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Résumé

Mots clés : microscopie de fluorescence, microscopie holographique,
microscopie tomographique optique diffractive, synthése d’ouverture,
déconvolution, traitement d’image.

Le travail de cette thése porte sur 'amélioration des techniques de microscopies
optiques 2D et 3D.

Dans une premiére partie des travaux, j’ai proposé une technique d’illumination
structurée focalisée et des traitements numériques spécifiques permettant un gain
de la résolution latérale d’un facteur deux en microscopie confocale de fluorescence.

La deuxiéme partie des travaux a consisté a réaliser un montage expérimen-
tal de microscopie tomographique optique diffractive qui permet, aprés une étape
de reconstruction numérique, I'imagerie de spécimen transparents en trois dimen-
sions. La caractérisation du montage expérimental a montré que cette technique
permettait d’obtenir une information jusqu’alors inaccessible : la cartographie des
indices optiques au sein du spécimen observé. En outre un gain en résolution vis
a vis des techniques de microscopie plus classiques a été obtenu.

Abstract

Keywords : fluorescence microscopy, holographic microscopy, diffrac-
tive optical tomographic microscopy, synthetic aperture, deconvolution,
image processing.

This work concerns the improvement of 2D and 3D optical microscopy tech-
niques.

In a first part, I propose a focused structured illumination technique with
specific numerical processing allowing an improvement of a factor two of the lateral
resolution in confocal fluorescence microscopy.

The second part of work consisted in carrying an experimental diffractive op-
tical tomographic microscopy set-up. This one allows, after a stage of numerical
processing of the images, to image 3D transparent specimens. The characteri-
zation of the experimental set-up showed that this technique allowed to obtain
information not accessible before : the cartography of the optical indices within
the specimen observed. Moreover an improvement of the resolution with respect
to the more traditional techniques of microscopy was obtained.
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Introduction

LLa vue est un sens essentiel dans la perception du monde qui nous entoure.
C’est pourquoi la compréhension du déroulement d’'un phénomeéne nécessite sou-
vent d’en avoir une approche visuelle. Ainsi, Galilé avait-il sa lunette et Pasteur,
son microscope.

Le microscope optique, en offrant des possibilités d’observation a 1’échelle du
micromeétre, a suscité et suscite encore un vif intérét. En effet, il posséde un grand
nombre de champs d’application aussi variés que la biologie, la physique des maté-
riaux ou l'industrie de la micro-électronique. L.a microscopie s’est diversifiée avec
le nombre croissant des domaines o elle a fait son entrée et donc avec la variété
croissante des objets & observer. Ainsi le microscope en transmission qui est la
configuration la plus classique, a évolué vers le microscope en réflexion, le micro-
scope a lumiére polarisée ou le microscope a contraste de phase.

La biologie est un domaine ou cet instrument est particuliérement utilisé. A cela
il y a plusieurs raisons. Tout d’abord, la cellule, élément de base constitutif de toute
forme de vie, présente des dimensions qui correspondent & I’échelle d’observation
qu’offre le microscope. De plus, dans ce domaine en particulier, la compréhension
des fonctions du vivant passe par I'observation de ses structures caractéristiques.
Enfin 'avénement de la microscopie de fluorescence qui permet le marquage de
structures ou de fonctions spécifiques a représenté une évolution marquante dans
I’étude du vivant. Grace a cette technique, les zones ou les fonctions marquées, donc
fluorescentes, peuvent étre étudiées isolément. Un grand nombre de sondes et de
marqueurs ont donc été développés pour permettre 'étude de fonctions cellulaires
telles que le métabolisme, la protéomique ou la biologie moléculaire.

Ces possibilités d'imagerie se sont vues étendues avec ’apparition de la micro-
scopie de fluorescence tridimensionnelle. Le principe consiste a faire 'acquisition
d’une série d’'images du spécimen a des profondeurs différentes par section optique.
[’image tridimensionnelle est alors reconstruite au moyen d’un ordinateur.

On notera cependant que ce type de microscopie voit ses possibilités limitées
en raison de la difficulté a séparer les plans le long de I’axe longitudinal. Ceci est



di au processus de formation d'image.

De fagon générale, la limite essentielle du microscope optique tient & son pouvoir
séparateur limité. Il existe deux voies pour remédier a ce probléme. La premiére
consiste a modifier le microscope. Autrement dit, & modifier le processus de forma-
tion d’image pour améliorer le pouvoir séparateur. Une grande innovation dans ce
domaine est certainement l'invention du microscope confocal par Marvin Minski
en 1957. Depuis, de nouvelles techniques ont vu le jour et des progrés ne cessent
d’étre réalisés.

Une autre voie consiste a traiter les images numériquement en inversant le
processus de formation d'image au moyen d’algorithmes de déconvolution.

Le Laboratoire MIPS de I'Université de Haute-Alsace travaille sur la modélisa-
tion et la caractérisation instrumentale ainsi que sur les méthodes de déconvolution
en microscopie de fluorescence depuis prés de quinze ans.

Les travaux présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans cette thématique du
laboratoire en suivant deux approches. Le plan adopté se décomposera donc en
deux grandes parties.

La premiére partie concerne I'amélioration de la résolution en microscopie de
fluorescence a travers des propositions de montages théoriques permettant d’amé-
liorer la résolution latérale. Ces propositions ont pu étre simulées et évaluées au
moyen des modeéles développés au laboratoire. l.a mise en ceuvre de méthodes nu-
mériques adaptées aux montages présentés prolonge les travaux réalisés dans cette
équipe sur la déconvolution.

Dans la deuxiéme partie, nous partons du constat que la non-homogénéité du
spécimen est négligée dans le processus de formation d’image ou dans les méthodes
de déconvolution. Or 'utilisation, sur les mémes spécimens, de techniques de mi-
croscopie telle que le contraste de phase montre que ceux-ci sont inhomogénes.
C’est pourquoi, Bruno Colicchio, au cours de sa thése présentée dans le labora-
toire, a étudié une méthode de déconvolution susceptible de prendre en compte la
non-homogénéité du spécimen. Pour fonctionner, cette méthode nécessite d’avoir
accés aux propriétés optiques du spécimen. C’est pourquoi le laboratoire a décidé
de réaliser un montage de microscopie tomographique optique diffractive qui per-
met de mesurer la distribution d’indices du spécimen. La deuxiéme partie de ce
manuscrit rappelle donc les bases théoriques de ce type de microscopie et décrit
la mise en ceuvre du montage expérimental réalisé au cours de cette thése. Les
résultats expérimentaux obtenus sur ce montage sont également présentés.



Premiére partie

Propositions pour ’amélioration de
la résolution en microscopie de
fluorescence



Chapitre 1

Amélioration de la résolution en
microscopie de Huorescence
méthodes optiques

1.1 Principes généraux de la microscopie de fluo-
rescence

Le microscope de fluorescence est un cas a part dans la mesure ou la détection se
fait a une longueur d’onde différente de celle de 1’éclairage. Ceci est di au phéno-
meéne de fluorescence. 1l est alors possible de distinguer certaines zones, marquées
par une sonde présentant le phénomeéne de fluorescence, du reste du spécimen.

1.1.1 Principe de la fluorescence

La fluorescence appartient a la famille de phénoménes appelée photolumines-
cence La photoluminescence consiste en l'excitation et le passage a un niveau
d’énergie plus élevée des électrons de la couche de valence d’une molécule, par une
source d’énergie lumineuse. Ce passage est suivi par un retour des électrons a un
état d’énergie bas, se traduisant par I’émission de lumiére. Selon que ce retour aux
bas niveaux passe ou non par un état triplet, le délai de retour sera plus ou moins
long. On parlera de fluorescence pour un délai de 'ordre de la nanoseconde (pas
de passage par I’état triplet) ou de phosphorescence pour les délais de I'ordre de
la microseconde (passage par un état triplet).

La transition de retour des électrons a I'état de repos provoque un dégagement
d’énergie sous deux formes : une transition radiative (émission de lumiére) et une



ou des transitions non radiatives (émission de chaleur). Il en résulte que le to-
tal d’énergie lumineuse restituée est inférieur a 1’énergie nécessaire a I'excitation.
[’énergie d'une onde lumineuse est donnée par :

_hee
D\

ol h = 6,626.107%* J.s est la constante de Planck, ¢ = 2,99.10% m.s~! la célérité
de la lumiére dans le vide et A la longueur d’onde dans le vide. La perte d’énergie
dans la transition radiative se traduira par une augmentation de la longueur d’onde
ré-émise par la molécule fluorescente. On parle alors de décalage de Stokes.

E=h-v (1.1)

Décalage de Stokes et détection de la fluorescence

Absorbance
Fluorescence emission

300 350 400 450 500 550 600
Wavelength (nm)

F1G. 1.1 Spectres d’absorption et d’émission de la molécule DAPI. Ce fluorochrome est utilisé
pour marquer les structures nucléaires dans la cellule et posséde un maximum de d’excitation
dans I'U.V. et un maximum d’émission situé, dans le bleu, & une longueur d’onde de 461 nm
(source : Molecular Probes(©).

Du fait du décalage de Stokes, les spectres d’excitation et d’émission d’un fluo-
rochrome se trouveront décalés vers les grandes longueurs d’onde comme on peut
le constater sur la Figure 1.1 qui montre les spectres d’absorption et d’émission
d’un fluorophore particulier, le DAPI. Ceci permet, a la détection, de séparer les



ondes d’illumination et d’émission au moyen d’un simple filtre monochromatique
ou d’un miroir dichroique. De méme, les spectres d’émission étant caractéristiques
pour chaque fluorochrome, il est également possible de séparer les diverses sources
de fluorescence au moyen d’un jeu de filtres permettant des techniques comme la
colocalisation. Ceci est une propriété trés importante de la fluorescence, dans la
mesure ou chaque fluorochrome se fixe préférentiellement sur un plusieurs types
de structures biologiques particuliéres. Le phénoméne de fluorescence est donc un
outil de choix pour les biologistes, dans la mesure ou I’étude des organismes vivants
est trés souvent basée sur une association Structure/fonction qui peut donc étre
étudiée au moyen de fluorochromes spécifiques.

Perte de fluorescence : photoblanchiement

On appellera quenching 1'ensemble des phénomeénes physico-chimiques impli-
quant la molécule fluorescente et qui se traduisent par une perte de fluorescence.
Par exemple, il peut arriver, sous des conditions particuliéres, qu’il y ait un phéno-
meéne de résonance se traduisant par des échanges d’énergie entre le fluorochrome
et une autre molécule. Le fluorochrome a I’état excité voit son surplus d’énergie
transféré vers une autre molécule voisine pouvant alors a4 son tour émettre de la lu-
miére (phénoméne utilisé dans I'imagerie FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfert) ou dissiper I’énergie de fagon non radiative. Dans tous les cas, ces phéno-
meénes, voulus ou non, implique une diminution réversible de la fluorescence émise
par le fluorochrome.

D’autre part, le changement de niveau d’énergie des électrons de la couche de
valence du fluorochrome peut influer sur sa réactivité vis a vis des molécules qui
I'entourent. Certaines réactions chimiques avec un autre agent, comme par exemple
I'oxygéne, peuvent se produire. Dans ce cas, il y a une diminution non réversible
du signal de fluorescence, on parle alors de photoblanchiement, ou photobleaching.
Ce phénoméne est bien entendu fortement dépendant de I’environnement thermo-
chimique du fluorochrome a travers des paramétres comme le pH, la température
ou les concentrations ioniques.

1.1.2 Microscope de fluorescence classique

Un microscope a fluorescence est donc un microscope photonique équipé de deux
lampes, une lampe ordinaire qui fourni une lumiére blanche incohérente pour une
observation classique par transmission et une lampe a arc, couplée avec un filtre,
fournissant une lumiére adaptée a I'excitation de la fluorescence. Un point trés im-
portant est qu’il faut pouvoir séparer le rayonnement d’excitation du rayonnement
de fluorescence. On équipe donc le microscope d’un filtre dichroique, qui rejette



le rayonnement a la longueur d’onde d’excitation éventuellement renvoyée vers le
capteur tout en laissant passer le rayonnement de fluorescence.

(a)

plan de focalisation
A 5 (v)

\ filtre monochromatique

lentille de Telan

excitation ‘
| objecti f
=Y
3 point focalisé
E
S | point non focalisé

FI1G. 1.2 — Focalisation dans un microscope de fluorescence classique

[’image du spécimen est formée de maniére globale a travers 1’objectif pour étre
observée directement a I'ceil ou enregistrée par une caméra. La Figure 1.2 indique
les chemins optiques pour la détection d'un point dans le plan focal et d’un point
hors plan focal. A cause des limitations du systéme optique (fonction de transfert),
I'image d’un point n’est pas un point, mais une tache d’Airy (a), qui définira la
résolution du microscope. Notons aussi que dans un microscope conventionnel,
I'image d’un point en dehors du plan de focalisation est aussi présente dans le plan
de détection (plan image), bien que floue (b). De ce fait, 'image d’un plan, si elle
contient bien 'information du plan observé, est aussi dégradée par les informations
en provenance des autres plans.

1.1.3 Microscope de fluorescence confocal

Pour palier aux défauts du microscope conventionnel, on peut utiliser un mon-
tage confocal [Minsky, 1988|. Un faisceau laser est focalisé et balaye le plan d’ob-



se fait au travers d'un « pinhole » en position confocale par rapport au spot d’ex-
citation, c’est a dire que le systéme de détection ne voit que la zone de focalisation
du faisceau d’excitation.

plan de focalisation

pinhole

filtre monochromatique

| lentille de Telan

<€
faisceau d'excitation
maroirr —_— '
dichroique ; ! <

| objecti f

point focalisé

Volume excité

point non focalisé

F1G. 1.3 — Focalisation dans un microscope confocal

Ce montage, décrit dans la Figure 1.3, permet de rejeter une trés grande partie
de la lumiére (b) qui proviendrait des plans autres que le plan de focalisation :
la résolution du microscope confocal est donc meilleure que celle du microscope
conventionnel. Le signal est détecté a ’aide d’un photomultiplicateur, et I'image est
donc formée point par point par balayage de I’'objet. Si I'image est bien meilleure en
termes de résolution, on peut cependant noter trois défauts inhérents a ce systéme :

[’acquisition est souvent plus lente, a cause de la nécessité de balayer le
spécimen pour former une image.

— Le rapport signal sur bruit est généralement plus faible que pour un micro-
scope classique.
[’illumination par un faisceau laser focalisé engendre des intensités locales
trés grandes qui peuvent induire un photo-blanchiment, voire endommager
le spécimen.

Une variante du microscope confocal est le microscope biphoton qui utilise une
excitation non-linéaire du fluorophore pour réaliser le confinement de ’excitation,
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F1G. 1.4  Principe général de 'acquisition 3D par coupes optiques sériées.

la détection pouvant étre confocale ou non.

1.2  Acquisition 3D

Par construction, le microscope (conventionnel, confocal ou bi-photon) ne per-
met de visualiser des spécimens que sur les deux dimensions du plan focal. Ce-
pendant, par déplacement de ce dernier a travers le spécimen, on acquiert une
pile d’images 2D a partir desquelles il est possible de reconstituer une image en
trois dimensions. Cette technique dite des coupes sériées (optical sectioning) se
base sur un balayage axial de I'objet observé. On peut effectuer ce balayage soit
en déplacant le spécimen via une platine motorisée, soit en déplacant 1'objectif,
généralement a 1’aide d’un élément piézo-électrique.

La Figure 1.4 décrit le principe de mesure par coupes sériées. L.e montage est
constitué d’un microscope de fluorescence équipé d’un mécanisme de déplacement,
sur I'axe optique et d'un capteur permettant de former une image. L’ensemble du
pilotage et de 'acquisition se fait & partir de la station informatique qui accom-
pagne cet équipement. Ensuite, a I’aide d’outils de reconstruction informatique, il
est possible de traiter et de visualiser les images en 3D.



1.3 Ouverture numérique et limites de résolution

Le pouvoir de résolution d’un systéme optique traduit sa capacité a distinguer
des détails fins. Il peut se définir comme la distance minimale entre deux éléments
de 'objet observé telle qu’il existe deux éléments distincts correspondants dans
I'image obtenue par ce systéme.

