 13.1043 db S/B (d) ce = 3, 09.104 (e) ce = 2, 88.104 (f) ce = 2, 51.104Fig. 2.6 � Moyenne d'images simulées pour une RIO 
onfo
ale 3-fais
eaux. (a) objet. Lesimages d'origine sont bruitées ave
 un rapport S/B de 20 dB (a-
) puis de 3 dB (d-f), pour desséries à n = 2,4 et 8 images. Le 
ritère d'erreur ce vis-à-vis de l'objet est donné pour 
haqueMoyenne. La barre représente 200 nm.
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au 
as sans bruit, la valeur du 
ritère d'erreur diminue ave
 le nombre d'images prisen 
ompte dans la moyenne. Pour le 
as d'un rapport signal à bruit 3 dB la valeurdu 
ritère d'erreur passe de ce = 2, 17.104 (Fig. 2.6(b)) pour une moyenne de deuximages à ce = 2, 14.104 (Fig. 2.6(
)) pour quatre images et atteint ce = 2, 13.104(Fig. 2.6(d))pour huit. La diminution de l'erreur est en
ore plus sensible dans le
as à 20 dB : ce = 3, 09.104, ce = 2, 88.104 et ce = 2, 51.104 respe
tivement pour
n = 2,4,8 (Fig. 2.6(e-g)).Ces résultats montrent que le 
al
ul de moyenne joue plus sur le bruit par l'e�etdu lissage que sur la résolution. En e�et, quand le bruit est nul, plus le nombrede noyaux est important, plus l'erreur augmente. Dans les 
as ave
 bruit, plus lenombre de noyaux est important, plus l'erreur diminue. De plus 
ette diminutionest d'autant plus sensible que le niveau de bruit dans les images de départ estimportant.Notons que la fusion par moyennage à 2, 4 ou 8 noyaux, appliquée au 
as deRIO 
onfo
ale 3-fais
eaux permet d'obtenir une meilleure résolution que dans le
as d'un système 
onfo
al 
lassique. Il faut également noter que, par rapport au
as d'un système 
onfo
al 3-fais
eaux simple, 
ette te
hnique permet d'obtenir unrésolution isotrope. D'autre part, la méthode permet une diminution importantede l'e�et du bruit sur la qualité de l'image. Cependant, 
omme il a été montré, ilexiste une perte d'information globale : si la résolution est améliorée lo
alement etdans 
ertaines dire
tions, elle est altérée par ailleurs. Ce
i est à relier à l'opérationde moyennage : la résolution �nale obtenue 
orrespond à une résolution moyenne etnon pas au meilleur de la résolution de 
haque image d'origine.Une autre méthodeest don
 à envisager.2.3.2 Fusion dans l'espa
e de Fourier : FIFNous avons pu noter dans le développement pré
édent que la fusion d'imagespar moyennage ne permettait pas d'obtenir une amélioration satisfaisante de larésolution dans toutes les dire
tions du plan de l'image. En e�et, le fait de 
al
ulerune image moyenne ne permet pas de tirer le meilleur de 
haque image, mais defaire la somme des qualités et des défauts de 
ha
une. Nous avons don
 étudié uneautre méthode basée sur une fusion dans l'espa
e de Fourier[Li et 
oll., 2001℄.Rappelons, 
omme il a été pré
isé dans la se
tion 1.3 que dans le domaine desfréquen
es, l'OTF Ĥ peut être 
onsidérée 
omme un �ltre qui ne transmet quepartiellement les fréquen
es spatiales de l'objet. De 
e point de vue, l'amélioration38



(a) (b) (
)Fig. 2.7 � Modules des FTO : 
onfo
ale 
lassique (a), 
onfo
ale 3-fais
eaux pour une po-larisation de l'illumination le long de l'axe x (b), 
onfo
ale 3-fais
eaux pour polarisation del'illumination le long de l'axe y.de la résolution sur l'axe y, permise par l'illumination à trois fais
eaux, peut s'in-terpréter 
omme une meilleure transmission des fréquen
es spatiales de l'objet lelong de 
et axe.Autrement dit, le support de l'OTF du système est plus étendu et les hautesfréquen
es moins atténuées le long de l'axe ωy pour une illumination à trois fais-
eaux 
onfo
alisée, que pour un système 
onfo
al 
lassique.La Figure 2.7 donne le modules des FTO : 
onfo
ale 
lassique (a), 
onfo
ale3-fais
eaux (b) et 
onfo
ale 3-fais
eaux pour une illumination orientée à 90�parrapport à l'axe x. On peut 
onstater sur 
ette �gure que les fréquen
es sont mieuxtransmises selon un axe pour les FTO 
onfo
ales 3-fais
eaux. Une série d'imagesa
quises pour di�érentes orientations de l'illumination à trois fais
eaux 
orresponddon
 au �ltrage par une série d'OTF dont les supports montrent une élongationdans di�érentes dire
tions. Ce
i se traduira par une série d'images dans lesquellesles détails seront mieux représentés le long de di�érentes dire
tions. Par 
onsé-quent, au 
ours de la série d'a
quisition, les fréquen
es transmises 
ouvrent unsupport élargi dans plusieurs dire
tions.Il existe don
, dans 
haque image d'une même série, des fréquen
es mieux trans-mises que dans les autres. La méthode proposée 
onsiste en l'o

urren
e, pour unemême série d'images, à 
omparer point à point le niveau de signal dans le domainede Fourier et d'extraire la valeur du point de plus grande énergie. Pour un pixel de
oordonnées (x, y), dans une série de n images prises dans le domaine de Fourieron dé�nit Îm(x, y) tel que :
∣∣∣Îm(x, y)

∣∣∣
2

= max

{∣∣∣Î1(x, y)
∣∣∣
2

;
∣∣∣Î2(x, y)

∣∣∣
2

; ...;
∣∣∣În−1(x, y)

∣∣∣
2

;
∣∣∣În(x, y)

∣∣∣
2
} (2.3)
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(a) (b) ce = 2, 56.104 (
) ce = 1, 51.104

(d) ce = 1, 59.104 (e) ce = 1, 46.104 (f) ce = 1, 38.104Fig. 2.8 � Résultats d'une fusion FIF d'images non bruitées. (a) Objet, (b) Image obtenuepour un système 
onfo
al 
lassique, (
) pour un système 
onfo
al 3-fais
eau. (d) fusion FIF de2 images 
onfo
ales 3-fais
eaux formant un angle de 90�, (e) fusion FIF de images 
onfo
ales3-fais
eaux 
al
ulées pour des angles de 0, 45, 90 et 135�, (f) fusion FIF de 8 images 
onfo
ales3-fais
eaux 
al
ulées pour 8 angles séparés d'un pas de 22, 5 �. La barre d'é
helle représente
200 nm.La valeur 
omplexe de la transformée de Fourier Î ′ au pixel (x, y) est don
 donnéepar :

Î ′(x, y) = Îm(x, y) (2.4)Chaque fréquen
e transmise de l'objet est alors utilisée ave
 une transmissionoptimale dans l'image �nale.La Figure 2.8 donne les résultats d'une telle méthode de fusion. L'objet estprésenté en (a) tandis que l'image simulée pour un système 
onfo
al 
lassiqueest présentée en (b) l'image pour un système 
onfo
al 3-fais
eaux en polarisationlinéaire selon l'axe x en (
). Les résultats de la fusion dans le domaine de Fourier(FIF) obtenus pour un système 
onfo
al 3-fais
eaux sont présentés ave
 des sériesde n noyaux. Pour n = 2 et θ = 0�et 90�en (Fig. 2.4(b)), n = 4 et θ = 0�, 45�, 90�et 135�en (Fig. 2.4(
)), et �nalement pour n = 8 ave
 θ variant par pas de 22, 5�en (Fig. 2.4(d)).Rappelons tout d'abord que dans le 
as d'un système 
onfo
al 
lassique, toutesles images d'une même série sont identiques. De la même façon que pour la fusionpar moyennage, la méthode FIF ne présente don
 pas d'intérêt : le résultat obtenusera identique à toutes les images de la série. Les Figures 2.8(b) et 2.8(
) ont étéétudiées pré
édemment et ne sont présentées i
i qu'à titre de 
omparaison. Le40



résultat obtenu pour les séries simulées ave
 n = 2 RIO 
onfo
ales à 3-fais
eauxets donné sur la Figure 2.8(d). Le 
ritère d'erreur vis-à-vis de l'objet ce = 1, 59.104augmente faiblement (5 %) par rapport au 
as d'une image simulée pour une seuleRIO 
onfo
ale 3-fais
eaux ce = 1, 51.104. On peut voir que la résolution le longde l'axe x semble améliorée, tout en préservant la résolution long de l'axe y : lesrayons sont distin
ts de la périphérie et au niveau de leur bases. Le 
er
le 
entral estquasiment résolu. En e�et, des zones de plus fortes intensités demeurent pour lesdire
tions 45�/225�et 135�/315�, 
e qui 
orrespond aux angles non pris en 
omptedans la série. La légère augmentation du 
ritère d'erreur peut être imputée auxrebonds que l'on voit apparaître autour de l'objet et qui 
orrespondent aux lobeslatéraux de la RIO 
onfo
ale 3-fais
eaux. Le résultat obtenu pour la fusion d'unesérie ave
 n = 4 (Figure 2.8(f)), présente une légère amélioration de la résolutionpar rapport au 
as pré
édent. L'erreur (ce = 1, 46.104) diminue légèrement parrapport au 
as n = 2 pour prendre une valeur inférieure au 
as à un noyau, sansfusion. En e�et, le 
er
le 
entral est maintenant mieux résolu. On note i
i égalementla présen
e de zone d'intensité plus élevée dans les dire
tions non prises en 
omptedans la série. Les rebonds présents autour de la �gure sont attenués. Pour lafusion d'une série ave
 n = 8 (Figure 2.8(g)), l'erreur diminue signi�
ativementpour passer à ce = 1, 38.104. Dans 
e 
as, les rebonds sont en
ores attenués et leszones de plus fortes intensités en bordure du 
er
le ont quasiment disparues.La te
hnique de fusion FIF permet don
 de tirer parti du gain en résolution dansplusieurs dire
tions qu'o�re une série d'images a
quises pour di�érents angles dela RIO 
onfo
ale 3-fais
eaux. Cependant les simulations réalisées ne tiennent pas
ompte du bruit qui apparaît lors d'une a
quisition en 
onditions réelles. Dans 
etype de méthode de fusion en parti
ulier, il est légitime de penser que la sensibilitéau bruit est d'autant plus importante que l'on réalise i
i non pas une moyenne,mais une séle
tion de fréquen
es sur les pixels de plus haute énergie. Le bruitpeut alors perturber le pro
essus de séle
tion en ajoutant des fréquen
es qui nedevraient théoriquement pas être transmises ou qui n'existent pas dans le supportde l'objet.A�n d'éviter 
e phénomène, nous réalisons un pré-�ltrage. Le prin
ipe mis en÷uvre dans notre 
as, 
onsiste à opérer l'opération de fusion sur les fréquen
es qui
orrespondent au support de l'OTF. Si 
ette méthode ne permet pas de supprimerl'e�et du bruit sur les fréquen
es transmises, elle permet de supprimer le bruithaute fréquen
e dont on peut penser qu'il est plus perturbateur pour la lisibilitéde l'image �nale.
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n = 2 n = 4 n = 8

(a) objet (b) ce = 2, 46.104 (
) ce = 2, 46.104 (d) ce = 2, 35.104Fig. 2.9 � Fusion FIF d'images 
onfo
ales 
lassiques bruitées. (a) objet binaire, les �guressuivantes présentent le résultat de la fusion de : (b) 2 images, (
) 3 images et (d) 4 images. Lerapport signal à bruit dans les images avant moyennage est de 20 dB. Le 
ritère d'erreur cevis-à-vis de l'objet est donné pour 
haque résultat de fusion. La barre représente 200 nmLe �ltre utilisé est une simple fon
tion porte qui 
oupe les fréquen
es au-delàd'une fréquen
e de 
oupure fc. Cette fréquen
e de 
oupure est égale à la plus hautefréquen
e spatiale transmise par le support de l'OTF 
onfo
ale 3-fais
eaux et 
epour toutes les images. Le �ltre Π s'é
rit don
 :
Π(µx, µy) =

{
1 si(µ2

x + µ2
y) ≤ f 2

c

0 si(µ2
x + µ2

y) > f 2
c

(2.5)La Figure 2.9 présente les résultats de fusion FIF obtenus pour des imagesbruitées simulées pour un système 
onfo
al 
lassique. Le rapport signal à bruitdans les images avant fusion est de 20 dB. Les fusions ont été 
al
ulées en prenanten 
ompte des séries de 2 (Fig.2.9(b)), 4 (Fig.2.9(
)) et 8 (Fig.2.9(d)) images. Lesrésultats obtenus présentent des parti
ularités due à la méthode utilisée. En e�et,la valeur du 
ritère d'erreur est identique dans les deux premier 
as : ce = 2, 46.104pour n = 2 et n = 4. D'autre part, le 
ritère diminue à ce = 2, 35.104 pour n = 8.Les images utilisées sont a priori 
omparables en terme de rapport signal à bruitet de fréquen
es transmises. D'autre part, on attend pas i
i d'e�et de lissage. Ladiminution du 
ritère d'erreur peut s'expliquer di�éremment. Dans 
haque image,les fréquen
es portées par le support de l'OTF ne sont transmises que partielle-ment. L'addition de bruit 
ouplé au �ltrage des hautes fréquen
es implique unrehaussement de 
ertaines fréquen
es transmises par le support de l'OTF. Ce phé-nomène peut alors arti�
iellement avantager des fréquen
es de l'objet qui n'étaientque partiellement transmises. Ce
i se traduit alors par une diminution du 
ritèred'erreur.Les fusions FIF d'images bruitées pour un système 3-fais
eaux 
onfo
al sontprésentées dans la Figure 2.10. 42



objet
n = 2 n = 4 n = 820 db S/B (a) ce = 1, 58.104 (b) ce = 1, 45.104 (
) ce = 1, 38.1043 db S/B (d) ce = 1, 54.104 (e) ce = 1, 41.104 (f) ce = 1, 32.104Fig. 2.10 � Fusions d'images simulées pour une RIO 
onfo
ale 3-fais
eaux. (a) objet. Lesimages d'origine sont bruitées ave
 un rapport S/B de 20 dB (a-
) puis de 3 dB (d-f), pour desséries à n = 2,4 et 8 images. Le 
ritère d'erreur ce vis-à-vis de l'objet est donné pour 
haquerésultat de fusion. La barre représente 200 nm.
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La Figure 2.10 illustre le 
omportement de la fusion FIF sur des série d'imagessimulée pour un système 3-fais
eaux 
onfo
al. Les images d'origine sont bruitéesave
 un rapport S/B de 20 dB (a-
) puis de 3 dB (d-f), pour des séries à n = 2,4et 8 images.Tout d'abord, on peut 
onstater que pour un même niveau de bruit, le 
ritèred'erreur diminue ave
 le nombre d'images d'origines dans la série. Pour un rapportsignal à bruit de 20 dB, la valeur du 
ritère d'erreur passe de ce = 1, 58.104pour n = 2 (Fig. 2.10(b)) à ce = 1, 45.104 pour n = 4 (Fig. 2.10(
)) et atteint
ce = 1, 38.104 pour n = 8 (Fig. 2.10(d)). Pour les séries où les images d'originessont bruitées ave
 un rapport signal à bruit de 3 dB les valeurs du 
ritère d'erreursont ce = 1, 54.104, ce = 1, 41.104 et ce = 1, 32.104 respe
tivement pour n = 2,4 et
8 (Fig. 2.10(e-g)).Le deuxième point intéressant à noter est que, paradoxalement, l'erreur diminuequand le niveau de bruit augmente, en parti
ulier pour les séries à n = 8. Onretrouve 
e qui a été observé dans la Figure 2.9 et on peut avan
er la mêmeexpli
ation. Ces résultats amènent quelques ré�exions.Tout d'abord, nous sommes i
i dans le 
as d'un objet binaire très parti
ulierave
 des bords fran
s qui représentent une information très étendue en terme defréquen
es spatiales. Ensuite, le fait que le 
ritère d'erreur diminue, ne permet pasd'assurer de façon 
ertaine que l'image re
onstruite soit plus pro
he de la réalité.En e�et, l'observation minutieuse la Figure 2.10(g), montre qu'il y a une 
ertainegranulosité dans l'image obtenue. Or, un observateur n'ayant au
une informationa priori sur l'objet serait sans doute induit en erreur quant à la forme de l'objet.On retiendra don
 simplement que le bruit n'a�e
te pas de façon déterminante lepro
édé de fusion FIF asso
iée à un pré-�ltrage. Au �nal, tout dépend du 
om-promis souhaité entre le gain en résolution et le rendu �nal. Rappelons toutefoisque le but de 
e montage asso
ié à 
ette méthode de fusion n'est pas de 
ombattrele bruit, mais bien d'obtenir une résolution améliorée dans toutes les dire
tionsde l'espa
e. La re
her
he d'un niveau de bruit minimum doit alors être menée enamont, durant le pro
essus d'a
quisition.2.4 Te
hniques de dé
onvolution2.4.1 Rappels sur la dé
onvolutionLa dé
onvolution est une méthode de traitement numérique de l'image ayantpour but d'améliorer la résolution d'une image a�n de la rendre plus �dèle à l'objet44



observé [M
Nally et 
oll., 1999 ; Verveer, 1998℄. L'équipe au sein de laquelle a étéréalisé 
ette étude travaille sur 
e sujet depuis quinze ans et a a
quis une expertisedans 
e domaine [Chomik, 1997 ; Chomik et 
oll., 1997 ; Coli

hio et 
oll., 2005 ;Haeberlé et 
oll., 2001℄. C'est pourquoi 
ette méthode a été envisagée parmi lestraitements numériques appli
ables au 
as de la te
hnique basée sur une su

essiond'illuminations 3-fais
eaux.Plus pré
isément, la dé
onvolution 
onsiste à résoudre par des méthodes nu-mériques le problème posé par la résolution de l'équation (1.3) a�n d'estimer aumieux O [Atkinson, 1997℄. Dans 
ette équation, seule I est 
onnue, de façon pré-
ise. La RIO (H) peut-être in
onnue ou partiellement 
onnue. On parle alors dedé
onvolution myope ou aveugle [Holmes et O'Connor, 2000 ; Holmes, 1992 ; Ma
-Callum, 1990℄. Toutefois, la plupart du temps, on 
onsidère que la RIO est 
onnue,soit qu'elle ait été mesurée, soit qu'elle ait été 
al
ulée. D'autre part, on peut esti-mer les propriétés statistiques du bruit b. En�n il est 
on
evable que dans 
ertain
as, on puisse avoir une 
onnaissan
e a priori sur 
ertaines propriétés de l'objet
O [Homem et 
oll., 2002℄.A�n de trouver une solution à 
e problème, il faut avoir re
ourt à des algo-rithmes qui né
essitent la mise en pla
e de plusieurs outils. Le premiers de 
esoutils est un 
ritère d'erreur qui permet d'évaluer le degré de ressemblan
e durésultat obtenu. Généralement, les algorithmes de dé
onvolution se basent sur un
ompromis à réaliser entre la ressemblan
e, et l'ampli�
ation du bruit [Tikhonovet Arsenin, 1977℄. C'est pourquoi, le deuxième outil à mettre en pla
e 
onsiste enune fon
tion de 
oût qui permet d'évaluer 
e 
ompromis. D'autre part, il arrivequ'une 
onnaissan
e a priori de 
ertaines 
ara
téristiques de l'objet permette debaliser l'espa
e des solutions. En�n, le dernier outil 
onsiste en un algorithme deminimisation, ayant pour but de trouver le minimum de la fon
tion de 
oût.Bien que leur stru
ture générale soit la même, il est possible de distinguer deuxgrandes familles d'algorithmes de dé
onvolution. En e�et, il existe au moins deuxappro
hes du pro
essus de formation d'images. L'appro
he déterministe [Janssonet 
oll., 1984 ; Meinel, 1986 ; Van Cittert, 1931℄ et l'appro
he Bayesienne [Con
hello,1998 ; Demoment et Idier, 2001 ; Holmes, 1988 ; Holmes et Liu, 1989 ; Hunt, 1994 ;Lu
y, 1974 ; Ri
hardson, 1972℄. L'appro
he déterministe est dire
tement basée surles lois de l'optique di�ra
tive, et l'image �nale 
orrespond bien à une 
olle
tionde RIO.L'appro
he Bayesienne, quant à elle, fait référen
e à une appro
he statistique dela formation d'image où l'on étudie la probabilité pour un photon d'être lo
alisé45



dans l'espa
e image. Cette appro
he est basée sur la statistique Poissonnienne dansla mesure où 
'est à 
ette loi qu'obéit la probabilité de déte
tion d'un photon surun 
apteur CCD.Parmi 
es deux grandes familles d'algorithmes, on peut distinguer deux autressous-groupes dans 
haque famille selon qu'il existe une solution analytique ou nonau problème de la minimisation de la fon
tion de 
oût. Dans le 
as d'une solutionanalytique existante, on parlera d'algorithme dire
t . Dans le 
as 
ontraire, unpro
essus itératif est utilisé pour trouver 
e minimum, on parle alors d'algorithmeitératifs.La mise en ÷uvre d'un algorithme de dé
onvolution adapté à notre problèmede tirer le meilleur partie d'une série d'images présentant des gains en résolutionselon di�érentes dire
tions, semble a priori possible. Cependant, les algorithmes
lassiques ne mettent pas en jeu des séries d'images obtenues pour des séries deRIO di�érentes. Dans le 
adre de la te
hnique que nous proposons, il faudrait alorsréaliser plusieurs dé
onvolutions dont on fusionnerait ensuite les résultats. Deuxraisons essentielles nous ont détourné de 
ette appro
he. La première tient au faitque la dé
onvolution d'une image représente un 
oût en temps de 
al
ul qui peut,dans 
ertains 
as être 
onsidéré 
omme handi
apant. A fortiori, pour une sériede dé
onvolutions le temps serait multiplié autant de fois qu'il y a d'images dansla série. D'autre part, un algorithme de dé
onvolution multi-noyaux a été étudiépar [Goudail et 
oll., 2000℄ et 
orrespondrait bien à la problématique qui nous estposée.2.4.2 Dé
onvolution à n-noyaux[Ghiglia, 1984℄ a proposé une appro
he à noyaux multiples pour la dé
onvolutionsimultanée de plusieurs images représentant plusieurs versions d'une même s
ène.Par plusieurs versions, il faut 
omprendre des images a
quises ave
 une fon
tion detransfert variant au 
ours de la série. Cette appro
he permet de prendre en 
omptela diversité des informations transmises au travers des di�érentes a
quisitions.De plus, elle permet de s'a�ran
hir en partie d'une 
ontrainte importante deste
hniques de dé
onvolutions : la présen
e de zéros dans la fon
tion de transfertimpliquant la perte de 
ertaines fréquen
es. Dans le 
as d'une appro
he à plusieursversions, la fon
tion de transfert variant pour 
ha
une d'elle, les zéros seront enpartie di�éremment pla
és. De 
e fait, les fréquen
es absentes dans une image,seront présentes dans une autre.
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Une étude approfondie de la dé
onvolution à plusieurs noyaux a été menéepar [Goudail et 
oll., 2000℄ dans le but d'en évaluer l'e�
a
ité et la robustesse.Nous proposons d'évaluer 
ette méthode dans le 
adre de l'illumination à troisfais
eaux. Considérons l'a
quisition d'une série de k images d'une même s
ène O
onvoluée par les k noyaux résultant des k rotations de la RIO d'illumination3-fais
eaux. Dans 
e 
as parti
ulier et dans le domaine des fréquen
es spatiales,l'équation 1.3 devient :
I(k)(x, y, z) =

∫ +∞

−∞

H(k)(x − x1, y − y1, z − z1)O
(k)(x1, y1, z1))dx1dy1dz1 ⊕ b(k)(x, y, z)(2.6)où b(k) est 
onsidéré 
omme un tirage indépendant de bruit blan
 Gaussien pour
haque image de la série. La méthode de dé
onvolution 
onsidérée par [Goudailet 
oll., 2000℄ 
onsiste en une régularisation selon Thikonov utilisant la norme d'un�ltre Lapla
ien 
omme fon
tion de régularisation dont le but est de 
ontrebalan
erl'e�et des hautes fréquen
es. L'objet estimé est la solution minimisant la fon
tionde 
oût F :

F (O′) =
n∑

k=1

∥∥I
(k) −H

(k) ⊗O
′
∥∥2

+ ξ‖L⊗ O
′‖2 (2.7)où O

′ est l'estimée de l'objet devant minimiser la fon
tion de 
oût, L la réponseimpulsionnelle du �ltre Lapla
ien, et ξ un paramètre de régularisation permettantd'ajuster l'e�et de L. Notons que nous avons bien une fon
tion de 
oût qui meten jeu un 
ritère de ressemblan
e (i
i la somme des erreurs quadratiques des nimages) et un outils de régulation de l'e�et du bruit à travers le �ltre Lapla
ien.Il a été démontré [Goudail et 
oll., 2000℄ que la minimisation de 
ette fon
tionde 
oût présentait une solution analytique à travers l'opérateur de dé
onvolutionsuivant dans le domaine de Fourier :
Ô′(ωx, ωy) =

n∑
k=1

Ĥk(ωx, ωy) × Îk(ωx, ωy)

n∑
k=1

∣∣∣Ĥk(ωx, ωy)
∣∣∣
2

+ ξ|L(ωx, ωy)|2
(2.8)Il doit être pré
isé que les dé
onvolutions présentées par la suite ont été e�e
tuéespour une valeur de ξ minimisant le 
ritère d'erreur. Ce
i implique la réalisationd'une série de dé
onvolutions pour lesquelles le paramètre ξ varie et l'erreur estestimée. Il est 
ependant tout à fait envisageable d'automatiser 
ette pro
édure àl'instar de 
e qui a été réalisé pour les algorithmes LLS et MAP par [Coli

hioet 
oll., 2005℄ durant sa thèse au laboratoire MIPS.47



Appli
ation de la dé
onvolution n-noyaux à un système 3-fais
eaux
onfo
al
(b)ec = 0, 79.104

(a)objet (
)ec = 0, 76.104

(d)ec = 0, 75.104Fig. 2.11 � Dé
onvolution multi-noyaux 
al
ulé pour l' objet binaire (a) dont l'a
quisition aété simulée pour (b) n = 2 et θ = 0�et 90�, (
) n = 4 et θ = 0�, 45�, 90�, et 135�, (d) n = 8 et
θ variant par pas de 22, 5�.Cette méthode de dé
onvolution multi-noyaux a été appliquée aux séries d'imagesobtenues par simulations numériques. La Figure 2.11 montre l'objet binaire (a)dont l'a
quisition a été simulée pour n = 2 et θ = 0�et 90�(Fig. 2.11(b)), n = 4et θ = 0�, 45�, 90�et 135�(Fig. 2.11(
)), et �nalement pour n = 8 ave
 θ variantpar pas de 22, 5�(Fig. 2.11(d)). Si, 
omme attendu, un nombre important d'a
-quisition permet une ex
ellente re
onstru
tion de l'objet, le résultat obtenu pourune série de quatre images permet déjà une re
onstru
tion très satisfaisante.Ce résultat présente un intérêt non négligeable dans le 
adre d'un mise en ÷uvrepratique, dans la mesure où il permet d'obtenir une re
onstru
tion 
onvenable ave
un moindre nombre d'a
quisition, évitant ainsi des phénomènes de photoblan
hie-ment ou permettant tout simplement d'augmenter la vitesse d'a
quisition. Ce
iest important pour l'observation de spé
imens vivants, pouvant bouger durant un48



long pro
essus d'a
quisition. Notons que dans le 
as de spé
imens pour lesquels ilexiste une information a priori 
omme par exemple une orientation préférentiellede �bres ou des spé
imens 1-D 
omme des fragments d'ADN ou des mi
rotubules,il est tout à fait envisageable de 
hoisir des dire
tions de polarisation préférentiellesa�n de réduire le nombre d'a
quisitions tout en assurant un transfert optimal desfréquen
es de l'objet et don
 une re
onstru
tion performante.La suite de 
ette étude a été publiée en 2006 à partir de résultats simulés pourun objet binaire représentant la formule d'Abbe. Le 
hoix de 
et objet parti
ulierest un hommage à 
e s
ienti�que dont le 
entenaire de la mort avait lieu en 2005alors que 
es travaux étaient présentés au 
ongrès Fo
us on Mi
ros
opy à Jena,sa ville natale. D'autre part, 
et objet a pour avantage de présenter un géométrieplus quel
onque que la mire radiale pré
édemment utilisée. La Figure 2.12 donneles résultats obtenus pour 
et objet dont les a
quisitions et les dé
onvolutionsont été simulées de la même façon que dans la Figure 2.12. Dans la Figure 2.12l'a
quisition a été simulée pour n = 2 et θ = 0� et 90� (Fig. 2.12(b)), n = 4 et
θ = 0�, 45�, 90�et 135�(Fig. 2.12(
)), et �nalement pour n = 8 ave
 θ variant parpas de 22, 5�(Fig. 2.12(d)). 1 On peut 
onstater sur 
ette �gure que le résultat estdéjà satisfaisant pour une dé
onvolution à n = 4 noyaux.

Fig. 2.12 � Dé
onvolution multi-noyaux 
al
ulé pour un objet binaire (a) dont l'a
quisition aété simulée pour (b) n = 2 et θ = 0�et 90�, (
) n = 4 et θ = 0�, 45�, 90�, et 135�, (d) n = 8 et
θ variant par pas de 22, 5�.1Il doit être pré
isé que 
es dé
onvolutions ont été e�e
tuée pour une valeur de ξ minimisantle 
ritère d'erreur.
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E�et du bruit dans la dé
onvolution n-noyauxUn autre paramètre limitant de la dé
onvolution est la présen
e de bruit. Ene�et, le bruit peut, à travers le pro
essus de dé
onvolution, se trouver ampli�é defaçon importante, réduisant ainsi de façon drastique la qualité du résultat obtenu,jusqu'à rendre nul l'intérêt du pro
essus lui-même. Il 
onvient don
, dans le pro
édéde dé
onvolution, de déterminer le niveau de régularisation optimal en fon
tion duniveau de bruit dans l'image [Coli

hio et 
oll., 2005℄.Dans le 
as de la dé
onvolution à plusieurs noyaux, le 
as est plus favorable.En e�et, on peut 
onsidérer que 
haque image d'une série est enta
hée d'uneréalisation de bruit di�érente. [Goudail et 
oll., 2000℄ ont étudié l'avantage quereprésente l'appro
he de la dé
onvolution à plusieurs noyaux quant à la robustesseau bruit dans le 
as d'une dé
onvolution à deux noyaux. Les auteurs mettent enéviden
e l'e�et positif du moyennage du bruit permit par 
ette appro
he. En e�et,
ette dernière est basée en partie sur l'addition des di�érentes images de la série(Eq. (2.8)). Par 
onséquent, il est envisageable d'augmenter la robustesse au bruiten augmentant le nombre d'images a
quises ave
 di�érentes fon
tions de trans-fert. L'avantage que présente la dé
onvolution à plusieurs noyaux asso
iée à unete
hnique d'illumination permettant des RIO de largeur réduite, est don
 double :augmenter la résolution �nale par la 
ombinaison d'information obtenues à traversplusieurs vues d'une même s
ène, mais aussi diminuer la sensibilité au bruit dupro
édé de dé
onvolution.Dans les Figures 2.13(b-d), sont représentées les simulations de l'a
quisitionde l'objet représenté dans la Figure 2.12(a) 
al
ulées pour des réalisations debruit dont les rapports signal sur bruit sont di�érents et pour une illuminationà trois fais
eaux, une déte
tion 
onfo
ale et une même orientation de la polari-sation θ = 90 �. Les Figures 2.13(e-g) montrent le résultat des dé
onvolutions4-noyaux basées sur des série de 4 images simulées pour des noyaux orientés à
θ = 0�, 45�, 90�et 135�, et un rapport signal à bruit de 20 dB et 3 dB respe
ti-vement. A titre de 
omparaison, les Figures 2.13(h-j) montrent le résultat d'unedé
onvolution mono-noyau sur des images simulant une a
quisition 
onventionnelleen mi
ros
opie 
onfo
ale pour une RIO 
lassique obtenue pour une polarisation lelong de l'axe x ave
 les même rapports signal à bruit.Les dé
onvolutions à un noyau ont été obtenues simplement en utilisant l'équa-tion (2.8) ave
 n = 1. Dans le but d'obtenir une 
omparaison équitable, les Fi-gures 2.13(h-j) représentent la moyenne de quatre dé
onvolutions pour quatreimages simulées ave
 quatre réalisations de bruit di�érentes, a�n de réduire l'e�etdu bruit 
omme le fait la dé
onvolution à plusieurs noyaux.50



Fig. 2.13 � Comparaison de la dé
onvolution multi-noyaux ave
 une RIO rétré
ie latéralementet une dé
onvolution mono-noyau ave
 une RIO 
onfo
ale 
lassique, pour di�érents niveaux debruit : sans bruit, S/B = 20 dB et S/B = 3 dB. (a) Objet, (b)-(d) : simulations de l'a
quisitionave
 une RIO 
onfo
ale 3-fais
eaux orientée à θ = 90�respe
tivement sans bruit (b) et ave
 unrapport signal à bruit de 20 dB (
) et 3 dB (d). (e-g) dé
onvolutions 4-noyaux 
orrespondantes.(h-j) moyennes 
orrespondantes de 4 dé
onvolutions mono-noyau.Pour 
ha
un des 
as envisagés, le résultat de la dé
onvolution à 4 noyaux sembledonner un résultat de meilleure qualité que la dé
onvolution à un seul noyau : unexamen détaillé montre par exemple que la qualité du résultat obtenu dans laFigure 2.13(i) pour une dé
onvolution à un noyau et pour un rapport signal surbruit de 20 dB est 
omparable à 
elui obtenu dans la Figure 2.13(g) mais pourune dé
onvolution à noyaux multiple et pour un rapport signal sur bruit de 3 dB.Cependant, 
e 
ritère visuel ne peut-être retenu en raison de sa subje
tivité. C'estpourquoi un 
ritère quantitatif mesurant l'é
art du résultat de la dé
onvolution etl'objet doit être 
al
ulé.Choix du paramètre de régularisationComme il a été pré
isé, la valeur 
hoisie pour le paramètre de régularisation ξimporte sur les résultats obtenus lors de la dé
onvolution. Il 
onvient don
 d'étudierl'e�et de la variation de 
e paramètre sur la qualité de la re
onstru
tion et 
e enfon
tion des niveaux de bruit simulés. 51



Sur la Figure 2.14, sont représentées les valeur du 
ritère d'erreur (ce) entre lesimages dé
onvoluées et l'objet d'origine en fon
tion du paramètre de régularisa-tion ξ pour les deux méthodes de dé
onvolution 4-noyaux(trait plein) et mono-noyau(tirets) et pour deux valeur du rapport signal à bruit S/B = 20 dB(a) et
S/B = 3 dB(b).L'analyse des 
ourbes de la Figure 2.14 montre que la valeur optimum de ξest di�érente pour 
haque type de dé
onvolution. Cependant, on pourra noter quepour des valeurs de ξ optimales la valeur de l'erreur dans le 
as de la dé
onvolutionà noyaux multiple est inférieur au 
as de la dé
onvolution à un noyau et 
e pourles deux niveaux de bruit. Ce 
onstat est identique dans le 
as d'images sans bruit.
PSfrag repla
ements

(a) (b)
cece

log10ξlog10ξFig. 2.14 � Courbes donnant le 
ritère d'erreur entre l'objet original et le résultat de dé
on-volution en fon
tion du paramètre de régularisation ξ. Comparaison entre une dé
onvolutionmono-noyau (tirets) et une dé
onvolution 4-noyaux pour une RIO 
onfo
ale 3-fais
eaux (traitplein). (a) S/B = 20 dB, (b) S/B = 3 dB. Le re
tangle en pointillé indique les limites du do-maine pour lequel, à une valeur de ξ donnée, la dé
onvolution multi-noyaux, donne une erreurinférieure à 
elle obtenue pour la dé
onvolution mono-noyau.On pourra aussi noter, sur la Figure 2.14, que la valeur de l'erreur pour unedé
onvolution à plusieurs noyaux est inférieure à l'erreur obtenue pour une dé
on-volution mono-noyau sur une large plage de ξ. Ce
i montre que la dé
onvolution àplusieurs noyaux, même si elle n'est pas réalisée à son optimum, donne de meilleursrésultats que la dé
onvolution à un noyau. C'est un résultat important sur le planpratique. En e�et, dans le 
adre d'une utilisation d'un tel algorithme par des non-spé
ialistes, la marge de man÷uvre dans la re
her
he d'une valeur optimale duparamètre de régularisation est ampli�ée.Ces 
onstatations 
on�rment pour le 
as de RIO asymétriques les résultats ob-tenus par [Goudail et 
oll., 2000℄ pour des RIO symétriques, mais de tailles di�é-rentes. 52



E�et d'une erreur de RIOUne autre propriété de la dé
onvolution mutli-noyaux mise en éviden
e parGoudail (et 
oll.) 
on
erne la robustesse par rapport à la 
onnaissan
e exa
te dela RIO utilisée pour la dé
onvolution.Il paraît évident que la qualité de la dé
onvolution ave
 l'algorithme que nousavons 
hoisi, dépend de la 
onnaissan
e du noyau à utiliser, 
'est à dire la RIOdu système. En raison de l'impré
ision des modèles, ou de la qualité des mesurese�e
tuées, 
ette 
onnaissan
e de la RIO du système est toujours enta
hée d'uneerreur d'estimation. Il existe don
 un dé
alage entre la RIO réelle du système etla RIO supposée, utilisée pour la dé
onvolution.