Un fluorophore excité peut étre considérée comme une source ponctuelle émet-
tant une onde lumineuse sphérique. Dans un microscope, la lumiére est collectée
par un objectif qui se caractérise par son ouverture numérique NA qui se définit
par :

NA =n.sinu, (1.2)

ot n représente l'indice de réfraction du milieu d'immersion et u le demi angle d’ou-
verture de I'objectif. A cause de cette limitation angulaire seules les composantes
dont I'angle avec I'axe optique de I'objectif sont inférieur a u participeront au pro-
cessus de formation d’image. Il en résulte que I'image d’une source ponctuelle n’est
pas un point mais une tache d’Airy.

(a) plan x —y

(b) plan =z — z

F1G. 1.5 — RIO 3D mesurée, plan z — y et £ — z. La mesure a été réalisée sur une bille de
latex de 0,1 pm de diamétre, avec un objectif d’ouverture numérique NA = 1.4 immergé dans
une huile d’indice ny = 1.52 et une illumination de longueur d’onde 485 nm et une détection a
515 nm. Le plan x — y est présenté en (a) et le plan z — z en (b). La barre d’échelle représente
2 pm dans le plan transversal, I’échelle en z est doublée dans un soucis de lisibilité.
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F1G. 1.6 — Fonction de transfert optique d’un microscope conventionnel : la fonction de transfert
est présentée selon les axes u (fréquences latérales) et i (fréquences longitudinales) sachant qu’elle
présente une symeétrie circulaire le long de 'axe 7. Seules les fréquences spatiales comprises dans
la bandes passante (Au,An) sont transmises. Un double cone d’ouverture 2u (ouverture angulaire
de 'objectif) empéche la transmission des fréquences longitudinales.

Par définition, cette tache d’Airy constitue la réponse impulsionnelle ou RIO!
du systeme. Cette RIO sert a caractériser le microscope. Elle peut étre calculée a
I’aide de modéles se basant sur la théorie de la diffraction. Selon que ’on prenne en
compte ou non les effets de polarisation, ces modeéle seront scalaires ou vectoriels.
La RIO peut également étre mesurée en imageant des billes fluorescentes dont les
dimensions sont sub-résolution.

La Figure 1.5 montre les coupes longitudinales et transversale d’'une RIO me-
surée. Le plan x — y montre bien une tache et non un point tandis que le plan
x — z montre une conformation en forme de double cone. On peut constater que
les intensités sont beaucoup plus étalées dans ce plan que dans le plan z — y.

L’optique de Fourier nous montre que dans un tel systéme imageant, il existe un
lien entre le spectre angulaire collecté et les fréquences spatiales propres a I'objet.
Par conséquent, du point de vue de l'automaticien, seules les basses fréquences
spatiales seront collectées, et le microscope se comporte alors comme un filtre passe-
bas dont la fonction de transfert optique est caractérisée par I'ouverture numérique
de 'objectif. Par définition, cette fonction de transfert est la transformée de Fourier
de la RIO. La Figure 1.6 donne une représentation du support de la fonction de
transfert (ou FTO?) d’un microscope classique par rapport aux axes des fréquences
latérales p et longitudinales 7, sachant que le support est circulaire symétrique
autour de l'axe 7. La bande passante (Apu,An) montre bien qu’il s’agit d’un filtre
passe bas. D’autre part, un double cone dont I'ouverture dépend de I'ouverture

'RIO= Réponse Impulsionnelle Optique
2FTO= Fonction de Transfert Optique
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numérique de 1'objectif empéche la transmission des fréquences longitudinales.

Une conséquence importante de la bande passante limitée du systéme est que
I'image d'un objet, considéré comme une collection d’impulsions, est le résultat de
la convolution de cet objet par la RIO du microscope. Cette opération s’écrit selon
I’équation :

+o0
I(z,y,2) = H(x — 21,y —y1, 2 — 21)0(x1, 91, 21) )dardyrdz (1.3)

— 00

On H(x,y, z) représente la RIO du systéme d’acquisition et O(z,y, z) 'objet
original.

Dans le domaine des fréquences, 'opération de convolution se raméne a une
multiplication et I’équation 1.3 s’écrit :

~

Hwyywy,w,) = f[(wx,wy,wz)é(wx,wy,wz)) (1.4)

La résolution du systéme dépend donc de I'étalement de la RIO qui donne la plus
petite distance résolue entre deux points dans 'image. Afin d’évaluer la résolution
latérale, Ernst Abbe a proposé un critére, R ape, qui correspond a la largeur a mi-
hauteur de la RIO et qui se calcule a partir de la longueur d’onde d’observation,
A, et de 'ouverture numérique de 1'objectif NA [Abbe, 1873], selon 1'équation :

A

INA (1.5)

Rappe =

Ce critére, valable pour les microscopes classiques a été dépassé depuis I'inven-
tion du microscope confocal.

Dans ce type de microscopie, le support de fréquence est élargi par une opéra-
tion de convolution entre la fonction de transfert de I'illumination et la fonction
de transfert de la détection. La Figure 1.7 montre les plans longitudinaux et trans-
versaux des RIO et des FTO correspondantes pour un microscope conventionnel
et un microscope confocal. La comparaison des Figures 1.7(f) et (h) montre bien
I’élargissement du support de fréquences longitudinales dans le cas de la microsco-
pie confocale. En terme de résolution, la RIO confocale peut étre estimée comme
une élévation au carré de la RIO du microscope conventionnel. Ceci est visible sur
les Figures 1.7. Il est alors observé une amélioration de la résolution de 'ordre de
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Microscope conventionnel Microscope confocal

) RIO ( ) FTO (pg-piy) ) PSF ( ) FTO (pg-pey)
) RIO ( ) RIO (
F1G. 1.7 — RIO et FTO conventionnelles et confocales calculées et présentées dans leur plans

longitudinaux et transversaux. Paramétres de calcul XCOSM?3 : NA = 1,2, A\ = 530 nm, taille
du pixel ¢, = 0,015 pm pour les RIO soit une longueur de 0,5 pm pour la barre d’échelle. La
taille des FTO a été multipliée par 4 pour favoriser la lisibilité.

) RIO (pz-f12) ) FTO (pz-p1)

25% en latéral et de 50% en longitudinal. Les RIO on été calculées au moyen du
logiciel XCOSM?, basé sur le modéle scalaire de [Gibson et Lanni, 1991].

L’équation 1.5 montre que la résolution est liée & deux paramétres du systéme : la
longueur d’onde et 'ouverture numérique de 1’'objectif. En microscopie de fluores-
cence, les fluorochromes utilisés présentent des spectres d’excitation et d’émission
dont la distribution en longueur d’onde se situe en trés grande partie dans le do-
maine visible. Il existe donc une marge de manoeuvre faible dans les longueurs
d’onde utilisables. Par conséquent, il ne peut s’agir d’'un paramétre sur lequel il
est possible de jouer afin d’améliorer la résolution. En revanche, des progrés tech-
niques récents dans la construction des objectifs autorise 'utilisation d’ ouvertures
numériques au dela de NA = 1, 4. Ceci constitue donc une voie possible pour I'amé-
lioration de la résolution. Nous présentons donc dans un premier temps 'utilisation
d’un objectif d’ouverture NA = 1,65 récemment développé et prévu initialement
pour un type de microscopie particulier : la microscopie a réflexion totale interne
de fluorescence dont le but est de collecter et d'imager des fluorochromes excités
par des ondes évanescentes.

*Pour plus de détails sur le logiciel XCOSM voir http://www.essrl.wustl.edu/ preza/
xcosm/
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1.4 Objectifs a forte ouverture numérique

Pour améliorer la résolution, il apparait donc nécessaire d’utiliser des objectifs
de forte ouverture numeérique (cf. eq 1.5). Typiquement, il existe en microscopie
deux types d’objectifs & grande ouverture numeérique :

Les objectifs & immersion & huile d’ouverture numérique NA = 1,4 et don-
nant une résolution théorique selon Abbe de 160 nm pour une détection a
Ader = 450 nm. Ces objectifs présentent I'inconvénient de s’utiliser dans une
huile d’immersion d’indice ny,;. = 1,515 alors que les spécimens biologiques
présentent un indice généralement assimilé a celui de I'eau ngpe. = 1, 33. Cette
différence d’indice entre le milieu d’immersion et le spécimen provoque une
aberration sphérique de plus en plus importante lorsque la profondeur d’ob-
servation dans le spécimen augmente, ce qui dégrade les capacités d’imagerie
tridimensionnelle du microscope.

— Les objectifs a immersion & eau d’ouverture numérique NA = 1,2 dont les
performances en terme de résolution sont moindres (du fait de la plus faible
ouverture numérique) mais constantes lorsque le plan de focalisation pénétre
plus profondément dans le spécimen. Ceci entraine une meilleure capacité
pour I'imagerie tridimensionnelle.

Dans cette premiére étude sont considérés des objets pseudo 2-D ou pseudo 1-
D. On peut citer par exemple des chromosomes en métaphase déposés sur une
lame de verre, des microtubules extraits d’une cellule ou des fragments d’ADN
qui peuvent étre considérés comme des spécimens 1-D. Ces spécimens n’étant pas
vivants lors de leur observation, il est tout a fait envisageable de les préparer en
les incluant dans un milieu dont I’indice correspond & celui du milieu d’immersion,
pour mesurer le bénéfice de cette trés grande ouverture numérique.

Il serait alors possible d’'utiliser 'objectif récemment développé par Olympus
pour la microscopie de fluorescence a réflection interne |Klar et Hell, 1999] et dont
Iouverture numérique est de NA = 1,65 dans une huile d’immersion spéciale
dont l'indice est np e = 1,78. Cet objectif s'utilisant avec des lamelles spéciale
dont l'indice est nygmene = 1, 788. Nous considérons également dans cette étude
le fluorochrome Cascade Blue* et dont la longueur d’onde d’excitation est \;j; =
400 nm pour une détection a une longueur d’onde Az; = 450 nm.

En raison des effets de dépolarisation induits par 'utilisation d’objectifs a forte
ouverture numeérique, le modeéle scalaire |Gibson et Lanni, 1991| que nous avons
utilisé pour les calculs de RIO proposé par XCOSM (c.f. Fig. 1.7, n’est pas adapté.

4 Molecular Probes
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On utilise donc le modéle vectoriel de [Torok et Varga, 1997] modifié par [Haeberlé,
2003]. La RIO de détection est calculée avec le modéle de détection d’un dipole
présenté dans la référence [Haeberlé et coll., 2003] et adapté aux cas biologiques
dans la référence |Haeberlé, 2004|. L’adaptation de ce modéle consiste en une
simplification aux cas biologiques permettant de prendre en compte de facon aisée
les spécifications du constructeur de I'objectif |Gibson et Lanni, 1991|.

Par soucis de simplification, la RIO confocale est calculée par une multiplication
entre la RIO d’illumination et la RIO de détection. On suppose aussi que les
polarisations de 'onde d’illumination et de 'onde détectée sont aléatoires. Dans
ce cas la RIO confocale présente une symétrie circulaire.

1.0

Normalized Intensity

F1G. 1.8 Profil d’intensité de la RIO confocale avec objectif d’ouverture numérique NA = 1,65
dans un spécimen 2-D spécialement préparé (observation dans I’huile) et un objectif d’ouverture
numeérique NA = 1,4 observant dans 'eau. \;;; = 400 nm, Agetr = 450 nm.

La Figure 1.8 présente le profil de la RIO confocale ainsi calculée pour le fluoro-
chrome considéré. On mesure une largeur a mi-hauteur de 103 nm ce qui représente
une amélioration de la résolution de l'ordre de 25 % par rapport & un microscope
confocal équipé d’un objectif d’ouverture numérique NA = 1,4 imageant un spé-
cimen dont l'indice est assimilable a celui de 'eau. Il faut bien noter que le fait
d’utiliser un tel objectif dans ces conditions, limite son ouverture numérique utile
a NA = 1,33 et que la résolution confocale théorique dans ce cas est de 130 nm.

Cette amélioration de la résolution, qui passe par une utilisation d'un objectif
a forte ouverture numérique utilisé dans des conditions particuliéres, constitue un
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F1G. 1.9 — Schéma montrant le probléme posé par le confinement de la lumiére. La figure du
haut montre le confinement par un objectif dans une surface dont les dimensions dans le plan,
x — z sont de l'ordre de \/2 le long de I’axe x et de A le long de 'axe z. La figure du bas montre
a titre de comparaison une figure d’interférence dont la largeur & mi-hauteur est de l'ordre de

A4,

premier progrés. La microscopie confocale consiste, nous 'avons vu (sec. 1.3), en
une modification du mode d’illumination associé a une détection confocale. On
peut l'interpréter comme une structuration de I'illumination réduisant le volume
dans lequel les fluorochromes sont excités.

L’amélioration de la résolution en microscopie confocale est donc due a la ca-
pacité a confiner la lumiére d’illumination dans un volume le plus petit possible.
La figure 1.9 montre les capacités de confinement d’un objectif standard comparé
a la largeur a mi-hauteur de l'interfrange d’'une figure d’interférence. Dans le cas
d’'un objectif standard on obtient une largeur a mi-hauteur dont I'ordre de gran-
deur est d’une longueur d’onde dans le plan longitudinal et d’'une demi longueur
d’onde dans le plan transversal. Le phénoméne d’interférence quant a lui, permet
d’obtenir une structuration de 'onde d’illumination avec une période de A/4. Les
techniques que nous allons présenter maintenant mettent en jeu ce phénoméne a
travers diverses configurations.
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1.5 Techniques existantes utilisant une illumina-
tion structurée

1.5.1 Illumination par interférence longitudinale de faisceaux
en champs large

Pour améliorer la résolution longitudinale, une solution proposée consiste a créer
une onde stationnaire par interférence de deux ondes planes se propageant en sens
opposé le long de 'axe optique [Bailey et coll., 1993, 1994|. La modulation d’am-
plitude due au phénomeéne d’interférence génére un motif de Moiré. Dans 'espace
des fréquences, ce motif se traduit par 'apparition de deux pics de part et d’autre
du cone de fréquences manquantes. Il en résulte que des fréquences inaccessibles
pour un objectif donné, sont alors transférées dans I’espace des fréquences théori-
quement accessibles.

[’information recueillie étant modulée par I'onde d’illumination structurée, il est
nécessaire de procéder & une démodulation du signal. Cette démodulation nécessite
Iacquisition de trois images successives pour trois valeurs de phase différentes de
I'onde d’illumination |Bailey et coll., 1993, 1994].

Cependant, cette technique ne permet pas de collecter toutes les fréquences in-
termédiaires entre la FTO standard et les pics de Moiré, ce qui peut, dans certains
cas, provoquer des problémes de reconstruction tridimensionnelle du spécimen [Kri-
shnamurthi et coll., 1996 ; Nagorni et Hell, 2001b)|.

Une variante de ce systéme consiste a utiliser une illumination incohérente, en
champs large et mettant en oeuvre les interférences se produisant entre des ondes
planes émergeant de deux objectifs opposés frontalement [Gustafsson et coll., 1995].
Il s’agit ici aussi d'une technique de champs large qui permet une meilleure dis-
crimination le long de I’axe longitudinal. Cependant, la microscopie 12 M présente
toujours des fréquences manquantes le long de cet axe |[Nagorni et Hell, 2001h|.

1.5.2 Illumination par interférence longitudinale de faisceaux
focalisées

La microscopie 4Pi [Hell et Stelzer, 1992| utilise également ce phénoméne d’in-
terférence pour améliorer la résolution longitudinale. I.’onde d’illumination est
focalisée par deux objectifs opposés frontalement et alignés le long de 1’axe op-
tique. On distingue 3 types de microscopie 4Pi. Dans la microscopie 4Pi A |Hell
et Stelzer, 1992|, on utilise une illumination structurée et une détection confocale
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par I'un des deux objectifs. Dans la microscopie 4Pi B, la détection est réalisée par
interférence des signaux détectés par les deux objectifs alors que I'illumination est
confocale. La microscopie 4Pi de type C' [Nagorni et Hell, 2001a|, enfin, combine
a la fois une illumination structurée et une détection cohérente.