PSfrag repla
ements ce

log10ξFig. 2.15 � Courbes donnant le 
ritère d'erreur entre l'objet original et le résultat de dé
onvo-lution en fon
tion du paramètre de régularisation ξ et d'une erreur d'estimation systématique surl'angle de la RIO servant à la dé
onvolution pour un rapport signal à bruit de S/B = 3 dB.Traitplein épais : dé
onvolution 4-noyaux sans erreur. Trait plein gris : équivalent pour mono-noyau.Trait plein : erreur de 5�. trait pointillé : erreur de 10�. Trait tirets : erreur de 15�. Trait mixteerreur de 20�.Par exemple dans le montage que nous simulons, l'obtention d'une série de nimages passe par n rotations du spé
imen par rapport au système. Mais on peutsupposer que, dans la pratique, il pourrait exister une erreur dans l'in
rémentd'angle entre 
haque image. La série des n RIO utilisées pour la dé
onvolutiondi�ère alors de la série des n RIO réelles. A�n d'étudier l'e�et d'une erreur d'esti-mation de la série de RIO utilisée pour la dé
onvolution, nous avons appliqué au
as d'une a
quisition d'une série de 4 images a
quises pour θ = 0�, 45�, 90�, 135�et 135�une dé
onvolution ave
 une erreur systématique sur l'angle théorique des53



RIO de la série. La Figure 2.15(a) montre l'erreur en fon
tion de ξ 
al
ulée entrel'objet d'origine et le résultat d'une dé
onvolution mono-noyau 
omparée aux 
asde dé
onvolution 4-noyaux pour lesquels on a appliqué diverses erreurs systéma-tiques d'angle de la RIO de dé
onvolution par rapport à la RIO de simulation,pour des simulations réalisées ave
 un rapport signal à bruit de 3 dB.On peut noter en analysant 
es 
ourbes qu'omis pour les faibles valeurs de ξ pourlesquelles la dé
onvolution multi-noyaux ne donne pas de solution satisfaisante,l'erreur résiduelle est beau
oup plus faible pour la dé
onvolution multi-noyauxque pour une dé
onvolution mono-noyau et 
e même dans le 
as d'une forte erreursur l'angle de la RIO de dé
onvolution par rapport à la RIO de simulation.
(a) (b) (
) (d)Fig. 2.16 � (a) É
helle des intensités normalisées. (b) RIO 
onfo
ale à 3 fais
eaux. (
) RIOéquivalente pour dé
onvolution 2-noyaux, (d) RIO équivalente 4-noyaux.Ce résultat surprenant peut s'expliquer par l'observation des RIO équivalentes.D'après l'observation de l'équation 2.8 on peut dé�nir la RIO équivalente 
ommela somme des n RIO 
onsidérées. La Figure 2.4.2 donne la RIO équivalente d'unsystème d'a
quisition (a) à une RIO, (b) deux RIO et (
) quatre RIO. Cettedernière présente une symétrie 
ir
ulaire qui s'explique par le fait que les zones
entrales de 
ha
une des RIO sont ampli�ées par le pro
édé d'addition. Ainsi, uneerreur systématique dans l'estimation de l'angle entre le système et l'objet, est
ompensé par 
ette symétrie, même pour des erreurs angulaires élevées.On peut également noter sur la Figure 2.15 que l'erreur dans le 
as d'une dé-
onvolution à noyaux multiples ave
 erreur d'estimation sur le noyau, demeureinférieure à 
elle d'une dé
onvolution mono-noyau, et 
e pour un large intervalledu paramètre ξ. Ce qui signi�e que la dé
onvolution à noyaux multiples et à lafois robuste à une erreur d'estimation de la RIO et dans le 
hoix du paramètre ξoptimal. 54



Perspe
tives d'évolutionNous avons montré que l'utilisation d'une illumination par interféren
e de fais-
eaux fo
alisés permettait d'améliorer la résolution latérale par un fa
teur deuxdans le 
as d'un mi
ros
ope 
onfo
al. Comme il a été montré, 
e gain en résolutionne peut être obtenu que dans une seule dire
tion, en raison des e�ets de polari-sation sur les fais
eaux fo
alisés. Nous venons de montrer qu'il était possible de
ombiner 
ette te
hnique ave
 une méthode de dé
onvolution à plusieurs noyauxde sorte à obtenir une résolution améliorée à la fois le long des axes x et y.Il faut bien noter que la te
hnique d'illumination par interféren
e de trois fais-
eaux fo
alisés [Haeberlé et Simon, 2006 ; Simon et Haeberlé, 2006℄ qui a été dé
ritedans 
e 
hapitre présente un gain en résolution latéral tout à fait 
omparable à
elle de l'illumination stru
turée linéaire qui né
essite également une série d'a
qui-sitions sous di�érentes 
onditions. D'autre part, la te
hnique d'illumination stru
-turée non-linéaire permet un gain en résolution en
ore plus important. L'avantageque présente 
es dernières te
hniques, 
omparativement à l'illumination 3-fais
eaux
onfo
ale, tient au fait qu'il s'agit de te
hniques en 
hamps large. il n'y a pas derejet de photons par le pinhole, 
e qui présente un intérêt 
ertain dans le 
as del'utilisation de �uorophores sensibles au phénomène de photoblan
hiement.Cependant, si la te
hnique 3-fais
eaux 
onfo
ale que nous présentons peut s'avé-rer limitée vis-à-vis des phénomènes de photoblan
hiement, elle présente l'avantaged'être 
ompatible ave
 les te
hniques d'illumination bi-photon, impossible à mettreen ÷uvre dans le 
as de l'illumination stru
turée en raison de la puissan
e né
es-saire pour induire l'e�et bi-photon. Notons également que dans la mi
ros
opiebi-photon, il existe une perte de résolution latérale due au doublement de la lon-gueur d'onde d'illumination, qui n'est pas 
ompensé par l'élévation au 
arré de sonintensité de la RIO d'illumination. La méthode que nous avons présentée permet-trait de 
ompenser en partie 
ette perte de résolution latérale due à l'ex
itationbi-photon.L'idée qui 
onsiste à utiliser une interféren
e de fais
eaux a�n de 
réer une illu-mination stru
turée a également été appliquée au 
as de la mi
ros
opie TIRF, onparle alors de mi
ros
opie SW-TIRF2 [Chung et 
oll., 2006℄. Ce montage 
onsisteà 
réer une illumination en faisant interférer deux fais
eaux qui génèrent l'illumi-nation par ondes évanes
entes stru
turée. La Figure 2.17 montre les RIO mesuréepour un mi
ros
ope TIRF 
lassique (a) et un mi
ros
ope SW-TIRF. Ce derniertype de mi
ros
opie fourni une RIO étroite ave
 deux lobes latéraux qui présentent2SW-TIRF : Standing Wave-Total Internal Re�exion Fluores
en
e55



Fig. 2.17 � RIO mesurées pour un mi
ros
ope TIRF standard (a) et un mi
ros
ope SW-TIRFà une dire
tion. La largeur à mi-hauteur de la RIO en TIRF 
lassique a été mesurée à 272 nm
ontre 119 nm pour la RIO TIRF à illumination stru
turée [Chung et 
oll., 2006℄.

Fig. 2.18 � Images expérimetnales de �uorophores déposés sur une surfa
e. On voit sur (a) plan
x−y illumination STED, (b) le même spé
imen imagé à travers un système 
onfo
al 
lassique, (
)présente une dé
onvolution de l'image (a). On peut noter que 
ertaines molé
ules sont présentesen (a) et non en (b) en raison du phénomène de photo-blan
hiement. La te
hnique permet unerédu
tion d'un fa
teur 5 de la largeur à mi-hauteur de la RIO le long de l'axe x. Image extraitede [Westphal et 
oll., 2003℄.des 
ara
téristiques assez similaires à la RIO 
onfo
ale 3-fais
eaux que nous avonsétudiée dans 
e 
hapitre. L'équipe qui a mis en pla
e 
ette nouvelle méthode ad'ailleurs étendu son prin
ipe en réalisant deux enregistrements su

essifs ave
 ro-tation de 90�du spé
imen, les images étant alors simplement moyennées. Il seraitdon
 intéressant d'adapter les te
hniques de dé
onvolution multi-noyaux à 
e typede mi
ros
opie.Parmi les meilleurs résultats obtenus en terme de résolution, on trouve la mi
ro-s
opie STED, qui peut aussi utiliser une RIO d'illumination asymétrique résultantd'une illumination fo
alisée subissant une dépletion par un fais
eaux STED pré-sentant une vallée de dépletion dans une dire
tion [Westphal et 
oll., 2003℄. Grâ
eà 
ette méthode, une résolution de l'ordre de 40 nm a pu être obtenue et améliorée56



à 28nm par dé
onvolution. Ce résultat n'est don
 possible que selon une dire
-tion seulement. La Figure 2.18 présente des RIO mesurées pour (a) un mi
ros
opeSTED, (b) un mi
ros
ope 
onfo
al 
lassique, (
) le résultat d'un �ltrage linéaire
al
ulé au moyen d'une RIO isolée. On peut voir sur 
ette �gure qu'il existe bienune asymétrie de la RIO. Pour le 
as où il serait possible d'obtenir via 
ette te
h-nique une série d'images pour di�érentes orientations de 
ette vallée de dépletion,la méthode de dé
onvolution multi-noyaux pourrait alors servir à re
onstruire unspé
imen 2-D ave
 la résolution obtenue en 1-D.La dé
onvolution multi-noyaux peut don
 être adaptée à tous 
es types de mi-
ros
opie permettant une amélioration de la résolution transversale. Cependant, larésolution longitudinale est quant à elle in
hangée, 
e qui fait que 
ette te
hnique nes'adapte qu'à des spé
imens très peu épais. Toutefois, le mi
ros
ope 
onfo
al, dansle 
as d'une utilisation ave
 des obje
tifs de forte ouverture numérique, présenteune résolution anisotrope. Dans le 
as où l'on pourrait faire l'a
quisition d'unesérie d'images 3-D du spé
imen sous di�érents angles (en plaçant, par exemple, lespé
imen dans un mi
ro-tube identique à 
elui utilisé dans [Kiku
hi et 
oll., 1996℄,mais i
i, en le faisant tourner au lieu d'utiliser un double système d'imagerie) uneextension de la dé
onvolution multi-noyaux à la 3-D permettrait de re
onstruireune image 3-D présentant une résolution isotrope améliorée.Il existe une autre te
hnique à laquelle la dé
onvolution multi-noyaux pourrait
onvenir. Il s'agit de la mi
ros
opie à axe d'imagerie multiple (MIAM3) [Swogeret 
oll., 2003℄. Dans les 
as les plus 
ourant, l'imagerie de spé
imens de taille im-portante passe par l'utilisation d'obje
tif ayant une grande distan
e de travail.Cependant, dans 
e type de mi
ros
opie, les images obtenues présentent une mau-vaise résolution le long de l'axe optique du fait que la RIO de tels obje
tifs présenteune importante élongation le long de 
et axe. Dans la te
hnique MIAM, l'image estobtenue à travers un jeu de 4 obje
tifs pla
és dans une 
on�guration tetraédriquedans le but d'obtenir des images du spé
imen selon 4 dire
tions. Les 4 images 3-Drésultantes sont alors re
ombinées de sorte que le défaut de résolution le long del'axe optique d'un obje
tif soit 
ompensé par la meilleure résolution latérale des 3autres. Dans l'arti
le original [Swoger et 
oll., 2003℄, 
ette re
onstru
tion 
onsistesimplement à sommer les images obtenues à travers 
ha
un des obje
tifs. Cettesituation représente en fait une extension 3-D de 
elle que nous avons envisagéeà travers l'illumination 3-fais
eaux. Une extension, en
ore à réaliser, de la dé
on-volution multi-noyaux pourrait don
 apporter une solution intéressante pour letraitement des images obtenues via 
ette te
hnique.3MIAM : Multiple Imaging Axis Mi
ros
opy57



Fig. 2.19 � Appli
ation de l'illumination 3-fais
eaux à la mi
ros
opie 4Pi A. Le �gures pré-sentent les plans transversaux (a-d) et longitudinaux (e-h) de (a,e) : RIO 
onfo
ale 
lassique.(b-f) : RIO 
onfo
ale 4Pi A. (
-g) RIO ave
 illumination 3 fais
eaux et 4Pi A 
ombinée. (d-h) RIO3-fais
eaux-4Pi A 
onfo
ale. (NA = 1, 2 ex
itation et déte
tion respe
tivement à λill = 400 nm,
λdet = 500 nm).La mi
ros
opie à illumination par séle
tion de plan (SPIM4) [Huisken et 
oll.,2004℄ est une autre te
hnique permettant d'imager de grand spé
imen ave
 unehaute résolution. Dans 
ette te
hnique, une grande série d'images du même spé-
imen sous di�érents angles est a
quise au moyen d'un support rotatif. Bien que
ette 
ette te
hnique utilise des obje
tifs à longue distan
e de travail, la résolutionobtenue à la déte
tion est quasi isotrope grâ
e à un système d'illumination parséle
tion de plan obtenue au moyen d'une lentille 
ylindrique. Toutefois une légèreanisotropie peut subsister, en raison de la �nesse du plan illuminé ainsi que del'ouverture numérique de l'obje
tif. Pour 
ette te
hnique également, l'utilisationd'une dé
onvolution multi-noyaux 3-D permettrait sans doute d'obtenir au �nalune résolution isotrope tout en réduisant le nombre d'images né
essaires.D'autre part, l'utilisation d'une illumination par interféren
e de fais
eaux fo
a-lisé peut théoriquement être 
ombinée ave
 le phénomène d'interféren
es longitu-dinales observées dans un montage utilisant deux obje
tifs opposés frontalement,
omme dans la mi
ros
opie de type 4Pi de type A. Les Figures 2.19(a,e) et 2.19(b,f)montrent respe
tivement les plans transversaux et longitudinaux pour un mi
ro-s
ope 
onfo
al 
lassique et un mi
ros
ope de type 4Pi A. La Figure 2.19(
,g)montre la RIO d'illumination d'un mi
ros
ope 4Pi A 
ombiné ave
 une illumi-nation 3-fais
eaux et la Figure 2.19(d,h) la RIO 
onfo
ale 
orrespondant à un telmontage (Ces RIO ont été 
al
ulée pour un obje
tif à immersion à eau d'ouverture4SPIM : Sele
tive Plane Illumination Mi
ros
opy58



numérique NA = 1.2 et une longueur d'onde d'illumination λill = 400 nm et unedéte
tion à λdet = 500 nm. L'observation de 
es �gures montrent que les lobeslatéraux sont plus atténués que les lobes longitudinaux. Cependant, une te
hniquede �ltrage numérique éprouvée permet de supprimer 
es lobes longitudinaux [Hell,1997℄. Ces simulations montrent qu'il est don
 envisageable d'obtenir un gain si-multané le long des axes y et z. Une série d'a
quisition multiples et une 
ombinaisonave
 une dé
onvolution multi-noyaux devrait alors permettre un gain en résolutionselon les trois dimensions. Notre te
hnique étant don
 
ompatible ave
 la mi
ro-s
opie 4Pi, on peut tout à fait envisager de l'utiliser dans les montages existant demi
ros
opie 4Pi bi-photon. Ce
i permet alors à la fois de s'a�ran
hir du problèmedes lobes longitudinaux, tout en minimisant la perte de résolution latérale.Dans 
e 
hapitre, nous avons étudié des méthodes numériques permettant d'amé-liorer la résolution d'un système 
onfo
al 3-fais
eaux de façon isotrope. La te
h-nique de fusion par moyenne semble peu adaptée à 
e 
as. La te
hnique de fu-sion FIF apporte déjà des améliorations sensibles. La te
hnique de dé
onvolutionà noyaux multiples apporte une amélioration très notable. L'étude portait sur desRIO provenant d'un système d'illumination que nous avons proposé dans le pre-mier 
hapitre. Cependant nous avons également vu que de nombreuses te
hniquesde mi
ros
opie 2D ou 3D présentaient des RIO asymétriques et pourraient 
onsti-tuer d'autres appli
ations possibles aux méthodes numériques que nous avons étu-diées.
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Deuxième partieÉtude et mise en ÷uvre d'unmi
ros
ope tomogaphique optiquedi�ra
tif
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Chapitre 3Tomographie di�ra
tive optique :rappels théoriquesDans le premier 
hapitre, nous avons présenté un ensemble de te
hniques per-mettant d'améliorer la résolution en mi
ros
opie de �uores
en
e. Parmi 
elles-
i,une méthode originale utilisant une illumination stru
turée pour améliorer la réso-lution latérale a été proposée. Dans le deuxième 
hapitre, nous avons présenté desméthodes numériques de restauration des images simulées pour un tel système.Il existe toute une palette de te
hniques permettant l'amélioration de la résolu-tion en mi
ros
opie de �uores
en
e. D'autre part, les méthodes de dé
onvolutionont pour but de re
onstruire le plus �dèlement possible les données de départ. Ilfaut noter que 
es deux appro
hes sont parallèles et 
omplémentaires. Les nouvelleste
hniques de mi
ros
opie de �uores
en
e permettent d'améliorer la résolution tan-dis que les te
hniques de dé
onvolution apportent en
ore un gain supplémentairesur la qualité des images obtenues.L'élément 
lef des te
hniques de dé
onvolution que nous avons présentées est la
onnaissan
e de la RIO (à l'ex
eption des te
hniques dites aveugles ou myopes[Holmeset O'Connor, 2000 ; Holmes, 1992 ; Ma
Callum, 1990℄). Il existe deux voies pos-sibles pour y a

éder. La première 
onsiste à prendre en 
ompte les 
ara
téristiquesphysiques du système d'a
quisition à travers des modèles de formation d'image.La deuxième se base sur une mesure de la RIO dans des 
onditions pro
hes de
elles ren
ontrées au 
ours de l'a
quisition. Dans un 
as 
omme dans l'autre, denombreux paramètres doivent être pris en 
ompte : ouverture numérique de l'ob-je
tif, longueur d'onde, propriétés optiques des milieux et interfa
es séparant lespé
imen de l'obje
tif (lamelle, milieu d'immersion). Cependant, le spé
imen ob-servé est 
onsidéré 
omme optiquement homogène. On suppose alors que la RIOest invariante dans l'image. Il 
onvient de véri�er 
ette hypothèse.61



Fig. 3.1 � Images en mi
ros
opie DIC (à gau
he) et de �uores
en
e (à droite) obtenues pourun ma
rophage de type J774 marqué ave
 des billes de latex et de la F-a
tin2La Figure 3.1 présente deux images d'un même ma
rophage. La première (surla gau
he) a été obtenue en mi
ros
opie DIC 3, la deuxième ave
 un mi
ros
ope de�uores
en
e 
lassique. La mi
ros
opie DIC est basée sur la 
réation d'un 
ontrastepar interféren
e en fon
tion des variations de phase que subit la lumière en tra-versant le spé
imen. Cette variation de phase traduit la nature inhomogène duspé
imen d'un point de vue optique. En revan
he, la mi
ros
opie de �uores
en
eest basée sur l'ex
itation d'une molé
ule dont on déte
te la lumière émise par �uo-res
en
e. Dans 
e 
as, et parti
ulièrement lors de la mise en ÷uvre d'algorithmesde dé
onvolution, on 
onsidère en fait le spé
imen 
omme homogène.