Le principal avantage que présente la microscopie 4Pi tient au fait qu’il s’agit
d’une technique impliquant un balayage du volume de I’échantillon, permettant
aussi une reconstruction directe du spécimen observé, les lobes présents de part et
d’autre de la RIO étant retirés par une simple méthode de filtrage numérique [Hell,
1997].

1l faut cependant bien noter que ces techniques (I*M et 4Pi) ne permettent pas
de gain latéral en résolution par rapport a un microscope confocal classique utilisé
de facon optimale.

1.5.3 Illumination par interférences latérale de faisceaux en
champs large

Il est également possible d’améliorer la résolution latérale en microscopie en
champs large en utilisant une illumination structurée latéralement, que se soit
par des méthodes d’interférences |Gustafsson et coll., 1997] ou tout simplement en
utilisant un réseau de diffraction [Heintzmann et Cremer, 1999|. De facon analogue
aux techniques d’illumination structurée longitudinalement, le but est ici aussi de
créer un effet de Moiré permettant de décaler par modulation les informations
hautes fréquences vers le support des fréquences détectables par I'objectif. Tout
comme dans la microscopie & onde stationnaire ou pour le I2M, il faut ici aussi
prendre une série d’images pour démoduler le signal. [.’acquisition de neuf images
du méme spécimen doit étre réalisée |Gustafsson, 2000]. De méme, il est possible
de réaliser une modulation spatiale 2-D [Frohn et coll., 2000]

L’avantage de cette technique est que toute la lumiére est utilisée (pas de lumiére
rejetée par un pinhole). De plus, s’agissant d’une technique en champs large, une
acquisition rapide est possible (pas de balayage). D’autre part, les algorithmes de
démodulation sont plus rapides que les procédés habituels de déconvolution.
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1.6 Technique proposée : illumination par interfé-
rence latérale de faisceaux focalisés

1.6.1 Apodisation de 'objectif

Nous avons tout d’abord proposé d’'utiliser une illumination modifiée par une

liser une lame de phase particuliére qui inverse la phase de I'onde d’illumination
sur la moitié de la face d’entrée de 1’objectif. Une telle lame de phase a déja été uti-
lisée dans la mise en forme de faisceau d’illumination en microscopie STED [Klar
et coll., 2001]. Nous proposons d’utiliser ce type de lame de phase dans un micro-
scope confocal classique dans le but de réduire la taille de la RIO d’illumination,
la taille de la RIO de détection confocale demeurant inchanggée.

F1G. 1.10  Schéma de focalisation d’une onde plane par un objectif de microscope avec une
fonction d’apodisation. La partie grisée de I'objectif représente la zone ot I'onde d’illumination
est déphasée de 7 (dans un soucis de simplicité, un seul milieu est représenté).

Nous décrivons ici de facon succincte le modéle de calcul de RIO utilisé pour
cette étude. Considérons une onde d’illumination plane de vecteur d’onde kg, linéai-
rement polarisée le long de ’axe x et focalisée par un objectif de grande ouverture
numérique. Afin de calculer la RIO d’illumination de ce type de montage, le champs
électrique est estimé au point P(z,, y,, 2,) situé au voisinage du point focal. Nous
utilisons les coordonnées sphériques polaires (1, 6,, ¢,) avec r > 0,0 < §, < 7 et
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0 < ¢, < 2m, avec :

x, = Tpsind,coso,
Yp = Tpsind,sing,
z, = Trpcosb,

La géométrie du probléme est décrite par la Figure 1.10. Nous considérons le cas
d’un milieu stratifié & trois interfaces, composé du milieu d’immersion, de la la-
melle et du spécimen d’indice ni, ny et ng respectivement. Les interfaces milieu
d’immersion-lamelle et lamelle-spécimen sont respectivement situées au coordon-
nées z = —hy et z = —hy [Haeberlé, 2003, 2004 ; Haeberlé et coll., 2003 ; Torok et
Varga, 1997|. La Figure décrit cette configuration.

ni

objectif

illumination

F1G. 1.11 — Schéma décrivant la focalisation d’une onde plane d’illumination a travers un milieu
stratifié & trois couches.

Le calcul de la RIO résultante nécessite I'utilisation d’'un modéle vectoriel, afin
de prendre en compte les effet de dépolarisations induits par les objectifs de forte
ouverture numérique. Nous utilisons le modéle vectoriel de diffraction proposées
par |Torok et Varga, 1997|. Avec la fonction d’apodisation considérée, il n’y a pas
de symétrie circulaire, il convient donc d’utiliser les intégrales de diffractions 2-D
décrites dans ce modéle. Notons que dans I’équation qui suit et dans la suite de
I'étude, k,, représente le vecteur d’onde dans la n'“"¢ couche du milieu stratifié. Le
champs au point 7, est donné par I'équation :

a 2T
E(Tp) — /0 /0 Eeirpneiko\lli eikgrp cos @ cos Oy, sin 01 d¢d91 (1 6)
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avec
T, cos 0 cos® ¢ + T, sin® ¢
E = A(0,)B(0,¢) | (T,cosbs3 —T;)cos¢sin ¢ (1.7)
—T,sin 65 cos ¢
ou A(0) correspond a la fonction d’apodisation, qui pour un systéme sans aber-
ration et obéissant a la condition des sinus s’écrit A() = cos!/? (). La fonction

B(0) décrit quant a elle U'influence de la lame de phase utilisée pour modifier
I'illumination. Les termes W; et x se calculent avec :

U, = hons cosfs — hyn; cos b, (1.8)

Kk = kosin 6, sin 6, cos (¢ — ¢,) (1.9)

Les ceefficients de transmission pour un milieu stratifié a trois interfaces sont don-

nés par :

o t128,pt23s,p exXp (Zﬂ)
1+ T12s,pT23s,p €XP (22&)

avec 3 = kolhy — hq|cosby, les coefficients de Fresnel en transmission et en réflection

étant donnés par :

(1.10)

S;p

, 2n,, cos ,,
mn+1l,s —
’ Ny, €08 0, + Ny i1 cOS 6,41
; 2n,, cos ,,
mn+1, -
P Npt1 €os 0, + ny, cos 6,41
Ny, cos B, — Npiq cos O, 41
T"mn+l,s =
’ Ny, €08 0, + Nypy1 €os b1
Np1 €os B, —ny, cos b,
Tmn+1p =

Npt1 €08 O, + Ny, cos b1

En microscopie de fluorescence, on considére I'intensité de la réponse impulsionnelle
optique en illumination :

PSFy(z,y,2) = [E[’ = |E, + E, + E.|° (1.11)

Ces équations ont été adaptées aux configurations rencontrées en biologie, par [Hae-
berlé, 2004] dans un code de calcul utilisé pour cette étude.

La lame de phase que nous utilisons, introduit un décalage de phase de 7 sur la
moitié du champs du faisceau d’illumination. On a donc :

B(0,¢) = sign(¢p — ) (1.12)
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F1G. 1.12 — RIO d’illumination & deux lobes obtenue au moyen d’'un montage avec une lame de
phase dans le plan focal arriére de I'objectif avec \;;; = 400 nm et NA = 1,65. (a) plan transversal
(z —y), (b) plan longitudinal (y — z). Les fleches représentent une longueur de 200 nm ( I’échelle
le long de I’axe z étant doublée). (c) et (d) donnent & titre de comparaison la RIO d’illumination
classique, sans lame de phase.

Les Figures 1.12(a) et 1.12(c¢) montrent les plans transversaux et longitudinaux
la RIO d’illumination obtenue avec la lame de phase pour un objectif d’ouverture
numérique NA = 1,65 une longueur d’onde d’excitation \; = 400 nm. A titre
de comparaison, les Figures 1.12(b) et 1.12(d) montrent la RIO obtenue pour un
montage confocal classique (détection & Mgy = 450 nm). Sur la RIO modifiée,
on peut noter l'existence de deux lobes de part et d’autre d’'une vallée orientée
le long de l'axe x. Les pics d’intensité maximale sont situés sur 'axe y. Il est
important de noter que l'orientation de la polarisation par rapport a celle de la
lame de phase est critique pour 'obtention d'un tel résultat [Klar et coll., 2001].
La largeur a mi-hauteur de chacun des lobes est de 'ordre de 105 nm. Pour une
RIO d’illumination classique obtenue a travers le méme objectif, avec un faisceau
non polarisé, la largeur a mi-hauteur est de 135 nm.

La Figure 1.13(a) donne le profil d’intensité de la RIO & deux lobes le long de
I’axe y. Les deux lobes étant, bien séparés, Il est possible de les isoler en utilisant un
montage confocal particulier ou le pinhole serait décalé sur un coté (typiquement
90 nm). La Figure 1.13(b) montre la RIO de détection correspondante, calculée
a partir du modéle vectoriel de détection présenté en [Haeberlé, 2004| et pour
une détection & A = 450 nm. La RIO confocale ainsi obtenue est présentée sur la
Figure 1.13(c). Sa largeur a mi-hauteur est de 90 nm. Ce qui représente un gain
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Fi1G. 1.13  Profils d’intensité le long de Paxe y (a) de la RTO d’illumination & deux lobes de
la Figure 1.12, (b) de la RIO de détection décalée de 90 nm et (c) de la RIO confocal résultante
dont la largeur & mi-hauteur est de 90 nm.

en résolution de 12,5 % par rapport au montage confocal sans lame de phase pour
lequel on a une largeur a mi-hauteur del03 nm.

A titre de comparaison, la RIO confocale obtenue avec la méme fonction d’apo-
disation et un objectif plus conventionnel d’ouverture numérique NA = 1,4, pré-
sente une largeur & mi-hauteur de 105 nm. Ce qui représente un gain en résolution
de 25 % par rapport au microscope confocal conventionel avec le méme objectif.
Ceci montre qu’un gain important en résolution peut également étre obtenu avec
des objectifs plus largement usités sans pour autant mettre en oeuvre un montage
complexe et en conservant une relative simplicité dans la préparation du spécimen.

Cependant, une étude plus détaillée de la Figure 1.12 montre que les lobes de la
RIO du montage avec lame de phase, dans son plan longitudinal (Figure 1.12(b)),
sont plus étalés que celui obtenu dans le cas d'un montage confocal avec le méme
objectif (Figure 1.12(d)). En effet, la lame de phase étant placée en amont de
I'objectif, elle sépare le faisceau en deux parties. Chacune des parties du faisceau
n’illumine alors que la moitié du plan focal arriére de 1’objectif. Par conséquent,
chaque « demi-faisceau »produit un spot plus large que pour un faisceau unique
occupant la totalité du plan focal arriére de l'objectif. Ceci se traduit par une
perte de résolution. Dans le plan transversal, le phénoméne d’interférence permet
de réduire la taille de chacun de ces spots. En revanche, dans le plan longitudinal,
le phénoméne d’interférence ne se produit que sur I'axe z. En conséquence, il n’y
a pas de réduction de I'élongation de la RIO longitudinalement.
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1.6.2 Faisceaux décalés

Une solution a ce probléme consisterait donc a faire interférer deux ou plusieurs
faisceaux remplissant chacun la totalité du plan focal arriére de 'objectif, légére-
ment décalés dans le plan focal et correctement déphasés. Pour le calcul de la RIO
résultante d’une telle configuration nous avons utilisé le modéle décrit en [Haeberlé,
2003].

On utilisera donc pour calculer la RIO au point P(x,y, z) I'équation 1.11, les
trois composantes du champs électrique £, E, et E, étant données par :

Eg; = —i([om + IQZ‘U COS 2§f)p)
E, = —i(Ipq sin 26,) (1.13)
E, = —211 cos ¢

Iy, I et I, présentent ici une symétrie radiale et se calculent |Gibson et Lanni,
1991 ; Haeberlé, 2003, 2004 ; Haeberlé et coll., 2003 ; Torok et Varga, 1997| avec :

Iy = / v/ cos by sin 0y Jy(kyrp sin 6, sin 6,,)
0
X (Tgs -+ Tgp COS ‘93) exp (Z]{JO\IIZ)

X exp (iksr, cos 0, cos O3)db;

Ly = / \/cos By sin 0 J; (kyr, sin 6 sin6,))
0
X (T2p sin 03) exp (Zk’o\:[’l) (114)

X exp (iksr, cos 0, cos O3)db;

Ly = / v/ cos By sin 0 Jy(kyr), sin 6 sin6,))
0
X (Tos — Ty, cos b3) exp (ikoWV;)

X exp (iksr, cos 0, cos 03)db;

Les équations (1.13) et (1.14) montrent que la RIO d’illumination présente une
dépendance vis a vis de ¢,,. Par conséquent, I'utilisation d'une polarisation linéaire
induit une dissymétrie dans la forme de la RIO obtenue qui présente une légére
élongation le long de I’axe y pour une polarisation le long de I'axe x.

On considére maintenant un montage avec deux faisceaux légérement décalés
et correctement déphasés. La Figure 1.14(a) présente cette configuration pour un

24



A

¢2p:7r

ﬁ
>

Yo <&

U1 <€ b1p =
(a) (b)\

F1G. 1.14  Schéma illustrant la configuration d’illumination & deux faisceaux, (a) avec décalage
le long de 'axe x. Ce montage ne permet pas d’obtenir d’interférences destructives entre les deux
RIO. (b) avec décalage le long de I’axe y permettant le phénomeéne d’interférence.

décalage de deux faisceaux le long de I'axe x. Une analyse de I’équation (1.13)
montre que pour deux faisceaux d’illumination polarisés linéairement le long de
I'axe x et légérement décalés le long de ce méme axe, le point P situé dans cette
zone de recouvrement sera repéré par ¢, = 0 et @9, = 7. Les composantes des
champs électriques F4 et E5 sont données par :

By, = —i(loi + Lon)
By, = 0 (1.15)
E,, = —21y

et,
Eyy = —i(loiy + Lo)
Eyy = 0 (1.16)
E,, = 21y

Il apparait que si les composantes £, sont nulles, les composantes F, ne peuvent
interférer de facon destructive sans qu’il y ait une interférence constructive entre
les composantes F..

En revanche, si I'on considére deux faisceaux légérement décalés le long de I’axe
y, comme sur la Figure 1.14(b), le point P situé dans la zone de recouvrement sera
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repéré par les angles ¢y, = m/2 et ¢, = 37/2 les composantes des champs E; et
E5 seront donnée par :

Ey, = (Lo + Lon)
E, = 0

et,
Esr = i(low + L)

0 (1.18)
EZZ - O

5
<
|

Les composantes F, et I, sont nulles. Il est donc possible de créer une interfé-
rence destructive entre les deux composantes F, en les déphasant de 7 I'une par
rapport a l'autre.

€3 x2 et

/2
)< (1 P PY
37r/2k'}

A

Fi1G. 1.15 Diagramme illustrant la configuration un montage d’illumination a trois faisceaux,
décalés le long de l'axe y et permettant une diminution de la taille de la RIO centrale par
interférences destructives.

Par extension, cette technique permet de faire interférer trois faisceaux focalisés
afin de réduire la taille de la zone centrale de la RIO. La Figure 1.15 décrit la
configuration envisagée, avec trois faisceaux polarisés le long de 'axe z donnant
trois RIO d’illumination légérement décalées le long de 'axe y. Par un déphasage
de 7 des faisceaux donnant les spots extrémes et conformément au calcul des
composantes du champs électrique dans la zone de focalisation des trois faisceaux,
on voit alors apparaitre le phénoméne d’interférence destructive qui a pour effet
de réduire les dimensions du spot central le long de 1'axe y.

On considére une telle configuration que 1’'on compare a une configuration confo-
cale classique. La longueur d’onde d’observation est A\gz; = 500 nm pour une ex-

citation a Ay = 395 nm (correspondant au fluorochrome Bis-ANS (B153) tubulin
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(d)

Fi1G. 1.16  (a) RIO d’illumination pour un faisceau polarisé linéairement le long de I'axe z.
(b) RIO confocale correspondante. (¢) RIO d’illumination obtenue d’aprés le montage présenté
Figure 1.15. (d) RIO confocale correspondante : les lobes latéraux sont supprimés. Pour toutes
ces Figures : NA = 1,65, A\j;; = 400 nm et Ager = 500 nm.

de chez Molecular Probes©). La RIO de détection est calculée selon le modéle
vectoriel simplifié aux cas biologiques et en considérant une polarisation aléatoire
de I’émission de fluorescence.