Fig. 3.2 � Coupe selon le plan x, z d'une image de 
ellules obtenue par rétro-di�usion. Les
ellules sont pla
ées entre lame et lamelle. L'image de l'interfa
e supérieure est droite et lisse,
elle de l'interfa
e inférieure ne l'est pas. Ce
i donne une indi
ation sur les propriétés optiquesdes 
ellules sur une profondeur importante. Image extraite de [Pawley, 2002℄.2sour
e : http://www.biologie.uni-rosto
k.de/tierphysiologie/Arbeitsgruppen/Motorenzyme/Resear
h/Latex-infe
tedJ774.jpg3DIC : Di�erential Interferen
e Contrast, mi
ros
opie à 
ontraste de phase di�érentiel.62



La Figure 3.2 présente une 
oupe longitudinale d'une image 3D de 
ellules,obtenue par rétro-di�usion. Les 
ellules sont pla
ées entre lame et lamelle. L'imagede l'interfa
e entre le spé
imen et la lamelle supérieure est droite et lisse, 
e quin'est pas le 
as pour l'interfa
e inférieure. Les déformations observées dans l'imagede la lame sont dues aux propriétés optiques des 
ellules.Fa
e au problème que représente les aberrations dues au spé
imen, deux ap-pro
hes sont possibles.La première est inspirée de l'astronomie. Dans 
e domaine, la turbulen
e at-mosphérique qui dégrade l'image est 
ompensée par l'utilisation d'une optiqueadaptative. La 
orre
tion dynamique du front d'onde assure alors une stabilitéde l'image durant le temps de pose. Cette 
orre
tion est généralement e�e
tuée àl'aide d'un miroir déformable et est 
ontr�lée par un analyseur de front d'onde. Ilest alors né
essaire d'utiliser un point de référen
e qui peut-être une étoile 
onnueou une étoile � arti�
ielle � 
réée par un laser.En mi
ros
opie, 
e genre de te
hniques peut paraître plus fa
ile à mettre en÷uvre étant donné la nature quasi-statique du spé
imen vis-à-vis du temps depause. La di�
ulté réside en fait dans l'absen
e d'une référen
e permettant deréaliser la 
orre
tion. Il a été proposé une méthode d'optique adaptative appliquéeau 
as du mi
ros
ope multi-photon [Marsh et 
oll., 2003℄. Dans 
e montage, le
ritère permettant le 
ontr�le est l'intensité mesurée sur le photomultipli
ateur.Il s'agit 
ependant d'une te
hnique assez di�
ile à mettre en ÷uvre. En e�et,dans la mi
ros
opie 
onfo
ale par exemple, le fais
eau d'illumination et la lumièredéte
tée subissent les aberrations à l'aller et au retour dans le spé
imen. D'autrepart la bou
le de 
ontre-réa
tion du système doit pouvoir 
onverger rapidementen raison du balayage né
essaire à l'a
quisition de l'image, 
ontrairement au 
asde l'astronomie.Une autre appro
he possible 
onsiste à 
orriger numériquement les images. Ce
iné
essite d'avoir une distribution spatiale de la RIO au sein du spé
imen, ainsiqu'un algorithme de dé
onvolution dit adaptatif qui prend en 
ompte la non-invarian
e de la RIO. Un tel algorithme a été mis au point au sein de notre labo-ratoire au 
ours des travaux de thèse de Colli
hio [Coli

hio, 2004℄. La prin
ipaledi�
ulté de 
ette appro
he tient à l'obtention de la distribution de RIO au seindu spé
imen.Si la mesure dire
te de 
ette distribution parait te
hniquement di�
ile, il esttout à fait envisageable de la 
al
uler en étendant les modèles 
ités pré
édemment,63



aux 
as de fo
alisation et de déte
tion dans des milieux inhomogènes [Haeberleet Simon, 2004℄. Il devient alors né
essaire de mesurer la distribution des indi
esoptiques au sein du spé
imen. Connaissant les propriétés optiques du spé
imen,on pourrait alors envisager une 
orre
tion numérique des images de �uores
en
e.En 1969, Wolf a établi, dans le 
adre de la première approximation de Born, unlien entre l'amplitude et la phase de l'onde di�usée par un objet semi-transparent etla distribution des indi
es optiques au sein de 
et objet [Wolf, 1969℄. Il propose alorsune te
hnique d'imagerie en deux étapes. La première étape utilise l'holographiepour enregistrer à la fois en amplitude et en phase l'onde di�usée par le spé
imen.La se
onde 
onsiste à re
onstruire par des méthodes numériques, la distributiond'indi
e optique dans l'objet en trois dimensions. Cette te
hnique a été jusqu'àré
emment peu explorée en raison du volume des 
al
uls imposés par l'étape dere
onstru
tion. Les progrès réalisés dans le domaine des 
apa
ités de 
al
ul desordinateurs permettent désormais de 
on
rétiser 
es deux étapes. La se
onde partiede notre étude portera don
 sur le 
adre théorique de 
ette méthode et sa miseen ÷uvre à travers un montage expérimental permettant de la 
oupler ave
 lami
ros
opie 
onfo
ale.3.1 Enregistrement de l'onde di�uséeLa première étape de la méthode proposée par [Wolf, 1969℄ pour imager desobjets semi-transparents 
onsiste don
 à enregistrer l'onde di�usée par l'objet àla fois en amplitude et en phase. Ce
i né
essite la mise en oeuvre d'une te
hniqueparti
ulière, dans la mesure où les 
apteurs existants ne sont sensibles qu'à desdistributions d'intensité, tout au moins dans le domaine optique.La te
hnique permettant d'enregistrer une onde lumineuse à la fois en ampli-tude et en phase a été proposée en 1949 par [Gabor, 1949℄. Cette te
hnique, toutd'abord appelée re
onstru
tion de front d'onde, est aujourd'hui 
onnue sous le nomd'holographie. Le prin
ipe général 
onsiste à utiliser une onde de référen
e 
onnueinterférant ave
 l'onde di�usée que l'on 
her
he à enregistrer.La �gure 3.3 présente de façon s
hématique une 
on�guration simple d'enregis-trement d'image holographique. L'onde in
idente uuui(rrr) illumine l'objet di�usant.L'onde di�usée par l'objet uuu(rrr) interfère ave
 une onde de référen
e uuur(rrr). Le motifd'interféren
e est enregistré en intensité au niveau du 
apteur et l'intensité s'é
rit
64



 

PSfrag repla
ements uuui

uuu

uuur

objet

diffusant
capteurFig. 3.3 � S
héma de prin
ipe de l'holographiealors :

I(x, y) = |uuu(x, y)|2 + |uuur(x, y)|2︸ ︷︷ ︸ordre 0

+uuu(x, y)uuu∗

r(x, y)︸ ︷︷ ︸ordre objet +uuu∗(x, y)uuur(x, y)︸ ︷︷ ︸ordre objet 
onjugué (3.1)L'expression 3.1 permet de distinguer 3 
omposantes : un ordre 0 ou termequadratique, un ordre objet et un ordre objet 
onjugué. La te
hnique permetbien d'obtenir un enregistrement dont l'intensité trans
rit l'amplitude de l'ondeobjet. Cependant, le lien n'est pas dire
t et il 
onvient de passer par une étapesupplémentaire pour remonter à l'information souhaitée.Dans une 
on�guration appelée holographie en ligne, on n'utilise pas d'onde deréféren
e séparée. C'est l'onde d'illumination qui sert de référen
e. Il faut alorsposer une 
ondition forte sur l'objet qui doit être faiblement di�usant. Dans 
e
as, on pourra 
onsidérer que l'amplitude de l'onde di�usée est négligeable visà vis de l'onde d'illumination. C'est une te
hnique robuste et rapide de mise en÷uvre mais dont les 
hamps d'appli
ations sont limités en raison des 
onditionsimposées sur la nature de l'objet. En optique, on préfère généralement utiliser uneonde de référen
e séparée.L'onde de référen
e peut-être 
onsidérée 
omme une porteuse modulant le signaltransmis par l'onde di�usée, le problème 
onsistant à retrouver l'amplitude 
om-plexe de l'onde objet se ramène alors à une démodulation. Une méthode 
ourante
onsiste à démoduler en réalisant un �ltrage spatial : 
'est l'holographie hors-axe.Cette méthode permet d'enregistrer le front d'onde ave
 l'a
quisition d'un seulhologramme. Cependant l'opération de �ltrage spatial limite le 
hamps utile.65



Une autre méthode, appelée holographie à dé
alage de phase 
onsiste à utiliserdes sauts de phase 
onnus su

essifs de l'onde de référen
e ou de l'onde illumi-nant l'objet [Yamagu
hi et Zhang, 1997℄. Une série de n hologrammes est ainsienregistrée. Pour n ≥ 3, il existe une 
ombinaison linéaire des éléments de la sériepermettant de retrouver l'amplitude 
omplexe de l'onde objet.Parmi les 
ombinaisons possibles des hologrammes d'une série, la plus dire
teen termes de 
al
ul est 
elle qui prend en 
ompte une série de 4 hologrammes.Cette solution implique un déphasage de π
2
entre 
haque hologramme. Le kièmehologramme a don
 subit un déphasage de (kπ
2

) et s'é
rit :
Ik(x, y) = |uuu(x, y)|2 + |uuur(x, y)|2 + uuu(x, y)uuu∗

r(x, y)e−jkπ/2 + uuu∗(x, y)uuur(x, y)ejkπ/2(3.2)où l'on 
onsidère que 
'est l'onde de référen
e qui a subi le déphasage. Les 4hologrammes de la série s'é
rivent don
 si µ = +u(x, y)u∗

r(x, y) :
I0 = |uuu(x, y)|2 + |uuur(x, y)|2 + µ + µ∗

I1 = |uuu(x, y)|2 + |uuur(x, y)|2 + −jµ + jµ∗

I2 = |uuu(x, y)|2 + |uuur(x, y)|2 − µ − µ∗

I3 = |uuu(x, y)|2 + |uuur(x, y)|2 + jµ − jµ∗ (3.3)Il vient alors :
I0 − I2 = 4ℜ(µ)

I3 − I1 = 4jℑ(µ) (3.4)L'onde de référen
e uuur étant supposée 
onnue en amplitude et en phase, uuu se déduitdire
tement par simple division, et l'on obtient :
uuu =

(I0 − I2) + (I3 − I1)

4ur
(3.5)Notons qu'il est possible de réaliser un enregistrement simultané pour di�érentesvaleurs du déphasage en utilisant un montage péris
opique divisant le fais
eau en

4. Chaque fais
eau ainsi obtenu est alors déphasé par une lame de phase [Dunsbyet 
oll., 2003℄. Cette te
hnique présente l'avantage d'être plus robuste sur le dé-phasage réalisé. Cependant, il y a né
essité dans 
e 
as d'utiliser un 
apteur d'en-registrement 4 fois plus grand. 66



Que l'on utilise l'holographie à dé
alage de phase ou l'holographie hors-axe, laqualité de la restitution de uuu dépend de la 
onnaissan
e de uuur. Les 
onditionsexpérimentales entraînent la plupart du temps une erreur sur la 
onnaissan
e de
uuur. Ce
i entraîne don
 des erreurs dans le 
al
ul de uuu. Il existe 
ependant desméthodes numériques qui permettent de 
orriger le front d'onde �nal en prenanten 
ompte 
es erreurs [Charrière et 
oll., 2006a℄.La première étape de la méthode proposée par [Wolf, 1969℄ est don
 réalisée enmettant en oeuvre une te
hnique d'holographie numérique à dé
alage de phase.L'étape suivante 
onsiste à re
onstruire numériquement la fon
tion objet à partirde la solution trouvée pour uuu.3.2 Re
onstru
tion de l'objet3.2.1 Equation de Helmoltz et première Approximation deBornConsidérons un objet illuminé par une onde plane mono
hromatique uuui(rrr) sepropageant selon le ve
teur kkki que nous é
rirons kkki = ksss0 ave
 k = 2π/λ et
sssO = (m0, p0, q0) a�n de se 
onformer aux notations de la référen
e [Wolf, 1969℄.L'expression de uuui est donnée par :

uuui(rrr) = e(iksss0rrr) (3.6)On 
onsidère uuui illuminant un objet transparent ou semi-transparent. Posons uuu(rrr)le 
hamp résultant à la position pointée par le ve
teur rrr. Ce 
hamp peut s'é
rire
omme la somme du 
hamp in
ident uuui(rrr) et du 
hamp di�usé par l'objet uuud(rrr),soit :
uuu(rrr) = uuui(rrr) + uuud(rrr) (3.7)D'autre part, 
e 
hamp uuu(rrr) satisfait l'équation de Helmoltz, soit :

∇2uuu(rrr) + k
2n2(rrr)uuu(rrr) = 0 (3.8)où n(rrr) est la distribution selon rrr des indi
es 
omplexes. On 
onsidère que l'objetest pla
é au sein d'un milieu d'indi
e n ≡ 1.Sa
hant que uuui(rrr) satisfait à l'équation :

∇2uuui(rrr) + k
2uuui(rrr) = 0 (3.9)67



On obtient des équations (3.7) et (3.8) le 
hamp uuu(rrr) selon l'expression suivante :
∇2uuud(rrr) + k

2uuud(rrr) = − k
2(n2(rrr) − 1)︸ ︷︷ ︸

O(rrr)

uuu(rrr) (3.10)Où O(rrr) représente la distribution d'indi
es au sein de l'objet. Le problème quenous 
her
hons à résoudre 
onsiste don
 à trouver la solution de l'équation (3.10)de sorte à retrouver O. Dans 
ette équation, on identi�era le terme de droite 
ommeune sour
e et le terme de gau
he 
omme le 
hamp résultant de la propagation de
ette sour
e.Il n'existe pas de méthode générale pour résoudre l'équation di�érentielle (3.10)pour uuud. Cependant, une solution peut être é
rite en utilisant la fon
tion deGreen [Morse et Feshba
k, 1953℄
g(rrr|rrr′) =

1

4πR
.ejkR (3.11)où R = ‖rrr − rrr′‖. Notons bien que g(rrr|rrr′), est une solution parti
ulière de l'équa-tion (3.10) dans le 
as d'une inhomogénéité pon
tuelle δ(rrr − rrr′).Le terme de droite de l'équation (3.10), qui 
onstitue la sour
e, peut s'é
riresous la forme d'une somme d'impulsions, 
'est à dire une somme d'inhomogénéitéspon
tuelles :

O(rrr)uuu(rrr) =

∫∫∫
O(rrr′)uuu(rrr′δ(rrr − rrr′)d3rrr′ (3.12)Par 
onséquent, le 
hamp résultant de 
ette somme de sour
es s'é
rira 
omme la
onvolution de la sour
e par la réponse impulsionnelle, g(rrr), soit :

uuud(rrr) =

∫∫∫
g(rrr|rrr′)O(rrr′)uuu(rrr′)d3rrr′ (3.13)L'équation (3.13) nous donne une expression de uuud en fon
tion de uuu et O. Ord'après 3.7

uuu(rrr) = uuui(rrr) + uuud(rrr)don

uuud(rrr) =

∫∫∫
g(rrr|rrr′)O(rrr′)uuui(rrr

′)d3rrr′ +

∫∫∫
g(rrr|rrr′)O(rrr′)uuud(rrr

′)d3rrr′ (3.14)Le terme uuud(rrr) est don
 présent de part et d'autre de la relation (3.14). Unesolution 
onsiste alors à supposer que ‖uuud‖ ≪ ‖uuui‖, 
e qui revient à supposer68



que l'amplitude de l'onde di�usée est faible par rapport à l'amplitude de l'onded'illumination. Une telle approximation est appelée première approximation deBorn [Roman, 1965℄. L'équation 3.14 s'é
rit alors :
uuud(rrr) =

∫∫∫
O(rrr′)uuui(rrr

′)g(rrr|rrr′)d3rrr′ (3.15)Il faut maintenant déduire la distribution O.3.2.2 Re
onstru
tion dans le domaine de FourierSi l'on é
rit la dé
omposition de l'onde sphérique g(rrr|rrr′) sur une base d'ondesplanes 2D, on obtient :
g(rrr|rrr′) =

jk

2π

∫∫ +∞

−∞

1

m
ejk [p(x−x′)+q(y−y′)+m(z−z′)]dpdq (3.16)ave
 :

m =






(1 − (p2 + q2))(1/2) si p2 + q2 ≤ 1

((p2 + q2) − 1)(1/2) si p2 + q2 > 1
(3.17)sa
hant que rrr(x, y, z) et rrr′(x′, y′, z′) sont des ve
teurs de position pointant res-pe
tivement hors et dans l'objet. L'équation 3.16 fait intervenir les 
omposantesunitaires (p, q, m) du ve
teur d'onde di�usé kkkd = (u, v, w) = k(p, m, q).L'équation (3.17) est liée à la 
ondition d'élasti
ité :

|kkki| = |kkkd| = k (3.18)Cette 
ondition est essentielle dans la suite du problème : elle permet de retrouverles trois 
omposantes du ve
teur d'onde di�usée.Pour rrr pointant hors de l'objet on peut alors é
rire [Wolf, 1969℄ :
uuud(rrr) =

∫∫
∞

−∞

A(p, q; p0, q0)e
ik(px+qy+mz)dpdq (3.19)ave


A(p, q; p0, q0) = − ik

8π2m

∫∫∫
O(rrr′)eik [(p−p0)x′+(q−q0)y′+(m−m0)z′]d3rrr′ (3.20)Si m ∈ ℜ, 
'est à dire si p2 + q2 ≤ 1, alors, l'équation (3.20) s'identi�e 
ommela transformée de Fourier 3D inverse du potentiel objet O(rrr) selon les variables

k(p − p0),k(q − q0) et k(m − m0). 69



D'autre part, d'après l'équation (3.19), la valeur du 
hamp uuud dans le plan dedéte
tion P tel que z = zc, est s'é
rit :
uuud(x, y, zc) = eikmzc

∫∫
∞

−∞

A(p, q; p0, q0)e
ik(px+qy)dpdq (3.21)où l'on peut identi�er l'intégrale à la transformée de Fourier 2D inverse de A(p, q; p0, q0)selon les variables x et y. Cette identi�
ation asso
iée à la pré
édente (
f. équa-tion (3.20)) permet d'é
rire la relation donnée par [Wolf, 1969℄ pour le plan P :

Ô(α, β, γ) =
iw

π
eiwzcûuud(u, v, zc) (3.22)où Ô et ûuud représentent les transformées de Fourier respe
tives de O et uuud prisesselon les variables indiquées, ave
 :

α = u − kp0 (3.23)
β = v − kq0 (3.24)
γ = ±w − km0 (3.25)et :

w =
√
±(k 2 − (u2 + v2)) (3.26)
onformément à la relation (3.17).Si l'on réé
rit l'équation 3.26 on obtient :

u2 + v2 + w2 = k
2 (3.27)Autrement dit, les 
omposantes du ve
teur de di�usion kkkd dans le domaine deFourier dé
rivent une sphère S±

d de rayon k et 
entrée sur l'origine. Cette sphèreest généralement appelée sphère d'Ewald. Il faut bien noter que selon la positiondu plan P qui 
orrespond au plan du déte
teur, il sera possible d'enregistrer soitla partie transmise, soit la partie ré�é
hie du 
hamp di�usé.La Figure 3.4 s
hématise le phénomène pour une 
oupe selon le plan x− z dansun sou
is de lisibilité. Pour une onde d'illumination de ve
teur kkki orientant l'axe z,on pourra distinguer deux zones : la zone z+, où l'onde di�usée se propage dans lesens des z 
roissants, on parlera alors de la partie transmise de l'onde di�usée, etla zone z− où l'onde di�usée se propage dans le sens des z dé
roissants, on parleraalors de partie ré�é
hie de l'onde di�usée.Si le plan de déte
tion P : z = zc se situe dans la zone z+ (z = zc > 0), alorsles 
omposantes dé
riront la demi-sphère S+
d (en bas à droite de la �gure). Si leplan de déte
tion P se situe dans la zone z− (z = zc < 0), alors les 
omposantesdéte
tées dé
riront la demi-sphère S−

d (en bas à gau
he de la �gure).70
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Fig. 3.4 � S
héma illustrant en 
oupe 2D le problème de la déte
tion de l'onde di�usée. Selonla position du plan P on déte
tera les 
omposantes transmises ou ré�é
hies de l'onde di�usée (a).Selon le 
as, le support 3D de 
es 
omposantes dans le domaine de Fourier sera l'une ou l'autremoitié de la sphère d'Ewald représentée en noir et en gras (b,
).Dé�nissons maintenant un ve
teur objet kkkO = (α, β, γ) Les relations (3.23) à(3.25) montrent que les 
omposantes de Fourier de l'objet Ô à partir des 
ompo-santes de l'onde di�usée et de l'onde in
idente, prises dans le domaine de Fourier,sous la forme :
kkkO = kkkd − kkki (3.28)les 
omposantes α, β et γ de l'objet dans le domaine de Fourier dé
riront alorsune demi-sphère de rayon k et de 
entre (−kpO,−kqO,−kmO). Autrement dit, les
omposantes α, β et γ dé
rivent la demi-sphère S±