La Figure 1.16(a) montre le plan transversal de la RIO d’illumination pour
un montage confocal classique avec une illumination polarisée linéairement selon
'axe x. La Figure 1.16(b) montre la RIO confocale correspondante obtenue par la
multiplication de la RIO d’illumination par la RIO de détection.

La Figure 1.16(c) montre la RIO d’illumination a trois faisceaux calculée pour
le schéma proposé. Comme attendu, le spot central est plus étroit que le spot de
la Figure 1.16(a), mais on peut noter la présence de lobes latéraux. Le passage
par une détection confocale permet de supprimer ces lobes, comme illustré par la
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F1G. 1.17 — Profils d’intensité, le long de I’axe y des RIO d’illumination trois faisceaux (trait
plein), RIO de détection (tirets) et RIO confocale résultante (pontillés) dont la largeur & mi-
hauteur est de 75 nm.

Figure 1.16(d).

La Figure 1.17 représente le profil d'intensité de la RIO d’illumination 3-faisceaux
(RIO3i), la RIO de détection (RIOg:) et la RIO confocale résultante (RIO3c0nf)-
On mesure une largeur a mi-hauteur du lobe central de 75 nm pour (RIOsy).
Notons que la largeur a mi-hauteur pour RI1Os.., s est trés proche, soit 73 nm. Ici,
en effet, le gain en résolution n’est pas di a la détection confocale, contrairement a
un microscope confocal classique, mais a une illumination structurée. La détection
confocale n’a ici pour but que d’éliminer les lobes latéraux. Notons également que
RIO3;; a été calculée pour un décalage entre les faisceaux choisi par optimisation.

Ce résultat est important dans la pratique. En effet, dans un microscope confocal
classique, la taille du pinhole est sensée étre infiniment petite. Cependant, 'utili-
sateur se voit souvent obligé d’ouvrir ce pinhole afin de collecter une quantité de
photons plus importante. Il en résulte une perte importante de résolution. Dans le
cas d’une illumination structurée a trois faisceaux focalisés, c’est la réduction de
la taille du lobe central de la RIO d’illumination par le phénoméne d’interférence
qui améliore la résolution du systéme. L’ouverture du pinhole aura pour consé-
quence d’augmenter 'intensité des lobes latéraux. Ceci a un effet dommageable
sur la qualité des images obtenues qui se verraient entachées d’'un double écho
latéral. Cependant, ce cas est trés similaire & celui du microscope 4Pi |Hell, 1997]
qui présente, lui, des lobes longitudinaux. Dans notre cas, il est donc envisageable
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d’appliquer la solution de traitement numérique des images de microscopie 4 Pi qui
consiste en un simple filtrage, tant que I'intensité des lobes latéraux reste a 30 %
inférieure a celle du lobe central [Hell et Stelzer, 1992].

On pourra noter, en particulier sur la Figure 1.16(d), que la RIO 3-faisceaux
confocale obtenue présente une forte dissymétrie : le gain en résolution n’est pos-
sible que selon I'axe y. Par conséquent, les images produite par un tel systéme
présenteraient donc une résolution fortement anisotrope.

Nous avons présenté dans ce chapitre les principes de la microscopie de fluores-
cence avant d’en souligner les limites en terme de résolution. Nous avons présenté
une premiere possibilité d’amélioration de cette résolution qui porterait sur [’uti-
lisation d’objectifs a forte ouverture numérique et une préparation particuliére du
spécimen. Puis, aprés un bref rappel des derniéres techniques d’amélioration de la
résolution utilisant une illumination structurée obtenue par le phénomene d’interfé-
rence, nous avons proposé deux voies possibles pour 'amélioration de la résolution
latérale. La premiére consiste a utiliser une lame de phase, la deuzxieme une illu-
mination a trois faisceaur mettant en jeu des interférences latérales. Les résultats
obtenus montrent qu’il est possible d’obtenir un gain sensible le long d’un axe.

Dans le chapitre suivant, nous présenterons plusieurs techniques combinant plu-
steurs images présentant une résolution améliorée selon un azre seulement. Ces
techniques basée sur des traitements numériques autorisent une amélioration iso-
trope de la résolution 2-D. Nous les appliquerons a des images simulée de ['illumi-
nation modifiée que nous venons de présenter.
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Chapitre 2

Amélioration de la résolution
méthodes numériques

2.1 Introduction

Nous avons montré qu'’il était possible d’améliorer la résolution latérale en mi-
croscopie confocale de fluorescence en utilisant une illumination modifiée, formée
a partir de l'interférence de trois faisceaux focalisés. Nous avons obtenu un gain
en résolution d’un facteur deux par rapport & un microscope en champs large.
Cependant, ce gain en résolution ne concerne qu’une direction dans le plan trans-
versal. Il est toutefois envisageable de faire ’acquisition de plusieurs images du
meéme spécimen avec différentes orientations de la RIO3q0,f vis-a-vis de l'objet,
de sorte a obtenir un gain en résolution suivant différentes directions. Notons que
d’un point de vue théorique, le fait de tourner 'objet autour de l'axe z afin de
changer son orientation vis-a-vis de l'illumination ne présente pas de différence
avec le fait de modifier 'orientation de l'illumination vis-a-vis de 'objet. Cepen-
dant, et comme nous I'avons montré précédemment, le fait d’obtenir I'interférence
souhaitée entre les trois faisceaux de l'illumination nécessite un état de polarisa-
tion particulier. D’un point de vue expérimental, il parait donc sans doute plus
opportun d’envisager de tourner l'objet le long de 'axe z.

2.2 Configuration considérée

Une méthode d’imagerie combinant une illumination 3-faisceaux a une détection
confocale, couplée a 'acquisition d’une série d’images pour lesquelles I'orientation
de I'objet vis-a-vis de l'illumination varie, permettrait donc d’accéder a une réso-
lution améliorée dans toutes les directions. Cependant, une étape de traitement
numérique est nécessaire pour combiner dans une seule et méme image finale les
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F1G. 2.1 — Vue shématique de I'objet numérique avec dimensions.

gains en résolution selon les différentes directions. Plusieurs méthodes seront pro-
posées et évaluées dans ce chapitre. Afin d’évaluer ces derniéres, des simulations
d’acquisitions d’images doivent étre réalisées. Ces simulations utilisent les modéles
cités précédemment. Les parameétres retenus au cours de cette étude sont les sui-
vants :
objectif : NA = 1.2, immersion dans I’eau

— longueur d’onde d’illumination : A = 395 nm

— détection a une longueur d’onde A = 500 nm
Ce qui correspond a l'utilisation du fluorochrome bis-ANS de chez Molecular
Probes(©), marqueur de la myosine, dans le cadre d’une étude biologique avec un
objectif a immersion a eau.

Un microscope confocal classique dans ces conditions offre une résolution théo-
rique de 208 nm. La configuration avec une illumination & 3 faisceaux et une
détection confocale dans les méme conditions, présente quant a elle une largeur a
mi-hauteur de 100 nm dans sa partie la plus étroite. En conséquence, nous avons
réalisé ces simulations pour I'acquisition d’un objet numérique dont la forme et
les dimensions permettent d’évaluer les capacités de nos méthodes numériques en
terme de résolution.

Nous considérons donc un objet, présenté sur la Figure 2.1. Cet objet a été com-
posé numériquement avec une conformation radiale et des dimensions particuliéres,
dans le but de mieux évaluer un gain éventuel en résolution selon les différentes
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(i)

FI1G. 2.2  Images simulées pour un systéme confocal classique et pour un systéme confocal
a illumination 3-faisceaux. (a) Objet numérique original. (b) RIO confocale normale, (c-e) RIO
3-faisceaux orientées respectivement & § = 0 7,45 * et 90 ° par rapport a l'axe x. (f-i) Images
simulées correspondantes calculées pour NA = 1.2, A\;;; = 400 nm et Ager = 500 nm.

directions. Le cercle interne a la figure présente un diamétre ¢ = 410 nm, la dis-
tance entre le cercle et les rayons, noté d est de 112 nm, la plus petite distance
entre deux rayons b est de 105 nm tandis que la distance la plus grande a est de
235 nm.

La Figure 2.2 présente (a) l'objet numérique utilisé pour simuler les images
obtenues avec (f) un montage confocal classique dont la RIO est présentée en
(b), (g-i) un systéme d’illumination 3-faisceaux et détection confocale. Pour ces
images, la RIO 3-faisceaux confocale a été prise pour différentes orientations :
respectivement # = 07,45 * et 90 ° par rapport a 'axe z. Dans le cas d’un systéme
confocal classique, la résolution n’est pas suffisante. Sur la Figure 2.2 on ne peut pas
discriminer le cercle central et les rayons (hormis dans leur partie périphérique).
Dans le cas d’un systéme a illumination 3-faisceaux et a détection confocale, on
obtient bien une amélioration de la résolution selon 'orientation de la RIO. Sur la
Figure 2.2(g), on voit bien que les rayons dont I'angle avec 'axe des x est proche
de 0 et 180 ° sont mieux résolus, tandis que dans la Figure 2.2(h) ce sont les rayons
dont I'angle est proche de —45 " ou de 135 " et les rayons dont I’angle est proche de
—90 " ou de 90 " dans la Figure 2.2(i). Une amélioration de la résolution dépendant
de lorientation de la PSF vis-a-vis de 'objet est donc obtenue.
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[’acquisition par un systéme 3-faisceaux d’un série d’images pour lesquelles
I'orientation de la RIO varie permet donc d’accéder & une meilleure résolution
selon différentes directions. Combiner les informations obtenues pour les images
d’une méme série d’acquisitions devrait donc permettre d’obtenir une résolution
améliorée dans toutes les directions.

D’autre part, pour comparer les résultats obtenus, nous avons besoin d'un critére
d’erreur ce sur l'efficacité des traitements numériques et que nous utiliserons tout
au long de ce chapitre. Nous avons choisi ce criére ce tel que :

cezZZ(i'—O)2 (2.1)

ott I’ représente I'image estimée normalisée par rapport a son propre maximum
d’intensité et O I'objet normalisé de la méme maniére. Ce critére différe légérement
de la définition classique de I'erreur quadratique. Cependant il est proche de ce
dernier et peut y étre relié par un rapport de proportionnalité.

2.3 Techniques par fusion de données

2.3.1 Moyennage des données

[’acquisition d’une série d’images pour différentes orientations de la RIO 3-
faisceaux confocale donne donc acces a une amélioration de la résolution selon une
direction différente dans chaque image. Afin de combiner dans une seule et méme
image les améliorations de la résolution dans toutes les directions, 'idée la plus
naturelle consiste a simplement moyenner ces images . On obtient alors une image

résultante I’ :
1 n
I'= - Y (2.2)
i=0

La Figure 2.3 montre le résultat d’'une telle méthode de fusion pour un objet ponc-
tuel. On étudie ainsi les RIO équivalentes théoriquement obtenue. La Figure 2.3(a)
représente la RIO confocale classique. Dans le cas de cette RIO, la fusion de plu-
sieurs RIO pour différentes orientations n’apporte aucun gain en terme de réso-
lution du fait qu’elle présente une symétrie circulaire. Elle a donc été placée sur
cette figure a titre de comparaison. La Figure 2.3(b) représente une RIO 3-faisceaux
confocale seule. La Figure 2.3(c) représente le résultat de la fusion par moyennage
de deux RIO 3-faisceaux orientées perpendiculairement 1'une par rapport a ’'autre.
Il est intéressant de noter sur cette derniére figure que le lobe central de la RIO
est plus étroit mais n’est pas circulaire et présente une légére élongation le long
des axes z et y. Il faut également noter que des lobes latéraux sont encore présents
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(a) (b) (c) () (e)

F1G. 2.3 — Moyennage de RIO. (a) RIO confocale classique, (b) RIO confocale 3-faisceaux,
(c) moyenne de 2 RIO confocales 3-faisceaux formant un angle de 90 °, (d) moyenne de 4 RIO
confocales 3-faisceaux calculées pour des angles de 0,45,90 et 135", (e) (d) moyenne de 8 RIO
confocales 3-faisceaux calculées pour 8 angles séparés d’un pas de 22,5 °. La barre d’échelle
représente 200 nm

le long des axes x et y. Cependant ces derniers sont tout de méme atténués par
rapport au lobe central. La Figure 2.3(d) montre le résultat de la fusion de quatre
RIO 3-faisceaux orientées selon des angles de 45" les unes par rapport aux autres.
Sur cette figure on peut noter la disparition des lobes latéraux et I'apparition d'un
faible halo autour du lobe central. Ce dernier est quant & lui encore plus étroit et
de conformation plus circulaire. La Figure 2.3(e) montre le résultat de la fusion de
huit RIO 3-faisceaux pour des orientations espacées régulierement d’un angle de
22,5°. Le résultat de la fusion dans ce cas ne présente pas d’amélioration nette par
rapport au précédent obtenu a partir de quatre RIO 3-faisceaux. En effet, le résul-
tat précédent donnant déja une RIO équivalente circulaire symétrique 'addition
de RIO supplémentaires, n’apporteront plus d’améliorations.

Les résultats obtenus sur des objets ponctuels permettent de penser qu’il serait
possible, en réalisant la moyenne d’une série d’images acquises pour différentes
orientations de la RIO 3-faisceaux, d’obtenir une image dont la résolution serait
améliorée dans toutes les directions de 1’espace.

La Figure 2.4 montre 'objet binaire (a), son image simulée pour un systéme
confocal classique (b) et pour un systéme confocal 3-faisceaux en polarisation li-
néaire selon I'axe x (c). Les résultats de la fusion par moyennage obtenus pour un
systéme confocal 3-faisceaux avec des séries de n noyaux n =2 et 6 =0 " et 90 °
sont donnés sur la Figure 2.4(b), ceux pour n =4 et § = 07,45°,90 °~ et 135 ~ sur
la Figure 2.4(c)), et finalement ceux pour n = 8 avec # variant par pas de 22,5
sur la Figure 2.4(d)).

Il faut noter que la RIO confocale normale (b) est circulaire symétrique. Par
conséquent, elle est invariante par rotation et les images obtenues dans une méme
série sont toutes identiques. Il est alors inutile de présenter les résultats obtenus
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a) objet ce =2,56.10* (c) ce = 1,51.10*

EEE
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F1G. 2.4 — Moyennes d’images non bruitées. (a) Objet, (b) Image obtenue pour un systéme
confocal classique, (¢) pour un systéme confocal 3-faisceaux, (d) moyenne de 2 images confocales
3-faisceaux formant un angle de 90 °, (e) moyenne de 4 images confocales 3-faisceaux calculées
pour des angles de 0,45,90 et 135 °, (f) moyenne de 8 images confocales 3-faisceaux calculées
pour 8 angles séparés d’un pas de 22,5 °. La barre d’échelle représente 200 nm.

par calcul d’'une image moyenne. Dans I'image simulée pour ce systéme, la partie
centrale, hormis le bord intérieur du cercle, n’est pas résolue alors que la partie pé-
riphérique I'est a peine. Ceci correspond bien aux limites de résolutions théoriques
d’un systéme confocal classique vis-a-vis des dimensions de I'objet considéré. Le
résultat obtenu pour les séries simulées avec n = 2 RIO confocale a 3-faisceaux (Fi-
gure 2.4(d)) est déja sensiblement différent. Le critére d’erreur vis-a-vis de I'objet
ce = 2,05.10* augmente de plus de 30 % par rapport au cas d'une image simulée
pour une seule RIO confocale 3-faisceaux ce = 1, 51.10%. En effet, si la résolution le
long de I’axe & semble améliorée, la résolution le long de 1'axe y est moins bonne :
les rayons dont la direction est proche de ’axe x sont maintenant distincts les uns
des autres dans leur partie périphérique, alors que les bases des rayons dont les
directions sont proches I’axe y, sont maintenant confondues. Le résultat obtenu
pour la fusion d’'une série avec n = 4 (Figure 2.4(e)), ne présente pas d’améliora-
tion visible de la résolution par rapport au cas précédent. D’ailleurs, la valeur du
critére d’erreur (ce = 2,09.10%) subit une légére augmentation par rapport au cas
n = 2. En effet, si la forme de la zone entre le cercle et les rayons semble mieux
résolue, cela s’accompagne d’une perte de contraste par rapport a celui obtenu
précedemment le long des axes x et y. Le résultat obtenu pour la fusion d’une série
avec n = 8 (Figure 2.4(f)), est quasiment identique au précédent, sans améliora-
tion visible de la résolution ni de changement de contraste importants. Le critére
d’erreur ce = 2,09.10% ne subit plus de variations significative.
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(a) objet (b) ce = 3,69.10*  (c) ce =2,90.10* (d) ce = 2,80.10%

F1G. 2.5 — Moyennes d’images confocales classiques bruitées. (a) objet binaire, les figures
suivantes présentent le résultat du moyennage de : (b) 2 images, (c) 3 images et (d) 4 images.
Le rapport signal a bruit dans les images avant moyennage est de 20 dB. Le critére d’erreur ce
vis-a-vis de I’objet est donné pour chaque moyenne. La barre représente 200 nm

Les résultats présentés ont été obtenus a partir de simulations d’images non
bruitées. Il convient donc de s’interroger sur l'effet du bruit sur cette méthode.
Classiquement, le bruit pose un probléme important dans le traitement numérique
des images. Dans le cas d'une fusion par moyennage, la situation est légérement
différente. Chaque image étant entachée d’une réalisation de bruit différente, on
attend donc une effet un lissage permettant d’améliorer le rapport signal a bruit.