O , image de S±

d par la translationde ve
teur −kkki.La Figure 3.5 illustre la re
onstru
tion du support des 
omposantes objets selon
e pro
essus. On peut 
onstater sur 
ette �gure, que selon que l'on déte
te les
omposantes transmises ou ré�é
hies de l'onde di�usée, les 
omposantes objetsre
onstruites dé
riront des supports di�érents. Il est tout à fait possible de travailleren ré�exion. Par exemple, l'équipe de Giovaninni à l'Institut Fresnel de Marseille,a déjà mise en pla
e un montage expérimental de 
e type [Giovannini et 
oll.,2007 ; Haeberlé et 
oll., 2005℄. Cependant, en 
e qui nous 
on
erne, nous nousintéresserons par la suite aux 
on�gurations en transmission.71
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(a) (b)Fig. 3.5 � S
hémas en 
oupe 2D illustrant la relation ve
torielle entre 
omposantes du 
hampdi�usé (en noir et en gras) et 
omposantes du support de fréquen
e objet (en gris et en gras),selon une déte
tion des 
omposantes ré�é
hies (a) et transmises (b) de l'onde di�usée. Sur 
ess
hémas sont également présentés le ve
teur in
ident kkki en noir et en gras, un ve
teur d'ondedi�usé kkkd en pointillés et en noir et le ve
teur kkkO résultant en gris. Le ve
teur −kkki est présentéen tirets.En résumé, lorsqu'un objet O(x, y, z) est illuminé par une onde plane 
ohérentede ve
teur d'onde donné kkki, la transformée de Fourier 2D du 
hamp di�usé parl'objet pris dans un plan P : z = zc donne les valeurs de la transformée de Fourier3D Ô(α, β, γ) de l'objet sur une surfa
e dé
rivant, une demi-sphère S±

O de rayon ket de 
entre −kkki [Wolf, 1969 ; Dändliker et Weiss, 1970℄.3.2.3 kkk-ve
teurs et fréquen
es spatialesRevenons sur la relation (3.28). Les termes de 
ette relation sont liés au domainedes fréquen
e spatiales par le rapport 1/2π sa
hant que |kkki| = |kkkd| = k = 2π/λ.On obtient la relation suivante dans l'espa
e ré
iproque :
fffO = fffd − fff i (3.29)où fff i = kkki/2π représente la fréquen
e spatiale de l'onde d'illumination, fffd = kkkd/2πla fréquen
e spatiale de l'onde di�usée et fffO = kkkO/2π la fréquen
e spatiale de lapermittivité de l'objet.Le lien de proportionnalité existant entre support des fréquen
es spatiales etsupport des 
omposantes objets indique que le support des fréquen
es spatiales del'objet se 
onstruit sur des supports sphériques de façon analogue.Il existe un lien entre dimensions du support de fréquen
e et résolution. Plus lesupport de fréquen
e sera étendu, meilleure sera la résolution. Sur la Figure 3.6 est72
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Fig. 3.6 � S
héma illustrant en 3D à gau
he, la 
on�guration pour une déte
tion de l'ondedi�usée transmise, à droite, le support 3D des fréquen
es a

essibles pour une telle 
on�guration.On obtient une demi-sphère Sf+

O de rayon k/2π et de 
entre −kkki/2π. Notons que le support estd'épaisseur nulle.représentée la demi-sphère des fréquen
es spatiales déte
tées de l'objet. On notera
µx,y les fréquen
es latérales et η les fréquen
es longitudinales [Streibl, 1985℄. Bienque les 
omposantes 2D déte
tées sur le plan P permettent de pla
er les fréquen
esspatiales de l'objet sur un support tridimensionnel, 
elui-
i n'est en réalité qu'unesurfa
e dont la dimension le long de l'axe η est très limitée. Ce
i impliquera lemanque de résolution le long de 
et axe.Pour améliorer la résolution, il faut don
 élargir le support objet. Pour 
ela ilexiste plusieurs te
hniques que nous allons présenter.3.3 Te
hniques de tomographie en transmissionComme nous l'avons vu, il existe une méthode qui permet de re
onstruire ladistribution d'indi
es optiques au sein d'un spé
imen. Cependant, dans la 
on�gu-ration qui nous a servie de base théorique (une seule in
iden
e de l'onde d'illumi-nation, normale au plan de déte
tion �xe), les 
omposantes objet (ou fréquen
esspatiales) ne dé
rivent pas un support su�sant pour résoudre l'objet le long del'axe z, limitant les possibilités d'imagerie tridimensionnelle.Pour résoudre 
e problème il existe des méthodes qui permettent de mesurerd'autres supports objet et don
 � d'élargir la bande passante � du système.73



3.3.1 Rotation de l'objet sur lui mêmePSfrag repla
ements
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Fig. 3.7 � S
héma en 
oupe 2D selon le plan kkky,kkkz illustrant la rotation du support objet entransmission, induit par une rotation de l'objet d'un angle θ le long de l'axe y.Une première possibilité 
onsiste à faire tourner l'objet sur lui-même autour d'unaxe. En raison de la symétrie 
ir
ulaire du support autour de l'axe z, la rotationde l'objet autour de 
et axe présente peu d'intérêt. En revan
he, une rotation del'objet autour d'un axe du plan transversal permet d'a

éder à d'autres fréquen
es
omme indiqué sur la Figure 3.7.

(a) (b)

PSfrag repla
ements kkkx
ΣOΣO kkky

kkkzkkkz

Fig. 3.8 � S
hémas en 
oupe 2D donnant (en gris) l'ensemble des supports a

essibles ΣOpour une rotation de l'objet autour de l'axe x et une déte
tion de la partie transmise de l'ondedi�usée. La 
oupe est représentée selon le plan kkkx,kkkz en (a) et selon le plan kkky,kkkz en (b). Sur(a) et (b) le 
er
le en noir 
orrespond à la sphère d'Ewald.
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La Figure 3.8 montre les 
oupes selon les plans kkkx, kkkz et kkkx, kkky du support ΣOobtenu pour une rotation 
omplète de l'objet autour de l'axe y. Sur 
ette �gure,on 
onstate bien que le support objet est élargi. En revan
he, on peut noter laprésen
e d'un double 
�ne de fréquen
es manquantes le long de l'axe de rotation
x.3.3.2 Rotation de l'ensemble illumination/déte
teurIl est également possible de faire tourner en même temps l'illumination et ladéte
tion autour de l'objet, à l'instar de 
e qui se fait pour les s
anners en imageriemédi
ale.Du point de vue du support de fréquen
es alors a

essibles, 
e 
as se ramène à
elui 
ité pré
édemment et qui 
onsiste à faire tourner l'objet. On pourra tout demême noter que la mise en ÷uvre d'une telle te
hnique dans le domaine de la mi-
ros
opie s'avère 
omplexe. En e�et le montage étant basé sur un interféromètre(
ontrairement au 
as du s
anner), on préférera maintenir l'ensemble illumina-tion/déte
teur �xe.3.3.3 Variation de la longueur d'onde d'illuminationNous nous intéresserons maintenant à une modi�
ation de la longueur d'onded'illumination, soit une variation de la norme du ve
teur d'onde k = |kkki|.Nous avons vu que les 
omposantes du 
hamp di�usé dé
rivaient une sphère S±

dde rayon k . Les 
omposantes de Ô dé
rivent alors une sphère S±

O de même rayonet de 
entre −kkki. Une variation de la longueur d'onde d'illumination entraîne don
une variation du rayon de la sphère S±

O dé
rite par les 
omposantes objet, ainsiqu'un dépla
ement de son 
entre.La Figure 3.9 donne les positions du support objet a

essible en fon
tion dela longueur d'onde et à partir de la déte
tion du 
hamp di�usé transmis. Onpeut 
onstater que grâ
e à une variation de la longueur d'onde sur une plagere
ouvrant le domaine visible (approximé i
i à des longueurs d'onde de 400 à
800 nm) il est possible d'a

éder à des fréquen
es objets supplémentaires mais defaçon limitée [Dändliker et Weiss, 1970℄.3.3.4 Balayage angulaire de l'illuminationNous avons 
onsidéré, jusqu'à présent, une illumination donnée ave
 une onded'illumination de dire
tion �xe vis à vis du plan de déte
tion. Modi�er la dire
tionde l'onde d'illumination tout en 
onservant l'objet et le plan P �xé aura pour e�et75
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Fig. 3.9 � S
héma 2D en 
oupe kkkx,y,kkkz illustrant l'e�et d'une variation de la longueur d'onded'illumination sur les 
omposantes objet a

essibles à partir de la déte
tion du 
hamp di�usétransmis. (a) : Les 
omposantes du 
hamps di�usé sont représentées en noir et en gras, les
omposantes objet re
onstruites en gris et en gras. (b) la surfa
e ΣO en gris représente la 
oupe2D du support obtenu pour une variation 
ontinue de la longueur d'onde d'illumination entre k0et 2k0. Le 
er
le en (b) représente en 
oupe les dimensions de la sphère d'Ewald pour k = 2k0à titre de 
omparaison. Notons que les supports présentés sont 
ir
ulaire-symètrique le long del'axe z.de modi�er la dire
tion du ve
teur kkki. Par 
onséquent, la sphère supportant les
omposantes objet S±

O verra sa position modi�ée [Dändliker et Weiss, 1970℄.La Figure 3.10(a) illustre le dépla
ement du support objet en transmission pourun 
hangement d'in
iden
e de l'illumination. On 
onstate que 
e 
hangement d'in-
iden
e permet de dé
rire de nouveaux supports, 
'est à dire d'a

éder à de nou-velles fréquen
es.La Figure 3.10(b) donne l'ensemble des supports objet théoriquement a

essiblepar une variation 
ontinue de l'in
iden
e de l'onde d'illumination entre −π/2 et
π/2. On peut 
onstater que faire varier l'in
iden
e de l'onde d'illumination permetd'agrandir de façon signi�
ative le support objet, 
'est à dire les fréquen
es objet.On pourra noter que l'on voit des fréquen
es longitudinales manquantes selonl'axe kz. On retrouve le � 
�ne manquant � dé
rit pré
édemment pour la FTO dumi
ros
ope en transmission.Ce montage présente l'intérêt de maintenir la déte
tion et le spé
imen à uneposition �xe dans la mesure où 
e sont des éléments physiques di�
iles à dépla
erave
 une pré
ision su�sante. Il semble en e�et plus approprié de faire varier l'illu-mination puisque, dans 
e 
as, la stabilité de l'interféromètre et du spé
imen estassurée. 76
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Fig. 3.10 � S
hémas 2D en 
oupe kkkx,y,kkkz illustrant l'e�et d'un 
hangement de dire
tion del'illumination selon une déte
tion des 
omposantes transmises. (a) Le support des 
omposantesdu 
hamp di�usé est représenté en noir et en gras, le support des 
omposantes objet en gris. Laposition pour une in
iden
e normale au plan P est tra
ée en tirets gris. Sont également présentésle ve
teur in
ident kkki en noir et en gras, un ve
teur d'onde di�usé kkkd en pointillés et en noir etle ve
teur kkkO résultant en gris. Le ve
teur −kkki est présenté en tirets noirs. (b) La surfa
e ΣOen gris représente la 
oupe 2D du support obtenu pour une variation 
ontinue de la dire
tionde l'onde d'illumination entre −π/2 et π/2. Le 
er
le représente en 
oupe les dimensions de lasphère d'Ewald à titre de 
omparaison. Les supports dé
rit en (a) et (b) présentent une symétrie
ir
ulaire le long de l'axe z3.3.5 E�et des 
ontraintes angulaires, ouverture numériquePour illustrer les di�érentes te
hniques de tomographie, nous nous sommes pla
édans le 
as purement théorique d'un plan de déte
tion de dimensions in�nies.Dans la pratique le 
apteur aura une taille limitée. La taille du 
apteur pose une
ontrainte angulaire sur les 
omposantes du 
hamp di�usé déte
tables. En mi-
ros
opie, 
ette 
ontrainte angulaire est reliée à la notion d'ouverture numérique
NAobj de l'obje
tif, que nous avons présentée dans la première partie de 
e do
u-ment.A 
ause de la limitation due à l'ouverture numérique de la déte
tion, les 
ompo-santes du 
hamp di�usé déte
tées ne 
orrespondent plus à une demi-sphère maisà une 
alotte de sphère 
omme dé
rit dans la Figure 3.11.S'il existe une 
ontrainte angulaire sur la déte
tion, il peut également en existerune en illumination (parti
ulièrement dans la 
on�guration ave
 in
iden
e variable77



PSfrag repla
ements
kkki

−kkki

kkkx,y

kkkd

kkkO

kkkz

2N
A

Fig. 3.11 � S
héma illustrant en 
oupe 2D la limitation induite par l'ouverture numérique. Les
omposantes du 
hamp di�usé transmis déte
tables ne sont plus supportées que par une 
alottede sphère (en noir et en gras). Il en va, par 
onstru
tion, de même pour le support objet (engris).à l'illumination et ave
 objet et déte
teur �xes). En mi
ros
opie, 
ette 
ontrainteangulaire se traduit par l'ouverture numérique du 
ondenseur NAcond. Dans 
e 
asle support de fréquen
es a

essibles verra sa taille réduite 
omme illustré dans laFigure 3.12 .PSfrag repla
ements
θ

kkki
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Fig. 3.12 � S
héma illustrant en 
oupe 2D la limitation induite par une 
ontrainte angulairesur l'in
iden
e de l'illumination. Les 
omposantes du 
hamp di�usé transmis déte
tables ne sontplus supportés que par une 
alotte de sphère (en noir et en gras). Cependant, la distan
e dusupport objet déte
table le plus éloigné en terme de fréquen
e (en gris) est limitée en raison del'angle d'ouverture θ.Les dimensions et formes de supports a

essibles en fon
tion des 
ontraintesangulaires sur l'illumination et la déte
tion sont tout à fait similaires aux supportsfréquentiels dé
rits pour la mi
ros
opie de �uores
en
e par [Streibl, 1985℄.78



Il faut bien noter que l'illumination étant 
ohérente et les 
oe�
ients de Fouriermesurés en amplitude et en phase, les supports objets 
olle
tés selon les di�é-rentes méthodes présentées, s'additionnent de façon 
ohérente. Par 
onséquent,les supports totaux de fréquen
es dé�nissent dire
tement à la bande passante dusystème. Ce
i est à 
omparer ave
 les te
hniques utilisant une illumination et/ouune déte
tion in
ohérente, où l'addition des diverses 
ontributions se fait de fa-çon in
ohérente. Dans 
e 
as, il apparaît une atténuation dans la transmission deshautes fréquen
es.Le support total obtenu donnant dire
tement la bande passante du système, il estdon
 possible d'évaluer sa résolution en fon
tion des paramètres de d'illuminationet de déte
tion.
PSfrag repla
ements 2N
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Fig. 3.13 � S
héma donnant une 
oupe 2D des dimensions du support total re
ueilli en trans-mission pour une illumination d'in
iden
e variable, limitée àNA = 1, 4 (pour un obje
tif immergédans une huile d'indi
e n = 1, 515) et une déte
tion limitée par la même 
ontrainte angulaire.La Figure 3.13 donne les dimensions 2D du support total re
ueilli en transmissionpour une illumination d'in
iden
e variable limitée à 68�et une déte
tion limitée parla même 
ontrainte angulaire, 
'est à dire un obje
tif et un 
ondenseur d'ouverturenumérique NAobj = NAcond = 1, 4 immergés dans une huile d'indi
e n = 1, 515.Les dimensions se 
al
ulent alors 
omme suit :
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∆kx = 8πNA/λ

∆kz =
4π

λ
(1 −

√
1 − NA2/n2) (3.30)où λ est la longueur d'onde d'illumination. La relation de proportionnalité quiexiste entre les normes des kkk-ve
teurs et les fréquen
es spatiales donne une bandepassante telle que :

∆µx = 4NA/λ

∆η =
2

λ
(1 −

√
1 − NA2/n2)Par inversion dire
te, on obtient alors la résolution théorique d'un tel système pour

λ = 633 nm(pour un laser Hélium-Néon) :
rx,y = 113 nm

rz = 338 nmRappelons à titre de 
omparaison que pour un mi
ros
ope en transmission enlumière in
ohérente et dans les même 
onditions, on aurait [Lauer, 2002℄ :
rx,y = 226 nm

rz = 676 nmDans 
e 
hapitre, nous avons étudié une méthode qui permet de re
onstruire,sous la première approximation de Born, la distribution 3D des indi
es optiquesd'un spé
imen à partir de l'enregistrement 2D du front d'onde di�usé par 
elui-
ilorsqu'il est illuminé par une onde plane 
ohérente. Dans 
e type de re
onstru
tion,les fréquen
es spatiales de l'objet sont supportées par une 
alotte de sphère qui nepermet pas d'obtenir une résolution su�sante, parti
ulièrement le long de l'axeoptique.La mise en ÷uvre de te
hniques de tomographie permettent alors d'élargir lesupport de fréquen
e et d'améliorer ainsi la résolution �nale. Nous avons étudiéles di�érentes propositions de telles 
on�gurations en transmission.On retiendra que la résolution d'un système de mi
ros
opie optique tomogra-phique di�ra
tive dépend de la 
on�guration 
hoisie et des paramètres du système :longueur d'onde, ouvertures numériques. Ces éléments sont don
 à prendre en
ompte dans la réalisation d'un montage expérimental.80



Nous allons maintenant présenter le montage expérimental que nous avons réa-lisé, basé sur la dernière te
hnique de tomographie présentée, et qui permet de
ombiner 
ette te
hnique de mi
ros
opie ave
 la mi
ros
opie 
onfo
ale de �uores-
en
e.
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Chapitre 4Constru
tion d'un mi
ros
opetomographique optique di�ra
tifLes 
on�gurations théoriques que nous avons présentées dans le 
hapitre pré
é-dent ont toutes fait l'objet de mises en ÷uvre expérimentales. Le but de 
haquemontage est d'étendre le plus possible l'ensemble des supports objets déte
tés.Parmi les montages réalisés, un grand nombre utilise une méthode de re
ons-tru
tion di�érente de 
elle que nous avons exposée, et qui se base sur une approxi-mation à l'ordre 0 du phénomène de di�ra
tion.Le modèle que nous avons présenté se base sur la supposition que l'objet estfaiblement di�usant. Ce
i 
onstitue une approximation au premier ordre (approxi-mation de Born). Il est toutefois possible dans 
ertains 
as de faire une approxi-mation à l'ordre 0. Ce
i sous-entend que la phase enregistrée au travers du 
hampdi�usé est dire
tement proportionnelle à la longueur du trajet optique [Charrièreet 
oll., 2006b℄. En d'autres termes, la di�ra
tion, au sens stri
t du terme, est
onsidérée 
omme négligeable. L'enregistrement du front d'onde sert alors à ex-traire dire
tement une information de phase. La re
onstru
tion est ensuite réaliséepar un algorithme de retro-proje
tion basé sur une transformée de Radon.Cette approximation est possible dans le 
as d'objets non di�ra
tants [Slaneyet 
oll., 1984℄ ainsi que dans le 
as d'une faible ouverture numérique à la déte
tion.En e�et plus l'ouverture numérique sera faible, plus la 
ourbure du support objetsera faible et pourra être approximée par un plan. On parlera alors de proje
tionplut�t que de di�usion, 
e qui revient à faire une approximation à l'ordre 0.Parmi les montages existants, l'une des solutions qui est le plus 
ouramment
hoisie 
onsiste à faire tourner l'é
hantillon [Woodford et 
oll., 1996 ; Charrière82



et 
oll., 2006b ; Gorski et Osten, 2007℄. Nous avons vu que 
ette te
hnique per-mettait d'obtenir un support de fréquen
es étendu le long de l'axe z. Dans 
e typede montage, le spé
imen doit être monté dans un mi
ro-tube. L'en
ombrement dudispositif implique l'utilisation d'obje
tifs à grande profondeur de 
hamp et don
à faible ouverture numérique. De 
e fait, la plupart des re
onstru
tions [Charrièreet 
oll., 2006b ; Gorski et Osten, 2007 ; Fauver et 
oll., 2005℄ sont alors réaliséespar une approximation à l'ordre 0 et se base sur une transformée de Radon et uneretro-proje
tion. Notons que [Gorski et Osten, 2007℄ ont réalisé une 
omparaisondes deux modes de re
onstru
tion, tandis que [Woodford et 
oll., 1996℄ ont réa-lisé une re
onstru
tion selon le modèle présenté dans le 
hapitre pré
édent. Ceste
hniques ont fait apparaître l'intérêt de la méthode de [Wolf, 1969℄ vis à visdes franges de di�ra
tion. En e�et, dans les re
onstru
tions par retro-proje
tion,on utilise souvent un �ltre a�n de faire disparaître 
es franges. Dans le 
as d'unere
onstru
tion telle que 
elle que nous avons présentée, le phénomène de di�ra
-tion est pris en 
ompte et la re
onstru
tion permet d'éliminer en grande partie 
esfranges.D'autres méthodes ont été utilisées, 
omme utiliser simultanément plusieurs illu-minations, et/ou utiliser une variation de la longueur d'onde d'illumination [Fer-
her et 
oll., 1979 ; Mi
o et 
oll., 2007℄. Ces te
hniques ont l'avantage de pouvoirfaire une a
quisition simultanée de plusieurs supports objet, mais présentent l'in-
onvénient de limiter le nombre de 
es supports.Dans d'autres 
as, on peut se baser sur une 
onnaissan
e du spé
imen observépour simpli�er la 
olle
tion des données ou la re
onstru
tion [Kawata et 
oll.,1987 ; Chaumet et 
oll., 2004℄. Par exemple, [Kawata et 
oll., 1987℄ ont proposéune méthode d'illumination et de déte
tion simpli�ée (balayage angulaire réduitet enregistrement en holographie hors-axe) pour des objets supposés purementdéphasant. En e�et, supposer que l'on observe un tel l'objet permet de baser la re-
onstru
tion des fréquen
es sur une symétrie des 
omposantes de Fourier déte
tées.Le balayage peut alors être simpli�é.Les méthodes mises en ÷uvres peuvent également varier selon le mode de dé-te
tion du 
hamp di�usé. On notera trois alternatives. La première 
onsiste àenregistrer le 
hamp di�usé par des méthodes d'holographie en ligne plut�t quepar dé
alage de phase [Devaney et S
hatzberg, 1992℄. Notons que dans 
e 
as, ildemeure une di�
ulté liée à l'estimation du front d'onde à la fois en amplitude eten phase. La deuxième utilise l'imagerie à 
ontraste de phase en lumière in
ohé-rente [Noda et 
oll., 1992℄. Ce
i implique de supposer le spé
imen observé 
ommepurement déphasant dans la mesure où le 
ontraste obtenu doit être relié unique-83



ment à la phase et non à l'absorption. La troisième et dernière méthode 
onsisteà rempla
er l'holographie par dé
alage de phase par l'holographie hors-axe [Char-rière et 
oll., 2006b℄. Cette méthode, bien que plus simple de mise en ÷uvre, pré-sente l'in
onvénient de limiter le 
hamp et la résolution transversale [Yamagu
hiet Zhang, 1997℄.Parmi les montages existants, la réalisation la plus aboutie reste sans doute
elle de [Lauer, 2002℄. Dans 
e montage le 
hamp di�usé transmis est déte
té parholographie à dé
alage de phase, tandis qu'un balayage angulaire sur l'in
iden
ede l'illumination est réalisé. Dans 
et arti
le [Lauer, 2002℄, il est également proposéune étude théorique d'un montage en ré�exion. Un tel montage est a
tuellementen 
ours de réalisation à l'institut Fresnel à Marseille [Giovannini et 
oll., 2007℄.Notons également que [Fukutake et Milster, 2007℄ ont aussi proposé un montage
ombinant une déte
tion à la fois en transmission et en ré�exion.4.1 Mi
ros
ope HolographiqueLa première étape de la réalisation de notre montage expérimental a tout d'abord
onsisté à mettre en ÷uvre un mi
ros
ope holographique. Le prin
ipe d'un telmi
ros
ope 
onsiste à enregistrer, à travers un obje
tif de mi
ros
ope, le frontd'onde di�usé par un objet illuminé par une onde plane 
ohérente.La Figure 4.1 montre le s
héma de prin
ipe d'un montage de mi
ros
ope holo-graphique. Une sour
e 
ohérente est divisée en deux bras : un bras d'illuminationet un bras de référen
e. L'onde d'illumination est fo
alisée dans le plan fo
al ar-rière d'un 
ondenseur, traverse le 
ondenseur et en ressort plane pour illuminerle spé
imen. Une partie de 
ette onde d'illumination est alors di�usée. L'obje
tif
olle
te à la fois les parties di�usées et non di�usées de l'onde issue de l'objet.La partie di�usée est renvoyée à l'in�ni par l'obje
tif puis fo
alisée par la lentillede Telan sur le déte
teur pour y former une image, après avoir traversé le 
ubere
ombinateur. La partie non di�usée est fo
alisée par l'obje
tif dans le plan fo
alarrière de la lentille de Telan pour �nalement atteindre le déte
teur 
omme uneonde plane. L'onde de référen
e est plane lorsqu'elle atteint le 
ube re
ombinateurpuis le déte
teur et interfère ave
 les parties di�usée et non di�usée de l'onde objet.L'obje
tif �nal du montage expérimental que nous avons réalisé est de 
ombi-ner de la mi
ros
opie de �uores
en
e 
onfo
ale et la mi
ros
opie tomographiqueoptique di�ra
tive (MTOD) sur un même appareil. Nous avons don
 
hoisi de
onstruire notre instrument sur un bâti de mi
ros
ope de �uores
en
e. Il faut no-ter 
ependant qu'un tel 
hoix présente 
ertaines 
ontraintes expérimentales.84
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uuudFig. 4.1 � S
héma de prin
ipe d'un mi
ros
ope holographique. Abréviations utilisées : 
ubesép. 
ube séparateur, 
ube re
. 
ube re
ombinateur.4.1.1 Montage sur le bâti IX71Le bâti dont le laboratoire s'est équipé devait don
 o�rir à la fois une 
on
eptionsu�samment avan
ée pour permettre de faire de la mi
ros
opie de �uores
en
eave
 des obje
tifs à immersion (grandes ouvertures numériques) mais aussi despossibilités d'adaptation à un montage pour la mi
ros
opie tomographique. Notre
hoix s'est porté sur un mi
ros
ope de re
her
he inversé fourni par Olympus quiprésente l'avantage d'o�rir plusieurs ports d'entrée-sortie exploitables en plus de
eux né
essaires à la mi
ros
opie 
onfo
ale.La Figure 4.2 montre la 
on�guration de base du bâti sur lequel nous avonsréalisé notre montage expérimental. A l'origine, un premier séle
teur (miroir es
a-motable) permet de séle
tionner ou une sortie vers le port doit (noté C) ou versles ports A, B, D et bino
ulaire. Un se
ond séle
teur (
ube séparateur 100/0%)permet de 
hoisir une sortie vers le port bino
ulaire ou vers le port gau
he. Latête 
onfo
ale que le laboratoire s'est pro
urée équipe le port gau
he (A). Nousavons don
 
hoisit d'équiper le port arrière (B) ave
 le montage de tomographie.Pour 
ela, il a fallu ajouter un 
ube séparateur 100/0% au deuxième séle
teur.Désormais, le port bino
ulaire et le port D sont 
ondamnés, tandis que le séle
-teur permet de 
hoisir ou le port A ou le port B selon que l'on veut utiliser la�uores
en
e ou la tomographie. 85



Fig. 4.2 � Mi
ros
ope IX-71, prin
ipaux trajets optiques et entrées/sorties : 9 axes d'en-trée/sortie dont 3 ports d'entrées indépendants et 5 plans images dire
ts a

essible de façonalternative sur le 
�té gau
he, le 
�té droit, le fond et/ou l'arrière.
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A�n d'insérer un tel bâti dans le bras d'un interféromètre, il a fallu pro
éderà des adaptations. Tout d'abord, une nouvelle 
olonne d'illumination adaptablesur le bâti permettant de pla
er des éléments optiques pour la mise en forme dufais
eau et 
apable de supporter le 
ondenseur a don
 été usinée.Une autre 
ontrainte est liée à la 
on�guration verti
ale du bâti, alors que l'es-sentiel des autres parties de l'interféromètre est prévu pour être disposé horizonta-lement sur une table optique. A�n de fa
iliter le transport de l'onde d'illumination,nous avons don
 opté pour l'utilisation de �bre optique dans les deux bras de l'in-terféromètre.Nous avons utilisé des �bres monomodes, de longueur 2 m, 
livées à plat et mon-tées sur des 
onne
teurs standards type FC. Les �bres présentent une ouverturenumérique 
omprises entre 0, 1 et 0, 14 (données 
onstru
teur) et une longueurd'onde de 
oupure de 550 ± 50 nm. Pour réaliser l'inje
tion, nous utilisons desobje
tifs 5× qui présentent une ouverture numérique de 0, 1.Contrairement à [Lauer, 2002℄, nous avons 
hoisi d'enregistrer les hologrammesdans le plan image plut�t que dans le plan 
onjugué. Ce
i présente l'avantage defa
iliter les opérations de mise au point et limite le nombre d'images à a
quérir.En e�et, dans son montage, Lauer doit doubler le nombre d'images à a
quérir enraison de la forte dynamique qui existe dans le plan 
onjugué. Cependant, il existeune autre 
ontrainte qui tient à l'en
ombrement des éléments optiques autour dubâti. En e�et, l'onde objet en sortie de bâti est fo
alisée par la lentille de Telan àune distan
e de 102 mm du bâti. En raison de 
ette faible distan
e il n'est maté-riellement pas possible de pla
er le 
apteur CCD dans le plan image de la lentillede Telan. C'est pourquoi nous avons dû utiliser un doublet de lentilles en 
on�-guration afo
ale a�n de gagner l'espa
e né
essaire. On notera d'autre part que 
edoublet de lentille permet également d'adapter le grandissement du système. Ce
i,nous le verrons peut présenter un intérêt vis à vis du problème de l'é
hantillonnage.La Figure 4.3 présente un s
héma de notre dispositif expérimental de mi
ros
o-pie holographique. Un fais
eau laser He-Ne est séparé en deux ondes par un 
ubeséparateur de fais
eau. Les deux ondes sont inje
tées dans les �bres monomodes.En sortie de la �bre du bras d'illumination, les lentilles L1 et L2 fo
alisent l'ondedans le plan fo
al arrière du 
ondenseur. L'onde ressort plane du 
ondenseur pourilluminer l'é
hantillon. Ce dernier di�ra
te une partie de l'onde d'illumination gé-nérant une onde di�usée. Les partie di�usée et non di�usée de l'onde d'illuminationsont 
olle
tées par l'obje
tif. En sortie d'obje
tif, une lentille de Telan (LT ) assure87
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Fig. 4.3 � S
héma de notre mi
ros
ope holographique expérimental. Dans un sou
i de 
larté,l'inje
tion dans les �bres n'a pas été détaillée. Abréviations utilisées : 
ube sép. 
ube sépara-teur, 
ube re
. 
ube re
ombinateur, 
ube sél. 
ube de séle
tion du bâti, Pz. a
tuateur piezo-éle
trique.M représente, dans un premier temps, un miroir de renvoi �xe.la mise en forme de l'onde en sortie de bâti. Tandis que l'onde d'illumination res-sort plane, l'onde di�usée est fo
alisé pour former une image à 102 mm du bâti.Le doublet de lentille L5,L6 pla
é en 
on�guration afo
ale, permet de reformerl'image dans le plan du 
apteur CCD. L'onde di�usée forme alors une image surle 
apteur, tandis que l'onde d'illumination arrive plane. Le rapport de fo
ale deslentilles L5 et L6 permet de jouer sur le grandissement de l'image formée.En sortie de �bre du bras de référen
e, les lentilles L3 et L4 forment un fais
eaux
ollimaté. Cette dernière atteint un miroir monté sur un a
tuateur piezo-éle
triquequi permet de réaliser l'holographie à dé
alage de phase. L'onde est ensuite ren-voyée vers le 
ube re
ombinateur pour atteindre le 
apteur CCD où elle interfèreave
 les parties di�usées et non di�usées de l'onde d'illumination.Le laser Hélium-Néon de 20 mW que nous utilisons était présent dans les sto
ksde matériel du laboratoire. Notons que 
'est un matériel an
ien qui présente unepuissan
e en deçà de la valeur nominale et une longueur de 
ohéren
e de 50 cmenviron. Si la puissan
e o�erte par 
ette sour
e ne présente pas une 
ontrainteparti
ulière, la longueur de 
ohéren
e en est une. En e�et, a�n que les ondesobjet et référen
e interfèrent au niveau du 
apteur, il est né
essaire d'assurer unelongueur égale à 50 cm près des deux bras de l'interféromètre. En raison de lalongueur des trajets du bras objet autour et dans le bâti, on obtient au �nal uninterféromètre dont les bras présentent une longueur de l'ordre du mètre. Ce
i le88



rend très sensible aux vibrations et aux perturbations atmosphériques.A�n de résoudre le problème des vibrations, la table optique sur laquelle a étéréalisée le montage expérimental a été isolée du sol par un système pneumatique.Ce
i permet d'éviter la transmission de vibrations hautes fréquen
es depuis le sol.La stru
ture en nid d'abeille de la table optique assure le reste de l'isolation auxvibrations.D'autre part, a�n d'éviter les �ux d'air et les dép�ts de poussière sur les élémentsoptiques, une bâ
he a été pla
ée au dessus du montage expérimental.4.1.2 Holographie à dé
alage de phase : 
alibration expéri-mentalePour enregistrer le front d'onde di�usé, nous avons re
ours à l'holographie àdé
alage de phase.A�n de réaliser le dé
alage de phase de l'onde de référen
e, nous modi�ons lalongueur du 
hemin optique par
ouru. Pour 
ela, nous utilisons un miroir montésur un élément piezo-éle
trique dont nous 
ontr�lons l'extension au moyen d'ungénérateur de tension.L'élément piezo-éle
trique a pour dimensions 5× 5× 2 mm. Son extension pourune tension de 100 V est donnée par le fabri
ant à 2, 2 µm garanti à 20% près.Ce renseignement permet de donner un ordre de grandeur utile dans le 
hoix dumatériel, mais qui est insu�sament pré
is pour notre appli
ation. C'est pourquoinous devons réaliser un étalonnage de notre a
tuateur piezo-éle
trique.Nous avons 
hoisi d'utiliser une méthode à 4 sauts de phases su

essifs. Outrele fait que 
ette méthode limite le nombre d'images à a
quérir 
omparativementaux méthodes à 5 sauts, elle est fa
ile de mise en ÷uvre et permet de 
alibrer insitu la réponse de l'élément piezo-éle
trique aux é
helons de tension. En e�et, sil'on observe les équations (3.3), on s'aperçoit que pour un saut de phase de π/2,on trouve l'égalité suivante :
I0 − I1 = I3 − I2 (4.1)On peut alors établir un 
ritère d'erreur ǫ sur le déphasage :

ǫ =
∑

pixels

[(I0 − I1) − (I3 − I2)]
2 (4.2)89



A�n de 
alibrer l'élément piezo-éle
trique, on 
al
ulera alors 
e 
ritère pour desséries de 4 hologrammes ave
 un saut de tension de ∆V entre 
haque hologramme,soit 4 
onsignes de tension 0, ∆V, 2∆V, 3∆V . Le saut de tension ∆V adéquat pourun déphasage de π/2 étant 
elui qui minimise le 
ritère ǫ.
PSfrag repla
ements ǫ

∆V (V )

3, 0 × 104

0, 0 5 10Fig. 4.4 � Courbe de 
alibration de l'élément piezo-éle
trique. La valeur du 
ritère ǫ est donnéen fon
tion du saut de tension ∆V . On repère un minimum pour ∆V = 4, 2 V .La Figure 4.4 donne une 
ourbe de 
alibration de l'élément piezo-éle
trique. Lavaleur du 
ritère ǫ est représentée en fon
tion du saut de tension ∆V appliquéentre 
ha
un des 4 hologrammes de la série. On 
onstate à la le
ture de la 
ourbeque la valeur de ∆V minimisant le 
ritère ǫ est de 4, 2 V . On retiendra don
 
ettevaleur pour réaliser un saut de phase de π/2.4.1.3 Holographie numérique : CCD et 
ondition d'é
han-tillonnageA�n d'enregistrer les hologrammes, nous utilisons un 
apteur CCD 8 bits noiret blan
 une taille de 748 × 570 pixels. Le rapport signal à bruit est donné par le
onstru
teur 
omme supérieur à 58 dB. La taille des pixels est de 11 µm. Notonsque les 
apteurs CCD possèdent une vitre de prote
tion. Lors d'une utilisationen interféromètrie, la présen
e de 
ette vitre génère des franges parasites qui sontgênantes dans le 
adre de notre appli
ation. Notre 
apteur CCD a don
 été modi�éet nous utilisons le 
apteur CCD à nu. 90