Nous avons vu que la RIO confocale classique présente une symétrie circulaire
et que, par conséquent, elle était invariante en rotation. De ce fait, le moyennage
n’apporte pas d’amélioration de la résolution, mais devrait permettre un lissage
des images bruitées.

A titre d’exemple, la Figure 2.5 présente les résultats de moyennage obtenus pour
des images bruitées simulées pour un systéme confocal classique. Le rapport signal
a bruit dans les images avant moyennage est de 20 dB. Les moyennages calculés
prennent en compte des séries de 2 (Fig.2.5(b)), 4 (Fig.2.5(c)) et 8 (Fig.2.5(d))
images. Les résultats obtenus confirment l'effet de lissage : le critére d’erreur dimi-
nue lorsque le nombre d’images pris dans la moyenne augmente. Sa valeur passe
de ce = 3,69.10* pour n = 2 a ce = 2,90.10* pour n = 4 pour finalement atteindre
ce = 2,80.10* pour n = 8.

On calcule maintenant les moyenne des images simulée pour un systéme 3-
faisceaux avec différents 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 simulées
pour des RIO confocales 3-faisceaux et bruitées avec des rapports signal & bruit
de 20 dB (a-c) et 3 dB (d-f). Les valeurs du critére d’erreur sont données pour
chacune de ces moyennes. Ces résultats montrent tout d’abord que contrairement
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20 db S/B

(a) ce = 2,17.10* (b) ce = 2,14.10* (c) ce = 2,13.10%

3db S/B

(d) ce = 3,09.10*  (e) ce = 2,88.10* (f) ce = 2,51.10%

Fi1G. 2.6  Moyenne d’images simulées pour une RIO confocale 3-faisceaux. (a) objet. Les
images d’origine sont bruitées avec un rapport S/B de 20 dB (a-c) puis de 3 dB (d-f), pour des
séries & n = 2,4 et 8 images. Le critére d’erreur ce vis-a-vis de ’objet est donné pour chaque
Moyenne. La barre représente 200 nm.
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au cas sans bruit, la valeur du critére d’erreur diminue avec le nombre d’images pris
en compte dans la moyenne. Pour le cas d’un rapport signal a bruit 3 dB la valeur
du critére d’erreur passe de ce = 2,17.10* (Fig. 2.6(b)) pour une moyenne de deux
images a ce = 2,14.10* (Fig. 2.6(c)) pour quatre images et atteint ce = 2,13.10%
(Fig. 2.6(d))pour huit. La diminution de l'erreur est encore plus sensible dans le
cas a 20 dB : ce = 3,09.10%, ce = 2,88.10* et ce = 2,51.10* respectivement pour
n = 24,8 (Fig. 2.6(e-g)).

Ces résultats montrent que le calcul de moyenne joue plus sur le bruit par I'effet
du lissage que sur la résolution. En effet, quand le bruit est nul, plus le nombre
de noyaux est important, plus I'erreur augmente. Dans les cas avec bruit, plus le
nombre de noyaux est important, plus 'erreur diminue. De plus cette diminution
est d’autant plus sensible que le niveau de bruit dans les images de départ est
important.

Notons que la fusion par moyennage a 2, 4 ou 8 noyaux, appliquée au cas de
RIO confocale 3-faisceaux permet d’obtenir une meilleure résolution que dans le
cas d'un systéme confocal classique. Il faut également noter que, par rapport au
cas d'un systéme confocal 3-faisceaux simple, cette technique permet d’obtenir un
résolution isotrope. D’autre part, la méthode permet une diminution importante
de Deffet du bruit sur la qualité de I'image. Cependant, comme il a été montré, il
existe une perte d'information globale : si la résolution est améliorée localement et
dans certaines directions, elle est altérée par ailleurs. Ceci est a relier a 'opération
de moyennage : la résolution finale obtenue correspond a une résolution moyenne et
non pas au meilleur de la résolution de chaque image d’origine.Une autre méthode
est donc a envisager.

2.3.2 Fusion dans I’espace de Fourier : FIF

Nous avons pu noter dans le développement précédent que la fusion d’images
par moyennage ne permettait pas d’obtenir une amélioration satisfaisante de la
résolution dans toutes les directions du plan de I'image. En effet, le fait de calculer
une image moyenne ne permet pas de tirer le meilleur de chaque image, mais de
faire la somme des qualités et des défauts de chacune. Nous avons donc étudié une
autre méthode basée sur une fusion dans 'espace de Fourier|Li et coll., 2001].

Rappelons, comme il a été précisé dans la section 1.3 que dans le domaine des

b
fréquences, 'OTF H peut étre considérée comme un filtre qui ne transmet que
partiellement les fréquences spatiales de I'objet. De ce point de vue, ’amélioration
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Fi1G. 2.7  Modules des FTO : confocale classique (a), confocale 3-faisceaux pour une po-
larisation de l'illumination le long de I’axe x (b), confocale 3-faisceaux pour polarisation de
I'illumination le long de 'axe y.

de la résolution sur ’axe y, permise par l'illumination a trois faisceaux, peut s’in-
terpréter comme une meilleure transmission des fréquences spatiales de I'objet le
long de cet axe.

Autrement dit, le support de 'OTF du systéme est plus étendu et les hautes
fréquences moins atténuées le long de I'axe w, pour une illumination a trois fais-
ceaux confocalisée, que pour un systéme confocal classique.

La Figure 2.7 donne le modules des FTO : confocale classique (a), confocale
3-faisceaux (b) et confocale 3-faisceaux pour une illumination orientée & 90° par
rapport a 'axe x. On peut constater sur cette figure que les fréquences sont mieux
transmises selon un axe pour les FTO confocales 3-faisceaux. Une série d'images
acquises pour différentes orientations de l'illumination a trois faisceaux correspond
donc au filtrage par une série d’OTF dont les supports montrent une élongation
dans différentes directions. Ceci se traduira par une série d’images dans lesquelles
les détails seront mieux représentés le long de différentes directions. Par consé-
quent, au cours de la série d’acquisition, les fréquences transmises couvrent un
support élargi dans plusieurs directions.

Il existe donc, dans chaque image d’une méme série, des fréquences mieux trans-
mises que dans les autres. La méthode proposée consiste en I'occurrence, pour une
méme série d’'images, & comparer point a point le niveau de signal dans le domaine
de Fourier et d’extraire la valeur du point de plus grande énergie. Pour un pixel de
coordonnées (x,y), dans une série de n images prises dans le domaine de Fourier
on définit I, (z,y) tel que :

2
= max

2

~

[2($7y)

~

(@) fl(x,y)‘2; o fnl(x,y)‘Q; n(x,y)r} (2.3)
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ce =2,56.10* (c) ce = 1,51.10%

. . .0.5

(d) ce =1,59.10*  (e) ce = 1,46.10*  (f) ce = 1,38.10%

0

F1G. 2.8 — Résultats d’une fusion FIF d’images non bruitées. (a) Objet, (b) Image obtenue
pour un systéme confocal classique, (¢) pour un systéme confocal 3-faisceau. (d) fusion FIF de
2 images confocales 3-faisceaux formant un angle de 90 °, (e) fusion FIF de images confocales
3-faisceaux calculées pour des angles de 0,45,90 et 135 °, (f) fusion FIF de 8 images confocales
3-faisceaux calculées pour 8 angles séparés d’un pas de 22,5 ". La barre d’échelle représente
200 nm.

La valeur complexe de la transformée de Fourier I’ au pixel (z,y) est donc donnée
par :
I'(2,y) = In(2,y) (2.4)

Chaque fréquence transmise de l'objet est alors utilisée avec une transmission
optimale dans I'image finale.

La Figure 2.8 donne les résultats d'une telle méthode de fusion. I.’objet est
présenté en (a) tandis que 'image simulée pour un systéme confocal classique
est présentée en (b) I'image pour un systéme confocal 3-faisceaux en polarisation
linéaire selon I'axe z en (c). Les résultats de la fusion dans le domaine de Fourier
(FIF) obtenus pour un systéme confocal 3-faisceaux sont présentés avec des séries
de n noyaux. Pourn =2et § =0 et 90 “en (Fig. 2.4(b)),n =4et § = 07,45°,90 °
et 135 "~ en (Fig. 2.4(c)), et finalement pour n = 8 avec € variant par pas de 22,5 °
en (Fig. 2.4(d)).

Rappelons tout d’abord que dans le cas d’un systéme confocal classique, toutes
les images d'une méme série sont identiques. De la méme fagon que pour la fusion
par moyennage, la méthode FIF ne présente donc pas d’intérét : le résultat obtenu
sera identique a toutes les images de la série. Les Figures 2.8(b) et 2.8(c) ont été
étudiées précédemment et ne sont présentées ici qu’'a titre de comparaison. Le
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résultat obtenu pour les séries simulées avec n = 2 RIO confocales a 3-faisceaux
ets donné sur la Figure 2.8(d). Le critére d’erreur vis-a-vis de 'objet ce = 1,59.10%
augmente faiblement (5 %) par rapport au cas d’une image simulée pour une seule
RIO confocale 3-faisceaux ce = 1,51.10%. On peut voir que la résolution le long
de I'axe x semble améliorée, tout en préservant la résolution long de l'axe y : les
rayons sont distincts de la périphérie et au niveau de leur bases. Le cercle central est
quasiment résolu. En effet, des zones de plus fortes intensités demeurent pour les
directions 45°/225 “ et 135°/315 °, ce qui correspond aux angles non pris en compte
dans la série. La légére augmentation du critére d’erreur peut étre imputée aux
rebonds que 'on voit apparaitre autour de ’objet et qui correspondent aux lobes
latéraux de la RIO confocale 3-faisceaux. Le résultat obtenu pour la fusion d’'une
série avec n = 4 (Figure 2.8(f)), présente une légére amélioration de la résolution
par rapport au cas précédent. L'erreur (ce = 1,46.10) diminue légérement par
rapport au cas n = 2 pour prendre une valeur inférieure au cas a un noyau, sans
fusion. En effet, le cercle central est maintenant mieux résolu. On note ici également
la présence de zone d’intensité plus élevée dans les directions non prises en compte
dans la série. Les rebonds présents autour de la figure sont attenués. Pour la
fusion d’une série avec n = 8 (Figure 2.8(g)), I'erreur diminue significativement
pour passer a ce = 1,38.10%. Dans ce cas, les rebonds sont encores attenués et les
zones de plus fortes intensités en bordure du cercle ont quasiment disparues.

La technique de fusion FIF permet donc de tirer parti du gain en résolution dans
plusieurs directions qu’offre une série d’images acquises pour différents angles de
la RIO confocale 3-faisceaux. Cependant les simulations réalisées ne tiennent pas
compte du bruit qui apparait lors d’une acquisition en conditions réelles. Dans ce
type de méthode de fusion en particulier, il est 1égitime de penser que la sensibilité
au bruit est d’autant plus importante que 'on réalise ici non pas une moyenne,
mais une sélection de fréquences sur les pixels de plus haute énergie. Le bruit
peut alors perturber le processus de sélection en ajoutant des fréquences qui ne

devraient théoriquement pas étre transmises ou qui n’existent pas dans le support
de l'objet.

Afin d’éviter ce phénoméne, nous réalisons un pré-filtrage. Le principe mis en
ceuvre dans notre cas, consiste a opérer l'opération de fusion sur les fréquences qui
correspondent au support de 'OTF. Si cette méthode ne permet pas de supprimer
leffet du bruit sur les fréquences transmises, elle permet de supprimer le bruit
haute fréquence dont on peut penser qu’il est plus perturbateur pour la lisibilité
de I'image finale.
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(a) objet (b) ce =2,46.10* () ce = 2,46.10* (d) ce = 2,35.10%

F1G. 2.9 — Fusion FIF d’images confocales classiques bruitées. (a) objet binaire, les figures
suivantes présentent le résultat de la fusion de : (b) 2 images, (c) 3 images et (d) 4 images. Le
rapport signal a bruit dans les images avant moyennage est de 20 dB. Le critére d’erreur ce
vis-a-vis de 'objet est donné pour chaque résultat de fusion. La barre représente 200 nm

Le filtre utilisé est une simple fonction porte qui coupe les fréquences au-dela
d’une fréquence de coupure f.. Cette fréquence de coupure est égale a la plus haute
fréquence spatiale transmise par le support de 'OTF confocale 3-faisceaux et ce
pour toutes les images. Le filtre II s’écrit donc :

1 si(2 4 p2) < f2
I pras py) = { 0 si(p2+ py) > f2 .

La Figure 2.9 présente les résultats de fusion FIF obtenus pour des images
bruitées simulées pour un systéme confocal classique. Le rapport signal a bruit
dans les images avant fusion est de 20 dB. Les fusions ont été calculées en prenant
en compte des séries de 2 (Fig.2.9(b)), 4 (Fig.2.9(c)) et 8 (Fig.2.9(d)) images. Les
résultats obtenus présentent des particularités due a la méthode utilisée. En effet,
la valeur du critére d’erreur est identique dans les deux premier cas : ce = 2,46.10%
pour n = 2 et n = 4. D’autre part, le critére diminue a ce = 2, 35.10* pour n = 8.

Les images utilisées sont a priori comparables en terme de rapport signal a bruit
et de fréquences transmises. D’autre part, on attend pas ici d’effet de lissage. La
diminution du critére d’erreur peut s’expliquer differemment. Dans chaque image,
les fréquences portées par le support de ’'OTF ne sont transmises que partielle-
ment. L’addition de bruit couplé au filtrage des hautes fréquences implique un
rehaussement de certaines fréquences transmises par le support de ’'OTF. Ce phé-
noméne peut alors artificiellement avantager des fréquences de I'objet qui n’étaient
que partiellement transmises. Ceci se traduit alors par une diminution du critére
d’erreur.

Les fusions FIF d’images bruitées pour un systéme 3-faisceaux confocal sont
présentées dans la Figure 2.10.
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n=2
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ce = 1,58.10% ce =1,45.10* (c) ce = 1,38.10%

ce =1,54.10*  (e) ce = 1,41.10* (f) ce = 1,32.10%

FiG. 2.10  Fusions d’images simulées pour une RIO confocale 3-faisceaux. (a) objet. Les
images d’origine sont bruitées avec un rapport S/B de 20 dB (a-c) puis de 3 dB (d-f), pour des
séries & n = 2,4 et 8 images. Le critére d’erreur ce vis-a-vis de ’objet est donné pour chaque

résultat de fusion. La barre représente 200 nm.
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La Figure 2.10 illustre le comportement de la fusion FIF sur des série d’'images
simulée pour un systéme 3-faisceaux confocal. Les images d’origine sont bruitées
avec un rapport S/B de 20 dB (a-c) puis de 3 dB (d-f), pour des séries a n =24
et 8 images.