La 
améra est reliée à un PC par un port analogique via une 
arte d'a
quisitionNI-IMAQ, fournie par National Instrument.L'utilisation d'un 
apteur CCD pour l'enregistrement des hologrammes impliqueun é
hantillonnage du signal. Il est don
 né
essaire de s'assurer que 
et é
hantillon-nage est 
orre
t.PSfrag repla
ements
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Fig. 4.5 � Géométrie du problème d'é
hantillonnage. On a ajouté en sortie de bâti un doubletde lentille L5,L6. Le lien entre α et α′′ permet de 
al
uler la plus petite modulation que devradéte
ter le 
apteur CCD.Dans notre montage, on enregistre une 
omposante plane uuu1 formant un angle
α ave
 l'axe optique, 
olle
tée par l'obje
tif, et traversant le doublet afo
al L5,L6pour atteindre le 
apteur CCD ave
 un angle α′′ où elle doit interférer ave
 l'ondede référen
e plane uuu2 atteignant le 
apteur CCD ave
 une in
iden
e nulle. LaFigure 4.5 dé
rit la géométrie du problème.Nous 
her
hons tout d'abord à relier les angle α et α′′. La relation des sinusd'Abbe nous donne :

n sin α = G sin α′ (4.3)où n est l'indi
e du milieu d'immersion et G le grandissement fourni par l'ensembleobje
tif/Telan. D'autre part, pour un rayon passant par le foyer objet de L5 on a :
f5 tanα′ = f6 tan α′′ (4.4)où f5 et f6 sont les distan
es fo
ales respe
tives des lentilles L5 et L6. Aux petitsangles on peut é
rire :

tan α′ = sin α′

tan α′′ = sin α′′91



Il vient alors :
sin α′ =

f6

f5

sin α′′ (4.5)La relation des sinus d'Abbe devient alors :
n sin α =

Gf6

f5

sin α′′ (4.6)Ce qui nous permet de relier les angle α et α′′.Intéressons nous maintenant au problème d'é
hantillonnage. L'interféren
e desdeux ondes planes déte
tées sur le 
apteur CCD fait apparaître une modulationrégulière dont l'interfrange i dépend de la longueur d'onde λ et de l'angle α′′

i =
λ

sin α′′
(4.7)La plus petite période déte
table possible 
orrespond à un angle α′′ maximum(noté α′′

m), 
e qui équivaut à un angle α maximum, soit, par dé�nition, n sin α =
NA. On peut alors é
rire :

sin α′′

m =
NAf5

Gf6

(4.8)Pour réaliser un é
hantillonage 
orre
t, il faut que :
i ≥ 2d (4.9)où d représente la plus grande distan
e entre deux pixels 
onsé
utifs sur la CCD(i.e. 2 pixels en diagonale). Si on rempla
e i par son expression en fon
tion de NAon obtient alors la 
ondition suivante :

λGf6

NAf5
≥ 2d (4.10)
e qui se traduit par la 
ondition suivante sur les fo
ales des lentilles L1 et L2 :

f5

f6
≤ λG

2dNA
(4.11)La Figure 4.6 montre la géométrie du 
apteur CCD. On 
onsidère des pixels
arrés de 
�té Tp. La plus grande distan
e entre deux pixels 
onsé
utifs est alors

d =
√

2Tp. Les pixels de notre CCD ayant des 
otés de 11 µm, pour une longueurd'onde de 633 nm, un obje
tif d'ouverture numérique 1.4 immergé dans une huiled'indi
e n = 1.515 et o�rant un grandissement de 100, la 
ondition sur le rapportde fo
ales sera don
 :
f5/f6 ≤ 2, 9 (4.12)92
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2TpFig. 4.6 � S
héma illustrant les distan
es entre pixels 
onsé
utifs : la plus grande distan
e entredeux pixel 
onsé
utifs sur la diagonale est bien de √
2Tp.4.1.4 Re
onstru
tionNous venons de présenter un montage de mi
ros
opie holographique à partir du-quel nous sommes 
apables d'enregistrer une série de quatre hologrammes. D'aprèsles éléments théoriques présentés dans le 
hapitre pré
édent, nous avons mis enpla
e un algorithme qui permet de re
onstruire la distribution d'indi
e tridimen-sionnelle de l'objet observé.Les prin
ipales étapes de 
et algorithme sont reprises dans la Figure 4.7. A par-tir des 4 hologrammes mesurés, on 
al
ule la valeur du 
hamp di�usé dans le plande la CCD. On réalise ensuite une transformée de Fourier 2D pour obtenir les
omposantes 2D de 
e 
hamp. Le module de l'image 
omplexe alors obtenue faitapparaître un maximum qui 
orrespond à la partie non di�usée de l'onde d'illu-mination. Les 
oordonnées 2D de 
e maximum permettent de retrouver les trois
omposantes du ve
teur d'illumination kkki grâ
e à la 
ondition d'élasti
ité. Ces
omposantes donnent alors le 
entre de la sphère qui supporte les fréquen
es spa-tiales de l'objet. Comme nous enregistrons l'onde di�usée en transmission, limitéepar l'ouverture numérique de l'obje
tif, le support de fréquen
e se limite à une 
a-lotte de sphère. Les 
omposantes 2D de l'onde di�usée sont don
 numériquementdisposées sur 
ette 
alotte de sphère. Une transformée de Fourier 3D inverse nousdonne �nalement une distribution 3D 
omplexe de la permittivité de l'objet.La Figure 4.8 montre un exemple de re
onstru
tion tridimensionnelle d'un spé-
imen illuminé par une seule onde plane 
ohérente en in
iden
e oblique, selon laméthode dé
rite pré
édemment. Le spé
imen est une frustule de diatomée (Co
-
inodus sp). On peut 
onstater sur la 
oupe x − y (Fig. 4.8(a)) que les bords duspé
imen sont mal dé�nis et que des franges sont présentes. Ce
i est 
on�rmé surla Figure 4.8(b). En e�et, sur 
ette 
oupe x − z, on ne distingue que les franges
ara
téristiques du phénomène de di�ra
tion : la forme du spé
imen n'est pas ré-solue. On notera de plus que 
es franges sont in
linées par rapport à l'axe z, 
equi traduit l'in
linaison de l'onde d'illumination.93
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Fig. 4.7 � S
héma ré
apitulant des étapes de l'algorithme de re
onstru
tion. A partir des 4hologrammes enregistrés (a), on 
al
ule les parties réelle et imaginaire du 
hamp di�usé sur le plandu 
apteur CCD (b). Une transformée de Fourier numérique nous donne alors les 
omposantes 2Ddu 
hamp dans le domaine de Fourier (
). Il apparaît alors un maximum d'intensité qui 
orrespondà la partie non di�usée de l'onde d'illumination. Les 
oordonnées de 
e maximum permettentde retrouver les 
oordonnées 3D du 
entre de la 
alotte sphère supportant les fréquen
es objet.Les valeurs 
omplexes obtenues dans (
) sont alors projetées sur 
ette 
alotte de sphère (d). Unetransformée de Fourier 3D inverse donne alors la valeur 
omplexe de la fon
tion de permittivitéde l'objet (e).
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ements
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Fig. 4.8 � Images en mi
ros
opie holographique de la partie imaginaire d'une frustule dediatomée (Co

inodus sp) illuminée en in
iden
e oblique. La re
onstru
tion a été réalisée pourun seul angle d'illumination. La Figure (a) donne la 
oupe le long du plan x − y et (b) le longdu plan x − z. La barre d'é
helle représente 4µm.Ce premier résultat 
on�rme les limites que nous avons mises en éviden
e dansle 
hapitre pré
édent. En e�et, si le support de fréquen
e objet est bien ins
rit dansun volume, son élongation le long de l'axe fz demeure limitée. Par 
onséquent, larésolution est limitée, parti
ulièrement le long de 
et axe, 
omme nous venons del'observer.Pour améliorer la résolution, nous dé
rivons par la suite la mise ÷uvre d'unmontage de tomographie.4.2 Mi
ros
ope tomographiquePour étendre le support de fréquen
es objet 
olle
tées, nous avons 
hoisi uneméthode de tomographie en transmission où l'objet est �xe et où l'on fait varierl'in
iden
e de l'illumination. Nous allons maintenant présenter le montage de mi-
ros
opie tomographique optique di�ra
tive (MTOD) que nous avons réalisé et quipermet d'élargir le support de fréquen
es dans le but d'améliorer la résolution.4.2.1 Balayage angulaire de l'illuminationNous avons vu dans le 
hapitre pré
édent que dans 
e 
as, les dimensions dusupport 
olle
té dépendait de l'ouverture numérique du 
ondenseur et de l'obje
tif.Notre montage utilise don
 un obje
tif et un 
ondenseur à immersion o�rant tousles deux une ouverture numérique de NA = 1, 4.95



D'autre part, nous avons utilisé un support mé
anique qui permet de faire varierl'in
linaison du miroirM (
.f. Fig. 4.3). L'in
linaison du miroir permet de 
ontr�lerla position du point fo
al en sortie de L2 dans le plan fo
al arrière du 
ondenseur.Nous pouvons ainsi 
ontr�ler l'angle d'in
iden
e de l'onde d'illumination en sortiedu 
ondenseur. Grâ
e au grandissement fourni par 
e dernier, une petite variationde l'in
linaison du miroir entraîne une grande variation de l'illumination au niveaude l'é
hantillon. Typiquement, une variation de 5�de l'orientation du miroir de partet d'autre de la normale permet de 
ouvrir la totalité de l'ouverture numérique ensortie de 
ondenseur, soit un angle d'illumination de 68�pour une huile d'immersiond'indi
e n = 1, 515.A�n de remplir le support de fréquen
es étendu, il est né
essaire de faire un grandnombre d'a
quisitions pour un grand nombre d'angles d'illumination 
ouvrant latotalité de l'ouverture numérique du 
ondenseur. C'est pourquoi, il a été né
essaired'automatiser notre montage.L'automatisation du montage expérimental né
essite de pouvoir 
ommanderl'in
linaison du miroir M, les é
helons de tensions appliqués à l'a
tuateur piezo-éle
trique ainsi que l'a
quisition des images par le 
apteur CCD. Dans 
e but, lesupport mé
anique du miroir M a été équipé de deux moteurs pas à pas. Cesmoteurs sont 
ommandés par deux 
ontr�leurs, eux même reliés ave
 un PC parune liaison RS232. Le générateur de tension qui permet de 
ontr�ler l'élémentpiezo-éle
trique générant le dé
alage de phase a été relié au même PC par uneliaison GPIB. En�n, le 
apteur CCD est relié par une liaison analogique à une
arte d'a
quisition du PC.Il a ensuite fallu mettre en pla
e une interfa
e de 
ommande de 
es di�érentséléments selon leurs proto
oles respe
tifs. Pour 
ela, nous avons 
hoisi d'utiliserle logi
iel Labview qui nous a permis de 
on�gurer rapidement les liaisons entrele PC et les éléments à 
ommander et de programmer une séquen
e d'a
quisitionrépondant à nos besoins. La Figure 4.9 résume la stru
ture de l'interfa
e d'auto-matisation ainsi que les proto
oles utilisés.Typiquement, la 
on�guration a
tuelle permet de réaliser l'a
quisition pour 1000in
iden
es (soit 4000 hologrammes) en 40 mn. Le temps d'a
quisition de 4 holo-grammes (une in
iden
e) est de 500 ms tandis que les dépla
ement des moteursest de 3 s pour une longue 
ourse et de 1 s pour un dépla
ement entre deux po-sitions voisines. La durée totale d'a
quisition est don
 fortement allongée par letemps de dépla
ement des moteurs pas-à-pas en raison du temps né
essaire à leurstabilisation. 96
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Fig. 4.9 � S
héma illustrant l'automatisation du montage expérimental de tomographie
97



La Figure 4.10 montre le montage expérimental dans son ensemble. La partie
onfo
ale est positionnée sur le port de gau
he, tandis que le montage de tomogra-phie utilise la 
olonne d'illumination que nous avons re
onstruite et le port arrière.Le montage a
tuel o

upe une grande partie de la table optique. Une évolutionsera de le 
ondenser, pour fa
iliter les réglages et sa robustesse.
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(b)Fig. 4.10 � Photographie du montage expérimental. (a) La tête 
onfo
ale (1) sepositionne sur la gau
he du bâti (2). (b) Vue d'ensemble du bâti ave
 le montagetomographique. On retrouve les prin
ipaux éléments présentés dans la Figure 4.3.98
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Fig. 4.11 � S
héma ré
apitulatif des étapes de l'algorithme de re
onstru
tion des donnéestomographiques. (Voir texte pour détails)
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4.2.2 Re
onstru
tion des donnéesLe montage tomographique nous permet d'a
quérir un grand nombre d'holo-grammes de l'é
hantillon obtenus pour un grand nombre d'in
iden
es de l'onded'illumination. L'étape suivante 
onsiste à re
onstruire le support étendu des fré-quen
es objet à partir de 
ette série d'hologrammes.La Figure 4.11 dé
rit l'algorithme de re
onstru
tion. A partir des 4 hologrammesobtenus pour une in
iden
e (a) on 
al
ule la valeur du 
hamp di�usé dans le plande la CCD (b). On réalise ensuite une transformée de Fourier 2D pour obtenirles 
omposantes 2D du 
hamp di�usé (
). Le module de l'image 
omplexe alorsobtenue fait apparaître un maximum qui 
orrespond à la partie non di�usée del'onde d'illumination. Les 
oordonnées 2D de 
e maximum permettent de retrouverles trois 
omposantes du ve
teur d'illumination kkki grâ
e à la 
ondition d'élasti
ité(d). Ces 
omposantes donnent alors le 
entre de la 
alotte de sphère supportantles fréquen
es de l'objet pour l'angle d'illumination 
onsidéré. Les 
omposantes2D de l'onde di�usée sont don
 numériquement disposées sur 
ette 
alotte desphère (e). Les étapes (a) à (e) sont répétées autant de fois qu'il y a d'anglesd'illumination. Les fréquen
es objets sont alors a

umulées dans un support defréquen
es objet étendu (f). Au �nal une transformée de Fourier 3D inverse nousdonne une distribution 3D 
omplexe de la permittivité de l'objet (g).Deux remarques importantes doivent être faites au sujet de 
et algorithme.La première 
on
erne les mouvements du miroir. Si dans le 
as d'une seule in-
iden
e la phase de l'onde d'illumination ne pose pas de sou
is dans les étapes dere
onstru
tion, il en va di�éremment dans le 
as d'une re
onstru
tion de donnéestomographiques. En e�et, les mouvements mé
aniques du miroir M provoquentinévitablement un déphasage parasite pour 
haque angle de l'onde d'illumination.A�n d'assurer une re
onstru
tion 
orre
te, il est don
 impératif de 
orriger 
esdéphasages en normalisant l'amplitude 
omplexe du 
hamp di�usé. Pour 
ela àl'étape (d) on divise l'ensemble du 
hamp 
omplexe par sa valeur au niveau dumaximum d'intensité (qui 
orrespond à la partie non di�usée de l'onde d'illumi-nation).La deuxième remarque 
on
erne l'a

umulation des fréquen
es objets dans lesupport étendu. Le remplissage du support implique que 
ertaines fréquen
es sontobtenues de façon redondante. Contrairement à la mi
ros
opie 
lassique en trans-mission, la te
hnique d'imagerie et la stru
ture séquentielle de la re
onstru
tionnous permettent i
i de dénombrer les fréquen
es redondantes et ainsi d'en 
al
ulerla moyenne.
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4.3 Résultats expérimentaux4.3.1 Comparaison du mi
ros
ope holographique ave
 la MTOD

PSfrag repla
ements
(a) (b)

(
) (d)x x

x

xy

z z

z

Fig. 4.12 � Images en MTOD de la partie imaginaire d'une frustule de diatomée (Co

inodussp) pour une série de 1000 angles d'illumination 
ouvrant la totalité de l'ouverture numériquedu 
ondenseur (NA = 1.4 dans une huile d'indi
e n = 1.515). (a) montre la 
oupe le long duplan x− y et (b) le long du plan x− z de la partie imaginaire de l'image obtenue en mi
ros
opieholographique, (
) et (d) les 
oupes 
orrespondantes en MTOD. La barre d'é
helle représente
4µm.La Figure 4.12 montre une 
omparaison des images d'une frustule de Co

inodussp obtenues en mi
ros
opie holographique (a,b) (
f Fig. 4.8) et des images obtenuesen MTOD (
,d) pour une série de 1000 angles d'illumination qui 
ouvrent la totalitéde l'ouverture numérique du 
ondenseur (NA = 1, 4 dans une huile d'immersiond'indi
e n = 1, 151). Si l'on 
ompare les 
oupes dans le plan x − y (a) et (
)on peut noter une nette amélioration de la résolution dans le 
as de la MTOD.101



En e�et les bords de la frustule sont mieux dé�nis et les franges ont disparu.D'autre part on peut noter que la stru
ture �ne du spé
imen apparaît et on notela présen
e d'alvéoles. Dans la 
oupe (a) 
ette stru
ture �ne apparaît sous formed'une granulosité 
ouvrant l'ensemble du spé
imen. Dans le 
as de la 
oupe (
),les alvéoles ne sont présentes que dans la partie supérieure du spé
imen. En faitl'objet est légèrement in
liné par rapport au 
hamp observé. Dans le 
as de la
oupe (a) on voit les stru
tures présentes dans les di�érents plans. Dans la 
oupe(
) les alvéoles n'apparaissent pas au 
entre du spé
imen par
equ'elles se trouventdans un autre plan qui est dis
riminé. Ce
i est 
on�rmé dans les 
oupes selon leplan x−z (b,d). Si dans la 
oupe (b) on ne voit que des franges de di�ra
tion, dansla 
oupe (d) la stru
ture de l'objet apparaît. La MTOD 
ouplée à une te
hniquede re
onstru
tion adaptée permet don
 bien d'obtenir une image tridimensionnellede l'objet observé.

Fig. 4.13 � Plan
he regroupant des images en module d'une frustule de diatomée (Co

inodussp). Chaque image est une proje
tion en (x, y) du maximum d'intensité de l'image 3D. L'angle deproje
tion entre 
haque image varie de 8�autour de l'axe y. La barre d'é
helle représente 10µmLa plan
he de la Figure 4.13 donne une meilleure idée des 
apa
ités d'imagerie3D de notre système. La plan
he représente une série d'images en module d'unefrustule de diatomée de la même espè
e (Co

inodus sp.). Chaque image représente102



une proje
tion du maximum d'intensité de l'image 3D sous di�érents angles. Entre
haque image, l'angle de proje
tion varie de 8�autour de l'axe y. On peut noter laprésen
e d'une deuxième diatomée en forme de bâtonnet qui apparaît sur la droitede la Co

inodus sp dans la première image. Sa position qui varie dans la sériede proje
tion permet de se faire une meilleure idée de l'organisation du volumeobservé.4.3.2 Étude expérimentale de la résolutionDans le 
hapitre pré
édent nous avons mené une étude théorique de la résolu-tion d'un système MTOD basée sur un 
al
ul à partir des dimensions du supportde fréquen
e. Nous souhaitons maintenant savoir si notre système présente des
apa
ités de résolution latérale en a

ord ave
 les résultats théoriques obtenus.Pour 
ela, nous avons étudié la réponse du système à un bord. La Figure 4.14montre une plan
he résumant une telle étude menée sur les motifs d'une mire typeUSAF1. Cette mire a été réalisée par un dép�t d'or sur une lame de verre par uneméthode de photogravure. La Figure 4.14(a) résume l'étude de la résolution pourun système de mi
ros
opie holographique, la Figure 4.14(b) pour notre systèmeMTOD. Les images représentent des 
oupes x − y de la partie réelle des résultatsde la re
onstru
tion. Les 
ourbes représentent les pro�ls 
orrespondants obtenusle long de la ligne représentée en tirets blan
. Pour 
haque 
ourbe, une partie
orrespondant à une transition de bord a été agrandie. La résolution expérimentalepeut-être évaluée selon deux 
ritères. Le premier 
ritère 
onsiste à dénombrer lespixels séparant les minimums et les maximums de la zone de transition (
ritère leplus défavorable). Il est également possible d'évaluer les niveaux moyens de partet d'autre du bord (représentés en pointillés sur les parties agrandies des 
ourbes)et de dénombrer le nombre de pixels séparant 
es deux niveaux dans la zone detransition (
ritère le plus favorable).Selon le 
ritère pi
 à pi
, on trouve 6 pixels dans le 
as du mi
ros
ope holo-graphique et 3 pixels dans le 
as MTOD. Pour une taille de pixel de 110 nm onobtient une transition en 660 nm pour le mi
ros
ope holographique et en 330 nmpour le MTOD. Selon le 
ritère des niveaux moyens, on trouve 4 pixels dans le
as du mi
ros
ope holographique, soit une transition en 440 nm, et 1 pixel pourle MTOD, soit une transition en 110 nm.En théorie, la résolution latérale d'un système MTOD dans les mêmes 
onditions(
ondenseur et obje
tif d'ouverture numérique NA = 1, 4 immergés dans une huile1Aimablement fournie par le Dr Rodolphe Ja�ol de l'Institut Ja
ques Delaunay de l'Universitéde Te
hnologie de Troyes 103
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Niveaux de gris µmµmFig. 4.14 � Étude 
omparative de la résolution à partir de la réponse à un bord. La barred'é
helle représente 5µm(voir texte pour détails)
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d'indi
e n = 1, 151 et longueur d'onde d'illumination λ = 633 nm) a été 
al
uléedans le 
hapitre pré
édent à :
rx,y = 113 nm (4.13)On peut noter que selon le 
ritère pi
 à pi
, notre système fourni une résolutionmoins bonne que 
e qui est théoriquement prévu, tandis qu'elle est 
omparableselon le 
ritère des niveaux moyens. La résolution expérimentale réelle se trouve
ertainement entre 
es deux valeurs. Ce que l'on peut retenir, 
'est que le fait deréaliser une tomographie permet d'améliorer la résolution latérale par rapport àla mi
ros
opie holographique. Dans la mesure où le support de fréquen
e voit sesdimensions latérales doubler selon que l'on utilise la mi
ros
opie holographique oula MTOD, la résolution devrait, en théorie, être améliorée d'un fa
teur 2 selon quel'on utilise l'une ou l'autre te
hnique. Les mesures réalisées montre e�e
tivementune amélioration dans des proportions 
omparables.Notons en�n que l'objet utilisé dans 
ette étude présente des propriétés optiquesparti
ulières dans la mesure où il est métallique et présente des bords fran
s. Il estdon
 possible de s'interroger sur le fait qu'il remplisse les 
onditions de la premièreapproximation de Born.4.3.3 Observation expérimentale de l'indi
e 
omplexeDans le 
hapitre pré
édent, nous avons également vu que les images re
onstruitesselon la méthode présentée par [Wolf, 1969℄ 
orrespondaient à la permittivité del'objet, 
'est à dire à la distribution tridimensionnelle des indi
es optiques au seindu spé
imen. Nous venons de montrer que les images que nous obtenions o�raientune résolution su�sante pour permettre une imagerie tridimensionnelle. Il 
onvientmaintenant de s'interroger sur la 
apa
ité de notre système à traduire les variationsde la permittivité au sein du spé
imen.La Figure 4.15 montre une plan
he d'images obtenues sur des objets absorbantsou déphasants. Les images (a) et (b) montrent respe
tivement des 
oupes trans-versales des parties réelles et imaginaires de la re
onstru
tion de graduations d'unmi
romètre obje
tif. Ces graduations 
onsistent en un dép�t de peinture que nous
onsidérons totalement absorbante. Les images (
) et (d) montrent respe
tivementles même 
oupes pour la re
onstru
tion d'un é
hantillon 
onstitué de deux po-lymères de même épaisseur pla
és 
�te à 
�te2 et dont l'indi
e de réfra
tion estdi�érent. Le polymère de gau
he présente un indi
e de réfra
tion n1 = 1, 48, 
elui2Cet é
hantillon a été aimablement préparé par le Dr Lavinia Balan du Département dePhoto
himie Générale de l'E
ole Nationale Supérieure de Chimie de Mulhouse105



0 2.2

0 2.2 0 2.2

0 2.2

PSfrag repla
ements
(a) (b)

(
) (d)

x

xx

x

x

y

yy

y

y

Partie réelle Partie imaginaire

Mi
romètre
(objetabsor
bant)

Polymères(
objetdépha
sant)

Niveaux de gris µmµm

µm µm

Fig. 4.15 � Observation expérimentale de l'indi
e 
omplexe : 
omparaison des parties réelleset imaginaires pour des objets absorbants et déphasants. (voir texte pour détail)
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de droite un indi
e de n2 = 1, 54. Les 
ourbes présentent le pro�l de niveaux degris le long de la ligne repérée en tirets blan
s sur les images.Dans le 
as du mi
romètre obje
tif, les graduations entraînent une variationsigni�
ative des niveaux de gris dans la partie réelle, tandis que 
ette variation estquasiment nulle dans la partie imaginaire. Dans le 
as des polymères, la variationd'indi
e de réfra
tion se traduit par une variation signi�
ative du 
ontraste de lapartie imaginaire tandis que la partie réelle ne présente au
un 
ontraste.L'étude de 
es images et de 
es pro�ls montrent qu'une variation de l'absorp-tion se traduit par une variation des niveaux de gris dans la partie réelle alorsqu'une variation de l'indi
e de réfra
tion se traduit par une variation dans la par-tie imaginaire. Ce
i est 
onforme au 
adre théorique que nous avons exposé dansle 
hapitre pré
édent. On peut don
 espérer qu'une 
alibration du système per-mettrait de quanti�er les données en absorption et en réfra
tion. De telles mesuresprésenteraient l'avantage d'obtenir une information sur les propriétés physiques duspé
imen observé, autres que 
elles 
on
ernant sa morphologie. Il faut 
ependantêtre prudent dans la mesure où tous les spé
imens peuvent ne pas 
onvenir pour 
etype de mesure. [Slaney et 
oll., 1984℄ a présenté une étude théorique qui montrequ'au delà de 
ertaines dimensions ou de 
ertaines variations d'indi
e, la premièreapproximation de Born est mise quantitativement en défaut.La Figure 4.16 présente les 
oupes transversales de la partie réelle (a) et imagi-naire (b) d'une image de 
ellules d'un épithélium bu

al. On peut 
onstater sur lesagrandissements (1) et (2) de la zone autour du noyau que selon que l'on observel'absorption ou la réfra
tion, 
ertaines stru
tures sont présentes ou non.
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Partie réellePartie imaginaireFig. 4.16 � Exemple d'indi
es 
omplexes sur un 
as biologique. (a) et (b) présentent des
oupes transversales des parties réelles et imaginaires d'images de 
ellules épithéliales bu

ales.Les agrandissement (1) et (2) montrent des stru
tures dans et autour d'un noyau qui apparaissentou non selon que l'on regarde la partie réelle ou imaginaire.
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4.3.4 Couplage ave
 la mi
ros
opie 
onfo
aleUn des obje
tifs �xés au début de 
e travail était de 
oupler la mi
ros
opietomographique optique di�ra
tive ave
 la mi
ros
opie 
onfo
ale. Notre montageexpérimental a été 
onçu en fon
tion de 
et obje
tif.
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Fig. 4.17 � Combinaison MTOD/Mi
ros
opie 
onfo
ale, images en 
oupe x − y et x − z d'ungrain de pollen de per
e-neige. (a,
) partie réelle en MTOD, (b,d) partie imaginaire, (
,e) imageen mi
ros
opie 
onfo
ale en auto�uores
en
e. Les barres d'é
helle représentent 4µmLa Figure 4.17 présente les 
oupes transversales (a-
) et longitudinales (d-f)des images d'un grain de pollen de per
e-neige obtenues en MTOD (a,b),(d,e)et en mi
ros
opie 
onfo
ale par auto�uores
en
e (
),(f). Les 
oupes (a) et (d)présentent la partie réelle de l'image obtenue en MTOD, tandis que les 
oupes(b) et (e) représentent la partie imaginaire. Il est 
lairement visible sur les 
oupes(d-f) que la résolution longitudinale obtenue en MTOD est moins bonne que 
elledes images en mi
ros
opie 
onfo
ale. Ce
i s'explique par le fait que le support defréquen
es transmis par notre système présente un 
�ne manquant 
ara
téristiquedes mi
ros
opes en transmission, 
e qui n'est pas le 
as du mi
ros
ope 
onfo
al.109



Les images obtenues par 
ouplage des deux te
hniques de mi
ros
opie n'ont pasen
ore fait l'objet d'une analyse poussée. Nous espérons 
ependant pouvoir mettreen éviden
e l'apport d'information qu'apporte le fait d'utiliser deux te
hniques demi
ros
opie.4.4 Perspe
tives d'évolutionNous venons de présenter la réalisation d'un système de MTOD qui o�re des 
a-pa
ités d'imagerie tridimensionnelle à partir de la permittivité d'objets faiblementdi�usants. Plusieurs pistes d'améliorations ou d'évolutions de 
e système peuventêtre envisagées.Un des intérêts essentiel du système de mi
ros
opie que nous présentons est sa
apa
ité à fournir une information sur la distribution d'indi
e. Une étape impor-tante serait don
 de réaliser une 
alibration pré
ise. Pour 
ela, il est né
essaire dedisposer de spé
imens présentant des variations d'indi
e 
onnus. Une 
ollaborationave
 le département de Photo
himie Générale de l'E
ole Nationale Supérieure deChimie de Mulhouse est en 
ours.Une limite importante que nous avons notée est la lenteur de l'a
quisition qui lerend sensible aux problèmes de variations de l'environnement ou du spé
imen dansle temps. Nous avons vu que 
ette durée d'a
quisition dépendait essentiellementdu temps que mettent les moteurs pas à pas pour réaliser le balayage angulaire.Une première piste d'amélioration serait don
 de passer à un système de balayageplus rapide en utilisant par exemple un balayage 
ontinu réalisé par un systèmegalvanomètrique [Choi et 
oll., 2007℄.A�n d'améliorer la vitesse d'a
quisition il est également envisageable d'extrairele front d'onde di�usé plus rapidement. Pour 
ela plusieurs pistes sont possibles.Une première solution serait de disposer d'une 
améra rapide. Une autre 
onsis-terait à rempla
er l'holographie à sauts de phase par l'holographie hors-axe, 
equi réduirait le nombre d'hologrammes à a
quérir. Nous avions 
ependant é
arté
ette te
hnique au départ par
equ'elle exigeait un 
hamp de déte
tion plus im-portant. Une autre piste 
onsisterait à utiliser un système a
ousto-optique pourréaliser le déphasage de l'onde de référen
e [Choi et 
oll., 2007℄ 
e qui permettraitd'a
quérir plus rapidement les di�érents hologrammes né
essaires à l'holographie àsauts de phase. En�n, la dernière solution 
onsisterait à enregistrer simultanémentles 4 hologrammes en utilisant un système 
omparable à 
elui présenté dans laréféren
e [Dunsby et 
oll., 2003℄ 110



En MTOD, la résolution longitudinale, bien qu'améliorée par rapport à 
elled'un mi
ros
ope holographique, est limitée en raison d'un 
�ne de fréquen
es man-quantes le long de l'axe optique. Cette résolution longitudinale peut-être amélio-rée en déte
tant la partie ré�é
hie de l'onde di�usée en plus de la partie trans-mise [Lauer, 2002 ; Fukutake et Milster, 2007℄. Pour 
ela, il serait né
essaire de
on
evoir un nouveau système qui utiliserait deux obje
tifs opposés frontalement.L'illumination pourrait être alors réalisée à travers l'un des obje
tif ave
 une ou-verture numérique 
omparable à 
elle du 
ondenseur, les parties transmises etré�é
hies de l'onde di�usée étant déte
tées à travers les deux obje
tifs. Notonsqu'un tel système a été ré
emment présenté, sans avoir en
ore fait l'objet d'uneréalisation aboutie [Fukutake et Milster, 2007℄.Dans 
e 
hapitre, nous avons présenté une première réalisation de mi
ros
opeholographique dont nous avons vu qu'elle présentait un intérêt limité en raison deson manque de résolution longitudinale.Nous avons par la suite présenté le montage tomographique que nous avonsréalisé. Ce montage permet d'étendre le support de fréquen
es objet obtenu parrapport au mi
ros
ope holographique et permet don
 de réaliser une imagerie tri-dimensionnelle.Les résultats expérimentaux que nous avons présentés nous ont permis d'évaluerles 
apa
ités de notre système tant en terme de résolution que de réponse auxvariations d'indi
es optiques.Nous avons également présenté des résultats ré
ents qui montrent la 
apa
itéde notre système à réaliser sur un même spé
imen l'imagerie en MTOD et enmi
ros
opie 
onfo
ale.En�n, nous avons proposé des possibilités d'améliorations de notre montage ex-périmental ainsi que des perspe
tives 
on
ernant les évolutions possibles de 
ettete
hnique de mi
ros
opie.
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Con
lusionLa mi
ros
opie de �uores
en
e est devenue un outil de 
hoix dans l'observationdu vivant. L'utilisation de marqueurs spé
i�ques permet en e�et d'étudier isolé-ment 
ertaines stru
tures et fon
tions 
ellulaires. Grâ
e à la mi
ros
opie 
onfo
aleen parti
ulier, il est également possible d'obtenir des images tridimensionnelles.Cependant, nous avons pu 
onstater que la résolution o�erte demeurait limitée.Dans 
e manus
rit, nous avons présenté une première possibilité d'améliorationde 
ette résolution qui porterait sur l'utilisation d'obje
tifs à forte ouverture nu-mérique et une préparation parti
ulière du spé
imen.Puis, nous avons brièvement rappelé les dernières te
hniques d'amélioration dela résolution qui utilisent une illumination stru
turée obtenue par le phénomèned'interféren
e à l'ex
itation du spé
imen.Nous avons alors proposé deux nouvelles te
hniques d'illumination stru
turéevisant à améliorer la résolution latérale uniquement. La première 
onsiste à utiliserune lame de phase, la deuxième une illumination à trois fais
eaux mettant enjeu des interféren
es latérales. Les résultats obtenus montrent qu'il est possibled'obtenir un gain sensible le long d'un axe du plan transversal.L'amélioration de la résolution passe aussi par des traitements numériques et enparti
ulier la dé
onvolution.Nous avons don
 étudié des méthodes numériques permettant d'améliorer defaçon isotrope la résolution du système 
onfo
al 3-fais
eaux que nous avons pro-posé. La te
hnique de fusion par moyenne nous est apparue peu adaptée à 
e 
as.La te
hnique de fusion dans le domaine de Fourier étudiée apporte déjà des amé-liorations sensibles. La te
hnique de dé
onvolution à noyaux multiples apporte uneamélioration signi�
ative tant du point de vue de la résolution que de la robustesseau bruit et qu'au 
hoix des paramètres utilisés.Nous avons également pu noter que de nombreuses te
hniques de mi
ros
opie2D ou 3D présentaient des réponses impulsionnelles asymétriques et pourraientdon
 
onstituer d'autres appli
ations possibles des méthodes numériques que nousavons proposées. 112



Nous avons ensuite évoqué le r�le du spé
imen dans le pro
essus de formationd'image et noté que son r�le n'était pas neutre. Nous avons don
 étudié une te
h-nique dite de mi
ros
opie holographique. Cette te
hnique se dé
ompose en deuxétapes. La première 
onsiste à enregistrer l'onde di�usée par le spé
imen à la fois enamplitude et en phase. La se
onde dite de re
onstru
tion et e�e
tuée numérique-ment dans le 
adre de la première approximation de Born, donne la distribution 3Ddes indi
es optiques du spé
imen. Mais, la résolution obtenue n'est pas su�santepour extraire une distribution d'indi
e tridimensionnelle.Nous avons don
 étudié, d'un point de vue théorique, 
ertaines te
hniques detomographie qui permettent d'élargir le support de fréquen
es et d'améliorer ainsila résolution �nale. Nous avons étudié les di�érentes propositions de telles 
on�-gurations en transmission.Ensuite, nous avons dans un premier temps, présenté une réalisation de mi
ro-s
ope holographique dont nous avons vu qu'elle présentait un intérêt limité, puisle montage tomographique en transmission que nous avons 
onstruit.Ce montage permet d'étendre le support de fréquen
es objet obtenu par rapportau mi
ros
ope holographique et permet don
 d'obtenir réellement une imagerie tri-dimensionnelle.Les résultats expérimentaux que nous avons présentés nous ont permis d'éva-luer les 
apa
ités de notre système en terme de résolution. Celle-
i a été évaluéeexpérimentalement à partir d'une réponse à un bord. Nous avons également mon-tré que notre système était 
apable de mesurer des variations d'indi
es optiques
omme prévu par la théorie. En�n, nous avons 
ouplé notre MTOD ave
 une tête
onfo
ale. Nous sommes don
 maintenant en mesure de faire les deux types d'ima-gerie sur le même spé
imen. Ce résultat ouvre la voie à une mise en ÷uvre deste
hniques de dé
onvolution adaptative étudiée au laboratoire (thèse B. Coli

hio,2004 ; thèse E. Maalouf, en 
ours).Les travaux présentés dans 
e manus
rit devraient 
onnaître plusieurs dévelop-pements. Tout d'abord nous envisageons de mettre en ÷uvre et de valider ex-périmentalement les te
hniques d'illuminations stru
urées proposées ainsi que lesméthodes de re
onstru
tion envisagées.Notre montage expérimental de mi
ros
opie tomographique optique di�ra
tivedevra être 
alibré en indi
e. Améliorer la vitesse d'a
quisition sera un point 
ru
ial.Nous avons pour 
ela envisagé l'utilisation de 
on�gurations optiques autre quel'holographie à dé
alage de phase.En�n, notre mi
ros
ope fourni aux biologistes une information jusqu'alors nondisponible : la distribution d'indi
e au sein du spé
imen. Nous pensons que 
ette113



information supplémentaire pourrait o�rir des opportunités nouvelles dans l'étudedes spé
imens biologiques.
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RésuméMots 
lés : mi
ros
opie de �uores
en
e, mi
ros
opie holographique,mi
ros
opie tomographique optique di�ra
tive, synthèse d'ouverture,dé
onvolution, traitement d'image.Le travail de 
ette thèse porte sur l'amélioration des te
hniques de mi
ros
opiesoptiques 2D et 3D.Dans une première partie des travaux, j'ai proposé une te
hnique d'illuminationstru
turée fo
alisée et des traitements numériques spé
i�ques permettant un gainde la résolution latérale d'un fa
teur deux en mi
ros
opie 
onfo
ale de �uores
en
e.La deuxième partie des travaux a 
onsisté à réaliser un montage expérimen-tal de mi
ros
opie tomographique optique di�ra
tive qui permet, après une étapede re
onstru
tion numérique, l'imagerie de spé
imen transparents en trois dimen-sions. La 
ara
térisation du montage expérimental a montré que 
ette te
hniquepermettait d'obtenir une information jusqu'alors ina

essible : la 
artographie desindi
es optiques au sein du spé
imen observé. En outre un gain en résolution visà vis des te
hniques de mi
ros
opie plus 
lassiques a été obtenu.Abstra
tKeywords : �uores
en
e mi
ros
opy, holographi
 mi
ros
opy, di�ra
-tive opti
al tomographi
 mi
ros
opy, syntheti
 aperture, de
onvolution,image pro
essing.This work 
on
erns the improvement of 2D and 3D opti
al mi
ros
opy te
h-niques.In a �rst part, I propose a fo
used stru
tured illumination te
hnique withspe
i�
 numeri
al pro
essing allowing an improvement of a fa
tor two of the lateralresolution in 
onfo
al �uores
en
e mi
ros
opy.The se
ond part of work 
onsisted in 
arrying an experimental di�ra
tive op-ti
al tomographi
 mi
ros
opy set-up. This one allows, after a stage of numeri
alpro
essing of the images, to image 3D transparent spe
imens. The 
hara
teri-zation of the experimental set-up showed that this te
hnique allowed to obtaininformation not a

essible before : the 
artography of the opti
al indi
es withinthe spe
imen observed. Moreover an improvement of the resolution with respe
tto the more traditional te
hniques of mi
ros
opy was obtained.
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