Tout d’abord, on peut constater que pour un méme niveau de bruit, le critére
d’erreur diminue avec le nombre d’images d’origines dans la série. Pour un rapport
signal a bruit de 20 dB, la valeur du critére d’erreur passe de ce = 1,58.10%
pour n = 2 (Fig. 2.10(b)) a ce = 1,45.10* pour n = 4 (Fig. 2.10(c)) et atteint
ce = 1,38.10* pour n = 8 (Fig. 2.10(d)). Pour les séries ol les images d’origines
sont bruitées avec un rapport signal & bruit de 3 dB les valeurs du critére d’erreur
sont ce = 1,54.10%, ce = 1,41.10* et ce = 1, 32.10* respectivement pour n = 2,4 et
8 (Fig. 2.10(e-g)).

Le deuxiéme point intéressant a noter est que, paradoxalement, 'erreur diminue
quand le niveau de bruit augmente, en particulier pour les séries a n = 8. On
retrouve ce qui a été observé dans la Figure 2.9 et on peut avancer la méme
explication. Ces résultats aménent quelques réflexions.

Tout d’abord, nous sommes ici dans le cas d’'un objet binaire trés particulier
avec des bords francs qui représentent une information trés étendue en terme de
fréquences spatiales. Ensuite, le fait que le critére d’erreur diminue, ne permet pas
d’assurer de facon certaine que I'image reconstruite soit plus proche de la réalité.
En effet, 'observation minutieuse la Figure 2.10(g), montre qu’il y a une certaine
granulosité dans I'image obtenue. Or, un observateur n’ayant aucune information
a priori sur l'objet serait sans doute induit en erreur quant a la forme de 'objet.
On retiendra donc simplement que le bruit n’affecte pas de fagcon déterminante le
procédé de fusion FIF associée & un pré-filtrage. Au final, tout dépend du com-
promis souhaité entre le gain en résolution et le rendu final. Rappelons toutefois
que le but de ce montage associé a cette méthode de fusion n’est pas de combattre
le bruit, mais bien d’obtenir une résolution améliorée dans toutes les directions
de l'espace. La recherche d’un niveau de bruit minimum doit alors étre menée en
amont, durant le processus d’acquisition.

2.4 Techniques de déconvolution

2.4.1 Rappels sur la déconvolution

La déconvolution est une méthode de traitement numérique de I'image ayant
pour but d’améliorer la résolution d’une image afin de la rendre plus fidéle a I’'objet
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observé [McNally et coll., 1999 ; Verveer, 1998]. L’équipe au sein de laquelle a été
réalisé cette étude travaille sur ce sujet depuis quinze ans et a acquis une expertise
dans ce domaine [Chomik, 1997; Chomik et coll., 1997 ; Colicchio et coll., 2005 ;
Haeberlé et coll., 2001]|. C’est pourquoi cette méthode a été envisagée parmi les
traitements numeériques applicables au cas de la technique basée sur une succession
d’illuminations 3-faisceaux.

Plus précisément, la déconvolution consiste a résoudre par des méthodes nu-
meériques le probléme posé par la résolution de I’équation (1.3) afin d’estimer au
mieux O [Atkinson, 1997]. Dans cette équation, seule I est connue, de fagon pré-
cise. La RIO (H) peut-étre inconnue ou partiellement connue. On parle alors de
déconvolution myope ou aveugle |Holmes et O’Connor, 2000 ; Holmes, 1992 ; Mac-
Callum, 1990|. Toutefois, la plupart du temps, on considére que la RIO est connue
.soit qu’elle ait été mesurée, soit qu’elle ait été calculée. D’autre part, on peut esti-
mer les propriétés statistiques du bruit b. Enfin il est concevable que dans certain
cas, on puisse avoir une connaissance a priori sur certaines propriétés de 'objet
O [Homem et coll., 2002].

Afin de trouver une solution a ce probléme, il faut avoir recourt a des algo-
rithmes qui nécessitent la mise en place de plusieurs outils. Le premiers de ces
outils est un critére d’erreur qui permet d’évaluer le degré de ressemblance du
résultat obtenu. Généralement, les algorithmes de déconvolution se basent sur un
compromis a réaliser entre la ressemblance, et 'amplification du bruit [Tikhonov
et Arsenin, 1977|. C’est pourquoi, le deuxiéme outil & mettre en place consiste en
une fonction de cott qui permet d’évaluer ce compromis. D’autre part, il arrive
qu'une connaissance a priori de certaines caractéristiques de 'objet permette de
baliser I'espace des solutions. Enfin, le dernier outil consiste en un algorithme de
minimisation, ayant pour but de trouver le minimum de la fonction de cofit.

Bien que leur structure générale soit la méme, il est possible de distinguer deux
grandes familles d’algorithmes de déconvolution. En effet, il existe au moins deux
approches du processus de formation d'images. I’approche déterministe [Jansson
et coll., 1984 ; Meinel, 1986 ; Van Cittert, 1931| et ’approche Bayesienne [Conchello,
1998 ; Demoment et Idier, 2001 ; Holmes, 1988 ; Holmes et, Liu, 1989 ; Hunt, 1994 ;
Lucy, 1974 ; Richardson, 1972|. L’approche déterministe est directement basée sur
les lois de I'optique diffractive, et I'image finale correspond bien a une collection
de RIO.

[’approche Bayesienne, quant a elle, fait référence a une approche statistique de
la formation d’image ou l'on étudie la probabilité pour un photon d’étre localisé
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dans I'espace image. Cette approche est basée sur la statistique Poissonnienne dans
la mesure ot c’est a cette loi qu’obéit la probabilité de détection d’un photon sur
un capteur CCD.

Parmi ces deux grandes familles d’algorithmes, on peut distinguer deux autres
sous-groupes dans chaque famille selon qu’il existe une solution analytique ou non
au probléme de la minimisation de la fonction de cott. Dans le cas d’une solution
analytique existante, on parlera d’algorithme direct . Dans le cas contraire, un
processus itératif est utilisé pour trouver ce minimum, on parle alors d’algorithme
itératifs.

La mise en ceuvre d'un algorithme de déconvolution adapté & notre probléme
de tirer le meilleur partie d'une série d'images présentant des gains en résolution
selon différentes directions, semble a priori possible. Cependant, les algorithmes
classiques ne mettent pas en jeu des séries d’images obtenues pour des séries de
RIO différentes. Dans le cadre de la technique que nous proposons, il faudrait alors
réaliser plusieurs déconvolutions dont on fusionnerait ensuite les résultats. Deux
raisons essentielles nous ont détourné de cette approche. La premiére tient au fait
que la déconvolution d'une image représente un coit en temps de calcul qui peut,
dans certains cas étre considéré comme handicapant. A fortiori, pour une série
de déconvolutions le temps serait multiplié autant de fois qu’il y a d’images dans
la série. D’autre part, un algorithme de déconvolution multi-noyaux a été étudié
par [Goudail et coll., 2000| et correspondrait bien a la problématique qui nous est
posée.

2.4.2 Deéconvolution a n-noyaux

[Ghiglia, 1984] a proposé une approche a noyaux multiples pour la déconvolution
simultanée de plusieurs images représentant plusieurs versions d’une méme scéne.
Par plusieurs versions, il faut comprendre des images acquises avec une fonction de
transfert variant au cours de la série. Cette approche permet de prendre en compte
la diversité des informations transmises au travers des différentes acquisitions.

De plus, elle permet de s’affranchir en partie d'une contrainte importante des
techniques de déconvolutions : la présence de zéros dans la fonction de transfert
impliquant la perte de certaines fréquences. Dans le cas d'une approche a plusieurs
versions, la fonction de transfert variant pour chacune d’elle, les zéros seront en
partie differemment placés. De ce fait, les fréquences absentes dans une image,
seront présentes dans une autre.
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Une étude approfondie de la déconvolution a plusieurs noyaux a été menée
par |Goudail et coll., 2000] dans le but d’en évaluer I'efficacité et la robustesse.
Nous proposons d’évaluer cette méthode dans le cadre de l'illumination & trois
faisceaux. Considérons 'acquisition d’'une série de k images d’'une méme scéne O
convoluée par les k& noyaux résultant des k rotations de la RIO d’illumination
3-faisceaux. Dans ce cas particulier et dans le domaine des fréquences spatiales,
I’équation 1.3 devient :

+oo
I(k)(95>y> Z) = / H(k)(l’ —TLY Y, R — ZI)O(k)(-Thyla 21))d951dyld2’1 S b(k)(x>y> Z)

[e.e]

(2.6)
ot b*) est considéré comme un tirage indépendant de bruit blanc Gaussien pour
chaque image de la série. La méthode de déconvolution considérée par [Goudail
et coll., 2000] consiste en une régularisation selon Thikonov utilisant la norme d’un
filtre Laplacien comme fonction de régularisation dont le but est de contrebalancer
I'effet des hautes fréquences. [.'objet estimé est la solution minimisant la fonction
de cott F':

FO) = S| —HO & 0| + ¢[L & O (2.7)
k=1

ot O est I'estimée de I'objet devant minimiser la fonction de cott, L la réponse
impulsionnelle du filtre Laplacien, et £ un paramétre de régularisation permettant
d’ajuster I'effet de L. Notons que nous avons bien une fonction de coiit qui met
en jeu un critére de ressemblance (ici la somme des erreurs quadratiques des n
images) et un outils de régulation de 'effet du bruit a travers le filtre Laplacien.
II a été démontré |Goudail et coll., 2000| que la minimisation de cette fonction
de cott présentait une solution analytique a travers I'opérateur de déconvolution
suivant dans le domaine de Fourier :

0'(wp,) = 5 (2.8)

I1 doit étre précisé que les déconvolutions présentées par la suite ont été effectuées
pour une valeur de £ minimisant le critére d’erreur. Ceci implique la réalisation
d’une série de déconvolutions pour lesquelles le paramétre £ varie et 'erreur est
estimée. Il est cependant tout a fait envisageable d’automatiser cette procédure a
'instar de ce qui a été réalisé pour les algorithmes LLS et M AP par [Colicchio
et coll., 2005] durant sa thése au laboratoire MIPS.
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Application de la déconvolution n-noyaux & un systéme 3-faisceaux
confocal

0.5

(a)objet

(d)ec = 0,75.10%

Fi1G. 2.11  Déconvolution multi-noyaux calculé pour I’ objet binaire (a) dont I’acquisition a
été simulée pour (b)) n=2et 0 =0"et 90", (c) n=4 et 0 =07,45",90 ", et 135 ", (d) n =8 et
0 variant par pas de 22,5 .

Cette méthode de déconvolution multi-noyaux a été appliquée aux séries d’images
obtenues par simulations numériques. La Figure 2.11 montre 1'objet binaire (a)
dont lacquisition a été simulée pour n =2 et § =0 " et 90 ° (Fig. 2.11(b)), n =4
et 6 =0°,45,90 " et 135 ° (Fig. 2.11(c)), et finalement pour n = 8 avec 6 variant
par pas de 22,5 ° (Fig. 2.11(d)). Si, comme attendu, un nombre important d’ac-
quisition permet une excellente reconstruction de 1’objet, le résultat obtenu pour
une série de quatre images permet déja une reconstruction trés satisfaisante.

Ce résultat présente un intérét non négligeable dans le cadre d’'un mise en ceuvre
pratique, dans la mesure ot il permet d’obtenir une reconstruction convenable avec
un moindre nombre d’acquisition, évitant ainsi des phénomeénes de photoblanchie-
ment ou permettant tout simplement d’augmenter la vitesse d’acquisition. Ceci
est important pour 'observation de spécimens vivants, pouvant bouger durant un
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long processus d’acquisition. Notons que dans le cas de spécimens pour lesquels il
existe une information a priori comme par exemple une orientation préférentielle
de fibres ou des spécimens 1-D comme des fragments d’ADN ou des microtubules,
il est tout a fait envisageable de choisir des directions de polarisation préférentielles
afin de réduire le nombre d’acquisitions tout en assurant un transfert optimal des
fréquences de I'objet et donc une reconstruction performante.

La suite de cette étude a été publiée en 2006 a partir de résultats simulés pour
un objet binaire représentant la formule d’Abbe. Le choix de cet objet particulier
est un hommage a ce scientifique dont le centenaire de la mort avait lieu en 2005
alors que ces travaux étaient présentés au congres Focus on Microscopy a Jena,
sa ville natale. D’autre part, cet objet a pour avantage de présenter un géométrie
plus quelconque que la mire radiale précédemment utilisée. La Figure 2.12 donne
les résultats obtenus pour cet objet dont les acquisitions et les déconvolutions
ont été simulées de la méme fagon que dans la Figure 2.12. Dans la Figure 2.12
l'acquisition a été simulée pour n = 2 et § = 0" et 90" (Fig. 2.12(b)), n = 4 et
0 =07,45°,90° et 135" (Fig. 2.12(c)), et finalement pour n = 8 avec 6 variant par
pas de 22,5° (Fig. 2.12(d)). ! On peut constater sur cette figure que le résultat est
déja satisfaisant pour une déconvolution a n = 4 noyaux.

E

2 kernels (0,90°)

4 kernels
{0,45,90,135°}

8 kernels 0

in steps of 22.5°

F1G. 2.12 — Déconvolution multi-noyaux calculé pour un objet binaire (a) dont 1'acquisition a
été simulée pour (b)) n=2et 0 =0"et 90", (c) n=4 et 0 =07,45",90 ", et 135 ", (d) n =8 et
0 variant par pas de 22,5 .

'l doit étre précisé que ces déconvolutions ont été effectuée pour une valeur de ¢ minimisant
le critére d’erreur.
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Effet du bruit dans la déconvolution n-noyaux

Un autre paramétre limitant de la déconvolution est la présence de bruit. En
effet, le bruit peut, a travers le processus de déconvolution, se trouver amplifié de
facon importante, réduisant ainsi de facon drastique la qualité du résultat obtenu,
jusqu’a rendre nul I'intérét du processus lui-méme. I1 convient donc, dans le procédé
de déconvolution, de déterminer le niveau de régularisation optimal en fonction du
niveau de bruit dans I'image |Colicchio et coll., 2005].

Dans le cas de la déconvolution a plusieurs noyaux, le cas est plus favorable.
En effet, on peut considérer que chaque image d’une série est entachée d’une
réalisation de bruit différente. [Goudail et coll., 2000| ont étudié I'avantage que
représente I’approche de la déconvolution a plusieurs noyaux quant a la robustesse
au bruit dans le cas d’une déconvolution a deux noyaux. Les auteurs mettent en
évidence I'effet positif du moyennage du bruit permit par cette approche. En effet,
cette derniére est basée en partie sur I’addition des différentes images de la série
(Eq. (2.8)). Par conséquent, il est envisageable d’augmenter la robustesse au bruit
en augmentant le nombre d’images acquises avec différentes fonctions de trans-
fert. I’avantage que présente la déconvolution & plusieurs noyaux associée a une
technique d’illumination permettant des RIO de largeur réduite, est donc double :
augmenter la résolution finale par la combinaison d’information obtenues a travers
plusieurs vues d’une méme scéne, mais aussi diminuer la sensibilité au bruit du
procédé de déconvolution.

Dans les Figures 2.13(b-d), sont représentées les simulations de ’acquisition
de Dobjet représenté dans la Figure 2.12(a) calculées pour des réalisations de
bruit dont les rapports signal sur bruit sont différents et pour une illumination
a trois faisceaux, une détection confocale et une méme orientation de la polari-
sation & = 90 . Les Figures 2.13(e-g) montrent le résultat des déconvolutions
4-noyaux basées sur des série de 4 images simulées pour des noyaux orientés a
0 =07,45,90 " et 135 7, et un rapport signal a bruit de 20 dB et 3 dB respecti-
vement. A titre de comparaison, les Figures 2.13(h-j) montrent le résultat d’une
déconvolution mono-noyau sur des images simulant une acquisition conventionnelle
en microscopie confocale pour une RIO classique obtenue pour une polarisation le
long de I'axe x avec les méme rapports signal a bruit.

Les déconvolutions & un noyau ont été obtenues simplement en utilisant I’équa-
tion (2.8) avec n = 1. Dans le but d’obtenir une comparaison équitable, les Fi-
gures 2.13(h-j) représentent la moyenne de quatre déconvolutions pour quatre
images simulées avec quatre réalisations de bruit différentes, afin de réduire 'effet
du bruit comme le fait la déconvolution & plusieurs noyaux.
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F1G. 2.13 — Comparaison de la déconvolution multi-noyaux avec une RIO rétrécie latéralement
et une déconvolution mono-noyau avec une RIO confocale classique, pour différents niveaux de
bruit : sans bruit, S/B =20 dB et S/B = 3 dB. (a) Objet, (b)-(d) : simulations de 'acquisition
avec une RIO confocale 3-faisceaux orientée & = 90 ° respectivement sans bruit (b) et avec un
rapport signal & bruit de 20 dB (c) et 3 dB (d). (e-g) déconvolutions 4-noyaux correspondantes.
(h-j) moyennes correspondantes de 4 déconvolutions mono-noyau.

Pour chacun des cas envisagés, le résultat de la déconvolution a 4 noyaux semble
donner un résultat de meilleure qualité que la déconvolution a un seul noyau : un
examen détaillé montre par exemple que la qualité du résultat obtenu dans la
Figure 2.13(i) pour une déconvolution & un noyau et pour un rapport signal sur
bruit de 20 dB est comparable a celui obtenu dans la Figure 2.13(g) mais pour
une déconvolution a noyaux multiple et pour un rapport signal sur bruit de 3 dB.
Cependant, ce critére visuel ne peut-étre retenu en raison de sa subjectivité. C’est
pourquoi un critére quantitatif mesurant I’écart du résultat de la déconvolution et
I'objet doit étre calculé.

Choix du parameétre de régularisation

Comme il a été précisé, la valeur choisie pour le paramétre de régularisation &
importe sur les résultats obtenus lors de la déconvolution. Il convient donc d’étudier
I'effet de la variation de ce paramétre sur la qualité de la reconstruction et ce en
fonction des niveaux de bruit simulés.
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Sur la Figure 2.14, sont représentées les valeur du critére d’erreur (ce) entre les
images déconvoluées et 1’objet d’origine en fonction du paramétre de régularisa-
tion & pour les deux méthodes de déconvolution 4-noyaux(trait plein) et mono-

noyau(tirets) et pour deux valeur du rapport signal a bruit S/B = 20 dB(a) et
S/B =3 dB(b).

[’analyse des courbes de la Figure 2.14 montre que la valeur optimum de &
est différente pour chaque type de déconvolution. Cependant, on pourra noter que
pour des valeurs de & optimales la valeur de I’erreur dans le cas de la déconvolution
a noyaux multiple est inférieur au cas de la déconvolution a un noyau et ce pour
les deux niveaux de bruit. Ce constat est identique dans le cas d’images sans bruit.
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F1G. 2.14  Courbes donnant le critére d’erreur entre I'objet original et le résultat de décon-
volution en fonction du paramétre de régularisation £. Comparaison entre une déconvolution
mono-noyau (tirets) et une déconvolution 4-noyaux pour une RIO confocale 3-faisceaux (trait
plein). (a) S/B = 20 dB, (b) S/B = 3 dB. Le rectangle en pointillé indique les limites du do-

maine pour lequel, & une valeur de £ donnée, la déconvolution multi-noyaux, donne une erreur
inférieure & celle obtenue pour la déconvolution mono-noyau.

2:

On pourra aussi noter, sur la Figure 2.14, que la valeur de 'erreur pour une
déconvolution a plusieurs noyaux est inférieure a I’erreur obtenue pour une décon-
volution mono-noyau sur une large plage de £&. Ceci montre que la déconvolution a
plusieurs noyaux, méme si elle n’est pas réalisée a son optimum, donne de meilleurs
résultats que la déconvolution & un noyau. C’est un résultat important sur le plan
pratique. En effet, dans le cadre d’une utilisation d’un tel algorithme par des non-

spécialistes, la marge de manceuvre dans la recherche d'une valeur optimale du
paramétre de régularisation est amplifiée.

Ces constatations confirment pour le cas de RIO asymétriques les résultats ob-
tenus par |Goudail et coll., 2000] pour des RIO symétriques, mais de tailles diffé-
rentes.
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Effet d’une erreur de RIO

Une autre propriété de la déconvolution mutli-noyaux mise en évidence par
Goudail (et coll.) concerne la robustesse par rapport a la connaissance exacte de
la RIO utilisée pour la déconvolution.

Il parait évident que la qualité de la déconvolution avec I'algorithme que nous
avons choisi, dépend de la connaissance du noyau a utiliser, c’est a dire la RIO
du systéme. En raison de I'imprécision des modéles, ou de la qualité des mesures
effectuées, cette connaissance de la RIO du systéme est toujours entachée d’une
erreur d’estimation. Il existe donc un décalage entre la RIO réelle du systéme et
la RIO supposée, utilisée pour la déconvolution.

— — —
— - 4 kemels - Err 20°
V' — . 4kemels- Em 15"
I 4 kernels - Err 10°

| \ — 4 kemels - Err 5°
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F1G. 2.15 — Courbes donnant le critére d’erreur entre I'objet original et le résultat de déconvo-
lution en fonction du paramétre de régularisation £ et d’une erreur d’estimation systématique sur
Pangle de la RIO servant a la déconvolution pour un rapport signal a bruit de S/B = 3 dB.Trait
plein épais : déconvolution 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 mixte
erreur de 20 ".

Par exemple dans le montage que nous simulons, I'obtention d’'une série de n
images passe par n rotations du spécimen par rapport au systéme. Mais on peut
supposer que, dans la pratique, il pourrait exister une erreur dans l'incrément
d’angle entre chaque image. La série des n RIO utilisées pour la déconvolution
différe alors de la série des n RIO réelles. Afin d’étudier 'effet d’une erreur d’esti-
mation de la série de RIO utilisée pour la déconvolution, nous avons appliqué au
cas d’'une acquisition d’'une série de 4 images acquises pour # = 0°,45",90", 135 °
et 135 ~ une déconvolution avec une erreur systématique sur ’angle théorique des
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RIO de la série. La Figure 2.15(a) montre 'erreur en fonction de £ calculée entre
I'objet d’origine et le résultat d'une déconvolution mono-noyau comparée aux cas
de déconvolution 4-noyaux pour lesquels on a appliqué diverses erreurs systéma-
tiques d’angle de la RIO de déconvolution par rapport a la RIO de simulation,
pour des simulations réalisées avec un rapport signal a bruit de 3 dB.

On peut noter en analysant ces courbes qu’omis pour les faibles valeurs de £ pour
lesquelles la déconvolution multi-noyaux ne donne pas de solution satisfaisante,
I’erreur résiduelle est beaucoup plus faible pour la déconvolution multi-noyaux
que pour une déconvolution mono-noyau et ce méme dans le cas d’une forte erreur
sur I'angle de la RIO de déconvolution par rapport a la RIO de simulation.

1

EOS . . .
0

(a) (b) () (d)

F1G. 2.16 — (a) Echelle des intensités normalisées. (b) RIO confocale & 3 faisceaux. (c) RIO
équivalente pour déconvolution 2-noyaux, (d) RIO équivalente 4-noyaux.

Ce résultat surprenant peut s’expliquer par 1’observation des RIO équivalentes.
D’apreés I'observation de I’équation 2.8 on peut définir la RIO équivalente comme
la somme des n RIO considérées. La Figure 2.4.2 donne la RIO équivalente d’un
systéme d’acquisition (a) a une RIO, (b) deux RIO et (¢) quatre RIO. Cette
derniére présente une symétrie circulaire qui s’explique par le fait que les zones
centrales de chacune des RIO sont amplifiées par le procédé d’addition. Ainsi, une
erreur systématique dans l'estimation de I’angle entre le systéeme et l'objet, est
compensé par cette symétrie, méme pour des erreurs angulaires élevées.

On peut également noter sur la Figure 2.15 que l'erreur dans le cas d’une dé-
convolution a noyaux multiples avec erreur d’estimation sur le noyau, demeure
inférieure a celle d'une déconvolution mono-noyau, et ce pour un large intervalle
du parameétre . Ce qui signifie que la déconvolution & noyaux multiples et a la
fois robuste a une erreur d’estimation de la RIO et dans le choix du paramétre &
optimal.
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Perspectives d’évolution

Nous avons montré que l'utilisation d'une illumination par interférence de fais-
ceaux focalisés permettait d’améliorer la résolution latérale par un facteur deux
dans le cas d’un microscope confocal. Comme il a été montré, ce gain en résolution
ne peut étre obtenu que dans une seule direction, en raison des effets de polari-
sation sur les faisceaux focalisés. Nous venons de montrer qu’il était possible de
combiner cette technique avec une méthode de déconvolution a plusieurs noyaux
de sorte a obtenir une résolution améliorée a la fois le long des axes x et .

Il faut bien noter que la technique d’illumination par interférence de trois fais-
ceaux focalisés |[Haeberlé et Simon, 2006 ; Simon et Haeberlé, 2006 qui a été décrite
dans ce chapitre présente un gain en résolution latéral tout & fait comparable a
celle de I'illumination structurée linéaire qui nécessite également une série d’acqui-
sitions sous différentes conditions. D’autre part, la technique d’illumination struc-
turée non-linéaire permet un gain en résolution encore plus important. I.’avantage
que présente ces derniéres techniques, comparativement a I'illumination 3-faisceaux
confocale, tient au fait qu’il s’agit de techniques en champs large. il n’y a pas de
rejet de photons par le pinhole, ce qui présente un intérét certain dans le cas de
I'utilisation de fluorophores sensibles au phénomeéne de photoblanchiement.

Cependant, si la technique 3-faisceaux confocale que nous présentons peut s’avé-
rer limitée vis-a-vis des phénoménes de photoblanchiement, elle présente ’avantage
d’étre compatible avec les techniques d’illumination bi-photon, impossible & mettre
en ceuvre dans le cas de l'illumination structurée en raison de la puissance néces-
saire pour induire 'effet bi-photon. Notons également que dans la microscopie
bi-photon, il existe une perte de résolution latérale due au doublement de la lon-
gueur d’onde d’illumination, qui n’est pas compensé par 1'élévation au carré de son
intensité de la RIO d’illumination. La méthode que nous avons présentée permet-
trait de compenser en partie cette perte de résolution latérale due a ’excitation
bi-photon.

L’idée qui consiste a utiliser une interférence de faisceaux afin de créer une illu-
mination structurée a également été appliquée au cas de la microscopie TIRF, on
parle alors de microscopie SW-TIRF? [Chung et coll., 2006|. Ce montage consiste
a créer une illumination en faisant interférer deux faisceaux qui génerent l'illumi-
nation par ondes évanescentes structurée. La Figure 2.17 montre les RIO mesurée
pour un microscope TIRF classique (a) et un microscope SW-TIRF. Ce dernier
type de microscopie fourni une RIO étroite avec deux lobes latéraux qui présentent

2SW-TIRF : Standing Wave-Total Internal Reflexion Fluorescence
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F1G. 2.17 — RIO mesurées pour un microscope TIRF standard (a) et un microscope SW-TIRF
a une direction. La largeur a mi-hauteur de la RIO en TIRF classique a été mesurée a 272 nm
contre 119 nm pour la RIO TIRF a illumination structurée [Chung et coll., 2006].

Convent.

F1G. 2.18 Tmages expérimetnales de fluorophores déposés sur une surface. On voit sur (a) plan
x—y illumination STED, (b) le méme spécimen imagé & travers un systéme confocal classique, (c)
présente une déconvolution de I'image (a). On peut noter que certaines molécules sont présentes
en (a) et non en (b) en raison du phénomeéne de photo-blanchiement. La technique permet une
réduction d'un facteur 5 de la largeur & mi-hauteur de la RIO le long de 'axe x. Image extraite
de [Westphal et coll., 2003].

des caractéristiques assez similaires & la RIO confocale 3-faisceaux que nous avons
étudiée dans ce chapitre. L’équipe qui a mis en place cette nouvelle méthode a
d’ailleurs étendu son principe en réalisant deux enregistrements successifs avec ro-
tation de 90 ° du spécimen, les images étant alors simplement moyennées. Il serait
donc intéressant d’adapter les techniques de déconvolution multi-noyaux a ce type
de microscopie.

Parmi les meilleurs résultats obtenus en terme de résolution, on trouve la micro-
scopie STED, qui peut aussi utiliser une RIO d’illumination asymétrique résultant
d’une illumination focalisée subissant une dépletion par un faisceaux STED pré-
sentant une vallée de dépletion dans une direction [Westphal et coll., 2003]. Grace
a cette méthode, une résolution de I'ordre de 40 nm a pu étre obtenue et améliorée
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a 28nm par déconvolution. Ce résultat n’est donc possible que selon une direc-
tion seulement. La Figure 2.18 présente des RIO mesurées pour (a) un microscope
STED, (b) un microscope confocal classique, (c) le résultat d’un filtrage linéaire
calculé au moyen d’une RIO isolée. On peut voir sur cette figure qu’il existe bien

nique une série d’images pour différentes orientations de cette vallée de dépletion,
la méthode de déconvolution multi-noyaux pourrait alors servir a reconstruire un
spécimen 2-D avec la résolution obtenue en 1-D.

LLa déconvolution multi-noyaux peut donc étre adaptée a tous ces types de mi-
croscopie permettant une amélioration de la résolution transversale. Cependant, la
résolution longitudinale est quant a elle inchangée, ce qui fait que cette technique ne
s’adapte qu’a des spécimens trés peu épais. Toutefois, le microscope confocal, dans
le cas d’une utilisation avec des objectifs de forte ouverture numérique, présente
une résolution anisotrope. Dans le cas ou 1’on pourrait faire 1’acquisition d’une
série d’images 3-D du spécimen sous différents angles (en placant, par exemple, le
spécimen dans un micro-tube identique & celui utilisé dans |Kikuchi et coll., 1996,
mais ici, en le faisant tourner au lieu d’utiliser un double systéme d’imagerie) une
extension de la déconvolution multi-noyaux a la 3-D permettrait de reconstruire
une image 3-D présentant une résolution isotrope améliorée.

Il existe une autre technique a laquelle la déconvolution multi-noyaux pourrait
convenir. Tl s’agit de la microscopie a axe d’imagerie multiple (MTAM?) [Swoger
et coll., 2003|. Dans les cas les plus courant, I'imagerie de spécimens de taille im-
portante passe par l'utilisation d’objectif ayant une grande distance de travail.
Cependant, dans ce type de microscopie, les images obtenues présentent une mau-
vaise résolution le long de I'axe optique du fait que la RIO de tels objectifs présente
une importante élongation le long de cet axe. Dans la technique MTAM, I'image est
obtenue a travers un jeu de 4 objectifs placés dans une configuration tetraédrique
dans le but d’obtenir des images du spécimen selon 4 directions. Les 4 images 3-D
résultantes sont alors recombinées de sorte que le défaut de résolution le long de
I’axe optique d’un objectif soit compensé par la meilleure résolution latérale des 3
autres. Dans ’article original [Swoger et coll., 2003], cette reconstruction consiste
simplement a sommer les images obtenues a travers chacun des objectifs. Cette
situation représente en fait une extension 3-D de celle que nous avons envisagée
a travers l'illumination 3-faisceaux. Une extension, encore a réaliser, de la décon-
volution multi-noyaux pourrait donc apporter une solution intéressante pour le
traitement des images obtenues via cette technique.

SMTAM : Multiple Tmaging Axis Microscopy
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F1G. 2.19  Application de l'illumination 3-faisceaux a la microscopie 4Pi A. Le figures pré-
sentent, les plans transversaux (a-d) et longitudinaux (e-h) de (a,e) : RIO confocale classique.
(b-f) : RIO confocale 4Pi A. (c-g) RIO avec illumination 3 faisceaux et 4Pi A combinée. (d-h) RIO
3-faisceaux-4Pi A confocale. (N A = 1,2 excitation et détection respectivement a \;;; = 400 nm,
Adet = 500 nm).

La microscopie a illumination par sélection de plan (SPIM*) |Huisken et coll.,
2004| est une autre technique permettant d’imager de grand spécimen avec une
haute résolution. Dans cette technique, une grande série d’images du méme spé-
cimen sous différents angles est acquise au moyen d'un support rotatif. Bien que
cette cette technique utilise des objectifs a longue distance de travail, la résolution
obtenue a la détection est quasi isotrope grace a un systéme d’illumination par
sélection de plan obtenue au moyen d’une lentille cylindrique. Toutefois une légére
anisotropie peut subsister, en raison de la finesse du plan illuminé ainsi que de
I'ouverture numérique de 1’objectif. Pour cette technique également, I'utilisation
d’'une déconvolution multi-noyaux 3-D permettrait sans doute d’obtenir au final
une résolution isotrope tout en réduisant le nombre d’images nécessaires.

D’autre part, I'utilisation d’une illumination par interférence de faisceaux foca-
lisé peut théoriquement étre combinée avec le phénomeéne d’interférences longitu-
dinales observées dans un montage utilisant deux objectifs opposés frontalement,
comme dans la microscopie de type 4Pi de type A. Les Figures 2.19(a,e) et 2.19(b,f)
montrent respectivement les plans transversaux et longitudinaux pour un micro-
scope confocal classique et un microscope de type 4Pi A. La Figure 2.19(c,g)
montre la RIO d’illumination d’un microscope 4Pi A combiné avec une illumi-
nation 3-faisceaux et la Figure 2.19(d,h) la RIO confocale correspondant a un tel
montage (Ces RIO ont été calculée pour un objectif & immersion a eau d’ouverture

4SPIM : Selective Plane Illumination Microscopy



numérique NA = 1.2 et une longueur d’onde d’illumination \;; = 400 nm et une
détection a Az = 500 nm. L’observation de ces figures montrent que les lobes
latéraux sont plus atténués que les lobes longitudinaux. Cependant, une technique
de filtrage numérique éprouvée permet de supprimer ces lobes longitudinaux [Hell,
1997|. Ces simulations montrent qu’il est donc envisageable d’obtenir un gain si-
multané le long des axes y et z. Une série d’acquisition multiples et une combinaison
avec une déconvolution multi-noyaux devrait alors permettre un gain en résolution
selon les trois dimensions. Notre technique étant donc compatible avec la micro-
scopie 4P1, on peut tout a fait envisager de 'utiliser dans les montages existant de
microscopie 4Pi bi-photon. Ceci permet alors a la fois de s’affranchir du probléme
des lobes longitudinaux, tout en minimisant la perte de résolution latérale.

Dans ce chapitre, nous avons étudié des méthodes numériques permettant d’amé-
liorer la résolution d’un systéme confocal 3-faisceauz de fag¢on isotrope. La tech-
nique de fusion par moyenne semble peu adaptée a ce cas. La technique de fu-
ston FIF apporte déja des améliorations sensibles. La technique de déconvolution
a noyaur multiples apporte une amélioration tres notable. L’étude portait sur des
RIO provenant d’un systeme d’illumination que nous avons proposé dans le pre-
mier chapitre. Cependant nous avons également vu que de nombreuses techniques
de microscopie 2D ou 3D présentaient des RIO asymétriques et pourraient consti-
tuer d’autres applications possibles aux méthodes numériques que nous avons €tu-
diées.
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Deuxiéme partie

Etude et mise en ccuvre d’un
microscope tomogaphique optique
diffractift
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Chapitre 3

Tomographie diffractive optique
rappels théoriques

Dans le premier chapitre, nous avons présenté un ensemble de techniques per-
mettant d’améliorer la résolution en microscopie de fluorescence. Parmi celles-ci,
une méthode originale utilisant une illumination structurée pour améliorer la réso-
lution latérale a été proposée. Dans le deuxiéme chapitre, nous avons présenté des
méthodes numériques de restauration des images simulées pour un tel systéme.

Il existe toute une palette de techniques permettant I’amélioration de la résolu-
tion en microscopie de fluorescence. D’autre part, les méthodes de déconvolution
ont pour but de reconstruire le plus fidélement possible les données de départ. Il
faut noter que ces deux approches sont paralléles et complémentaires. Les nouvelles
techniques de microscopie de fluorescence permettent d’améliorer la résolution tan-
dis que les techniques de déconvolution apportent encore un gain supplémentaire
sur la qualité des images obtenues.

L’élément clef des techniques de déconvolution que nous avons présentées est la
connaissance de la RIO (a I'exception des techniques dites aveugles ou myopes|Holmes
et O’Connor, 2000 ; Holmes, 1992; MacCallum, 1990|). Il existe deux voies pos-
sibles pour y accéder. La premiére consiste a prendre en compte les caractéristiques
physiques du systéme d’acquisition a travers des modéles de formation d’image.
La deuxiéme se base sur une mesure de la RIO dans des conditions proches de
celles rencontrées au cours de 'acquisition. Dans un cas comme dans 'autre, de
nombreux paramétres doivent étre pris en compte : ouverture numeérique de 1’ob-
jectif, longueur d’onde, propriétés optiques des milieux et interfaces séparant le
spécimen de I'objectif (lamelle, milieu d’immersion). Cependant, le spécimen ob-
servé est considéré comme optiquement homogéne. On suppose alors que la RIO
est invariante dans I'image. Il convient de vérifier cette hypothése.
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F1G. 3.1 — Images en microscopie DIC (a gauche) et de fluorescence (& droite) obtenues pour
un macrophage de type J774 marqué avec des billes de latex et de la F-actin?

La Figure 3.1 présente deux images d’'un méme macrophage. La premiére (sur
la gauche) a été obtenue en microscopie DIC?, la deuxiéme avec un microscope de
fluorescence classique. La microscopie DIC' est basée sur la création d’un contraste
par interférence en fonction des variations de phase que subit la lumiére en tra-
versant le spécimen. Cette variation de phase traduit la nature inhomogéne du
spécimen d’un point de vue optique. En revanche, la microscopie de fluorescence
est basée sur I'excitation d’une molécule dont on détecte la lumiére émise par fluo-
rescence. Dans ce cas, et particuliérement lors de la mise en ceuvre d’algorithmes
de déconvolution, on considére en fait le spécimen comme homogeéne.

lamelle

76 pm

(spécimen)

6 um
# (lame)

FI1G. 3.2  Coupe selon le plan z,z d’une image de cellules obtenue par rétro-diffusion. Les
cellules sont placées entre lame et lamelle. L’'image de l'interface supérieure est droite et lisse,
celle de l'interface inférieure ne I'est pas. Ceci donne une indication sur les propriétés optiques
des cellules sur une profondeur importante. Image extraite de [Pawley, 2002].

Zsource : http://www.biologie.uni-rostock.de/tierphysiologie/Arbeitsgruppen/
Motorenzyme/Research/Latex-infectedJ774. jpg

3DIC : Differential Interference Contrast, microscopie a contraste de phase différentiel.
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La Figure 3.2 présente une coupe longitudinale d’une image 3D de cellules,
obtenue par rétro-diffusion. Les cellules sont placées entre lame et lamelle. .'image
de l'interface entre le spécimen et la lamelle supérieure est droite et lisse, ce qui
n’est pas le cas pour I'interface inférieure. Les déformations observées dans 'image
de la lame sont dues aux propriétés optiques des cellules.

Face au probléme que représente les aberrations dues au spécimen, deux ap-
proches sont possibles.

La premiére est inspirée de l'astronomie. Dans ce domaine, la turbulence at-
mosphérique qui dégrade I'image est compensée par 'utilisation d’une optique
adaptative. La correction dynamique du front d’onde assure alors une stabilité
de I'image durant le temps de pose. Cette correction est généralement effectuée a
I’aide d’un miroir déformable et est controlée par un analyseur de front d’onde. Il
est alors nécessaire d’utiliser un point de référence qui peut-étre une étoile connue
ou une étoile « artificielle » créée par un laser.

En microscopie, ce genre de techniques peut paraitre plus facile & mettre en
ceuvre étant donné la nature quasi-statique du spécimen vis-a-vis du temps de
pause. La difficulté réside en fait dans I’absence d’une référence permettant de
réaliser la correction. Il a été proposé une méthode d’optique adaptative appliquée
au cas du microscope multi-photon [Marsh et coll., 2003]. Dans ce montage, le
critére permettant le controle est l'intensité mesurée sur le photomultiplicateur.
Il s’agit cependant d’une technique assez difficile & mettre en ceuvre. En effet,
dans la microscopie confocale par exemple, le faisceau d’illumination et la lumiére
détectée subissent les aberrations a l'aller et au retour dans le spécimen. D’autre
part la boucle de contre-réaction du systéme doit pouvoir converger rapidement
en raison du balayage nécessaire a l'acquisition de I'image, contrairement au cas
de I'astronomie.

Une autre approche possible consiste a corriger numériquement les images. Ceci
nécessite d’avoir une distribution spatiale de la RIO au sein du spécimen, ainsi
qu'un algorithme de déconvolution dit adaptatif qui prend en compte la non-
invariance de la RIO. Un tel algorithme a été mis au point au sein de notre labo-
ratoire au cours des travaux de thése de Collichio [Colicchio, 2004|. La principale
difficulté de cette approche tient a I'obtention de la distribution de RIO au sein
du spécimen.

Si la mesure directe de cette distribution parait techniquement difficile, il est
tout a fait envisageable de la calculer en étendant les modéles cités précédemment,
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aux cas de focalisation et de détection dans des milieux inhomogénes [Haeberle
et Simon, 2004|. Tl devient alors nécessaire de mesurer la distribution des indices
optiques au sein du spécimen. Connaissant les propriétés optiques du spécimen,
on pourrait alors envisager une correction numérique des images de fluorescence.

En 1969, Wolf a établi, dans le cadre de la premiére approximation de Born, un
lien entre 'amplitude et la phase de 'onde diffusée par un objet semi-transparent et
la distribution des indices optiques au sein de cet objet |Wolf, 1969|. Il propose alors
une technique d’imagerie en deux étapes. La premiére étape utilise I’holographie
pour enregistrer a la fois en amplitude et en phase I’'onde diffusée par le spécimen.
La seconde consiste a reconstruire par des méthodes numériques, la distribution
d’indice optique dans l'objet en trois dimensions. Cette technique a été jusqu’a
récemment peu explorée en raison du volume des calculs imposés par ’étape de
reconstruction. Les progrés réalisés dans le domaine des capacités de calcul des
ordinateurs permettent désormais de concrétiser ces deux étapes. l.a seconde partie
de notre étude portera donc sur le cadre théorique de cette méthode et sa mise
en ceuvre a travers un montage expérimental permettant de la coupler avec la
microscopie confocale.

3.1 Enregistrement de 'onde diffusée

La premiére étape de la méthode proposée par [Wolf, 1969| pour imager des
objets semi-transparents consiste donc a enregistrer I'onde diffusée par I'objet a
la fois en amplitude et en phase. Ceci nécessite la mise en oeuvre d’une technique
particuliére, dans la mesure ou les capteurs existants ne sont sensibles qu’a des
distributions d’intensité, tout au moins dans le domaine optique.

La technique permettant d’enregistrer une onde lumineuse a la fois en ampli-
tude et en phase a été proposée en 1949 par [Gabor, 1949]. Cette technique, tout
d’abord appelée reconstruction de front d’onde, est aujourd’hui connue sous le nom
d’holographie. Le principe général consiste a utiliser une onde de référence connue
interférant avec I'onde diffusée que 'on cherche a enregistrer.

La figure 3.3 présente de facon schématique une configuration simple d’enregis-
trement d’image holographique. I’onde incidente u;(r) illumine I'objet diffusant.
[’onde diffusée par I'objet u(r) interfére avec une onde de référence u,(r). Le motif
d’interférence est enregistré en intensité au niveau du capteur et l'intensité s’écrit
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di ffusant i
capteur

F1G. 3.3  Schéma de principe de ’holographie

alors :

Z(w,y) = [z, )" + Jur (2,9 +ule gl (o y) +u' @ pue,y) - (31

vV v
ordre 0 ordre objet ordre objet conjugué

[’expression 3.1 permet de distinguer 3 composantes : un ordre 0 ou terme
quadratique, un ordre objet et un ordre objet conjugué. La technique permet
bien d’obtenir un enregistrement dont l'intensité transcrit I’amplitude de 'onde
objet. Cependant, le lien n’est pas direct et il convient de passer par une étape
supplémentaire pour remonter a I'information souhaitée.

Dans une configuration appelée holographie en ligne, on n’utilise pas d’onde de
référence séparée. C’est 'onde d’illumination qui sert de référence. Il faut alors
poser une condition forte sur 1'objet qui doit étre faiblement diffusant. Dans ce
cas, on pourra considérer que 'amplitude de I'onde diffusée est négligeable vis
a vis de I'onde d’illumination. C’est une technique robuste et rapide de mise en
ceuvre mais dont les champs d’applications sont limités en raison des conditions
imposées sur la nature de I'objet. En optique, on préfére généralement utiliser une
onde de référence séparée.

[’onde de référence peut-étre considérée comme une porteuse modulant le signal
transmis par l'onde diffusée, le probléme consistant a retrouver I'amplitude com-
plexe de I'onde objet se raméne alors a une démodulation. Une méthode courante
consiste & démoduler en réalisant un filtrage spatial : ¢’est I’holographie hors-axe.
Cette méthode permet d’enregistrer le front d’onde avec 1'acquisition d'un seul
hologramme. Cependant I'opération de filtrage spatial limite le champs utile.
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Une autre méthode, appelée holographie & décalage de phase consiste a utiliser
des sauts de phase connus successifs de 'onde de référence ou de I'onde illumi-
nant I'objet [Yamaguchi et Zhang, 1997|. Une série de n hologrammes est ainsi
enregistrée. Pour n > 3, il existe une combinaison linéaire des éléments de la série
permettant de retrouver 'amplitude complexe de ’onde objet.

Parmi les combinaisons possibles des hologrammes d’une série, la plus directe
en termes de calcul est celle qui prend en compte une série de 4 hologrammes.
Cette solution implique un déphasage de T entre chaque hologramme. Le k*me
hologramme a donc subit un déphasage de %”) et s’écrit :

A~

Ti(w,y) = lu(z, ) + |u (2, 9) +ulz, y)u (@, y)e 72 +u* (@, y)u, (2, y)e’?

(3.2)
ou I'on considére que c’est l'onde de référence qui a subi le déphasage. Les 4
hologrammes de la série s’écrivent donc si p = 4u(z, y)u'(z,y) :

To = |u(z, )]+ [u(z,y)]? + p+ o
Ty = |u(z, )]+ [u(z,y))? + —jp+jp
I, = |u(z, )]+ [u(z,y))* —p—p
Iy = |u(z, )]+ [u(z,y))*+ jp— ju*
(3.3)
11 vient alors :
I() —Ig = 4§R(,LL)
(3.4)

[.’onde de référence u, étant supposée connue en amplitude et en phase, u se déduit
directement par simple division, et I’on obtient :
(Zo — L) + (Zs — 1)

= 3.5
u T, (3:5)

Notons qu’il est possible de réaliser un enregistrement simultané pour différentes
valeurs du déphasage en utilisant un montage périscopique divisant le faisceau en
4. Chaque faisceau ainsi obtenu est alors déphasé par une lame de phase [Dunsby
et coll., 2003|. Cette technique présente I’avantage d’étre plus robuste sur le dé-
phasage réalisé. Cependant, il y a nécessité dans ce cas d’utiliser un capteur d’en-
registrement 4 fois plus grand.
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Que l'on utilise I’holographie & décalage de phase ou I’holographie hors-axe, la
qualité de la restitution de w dépend de la connaissance de wu,. Les conditions
expérimentales entrainent la plupart du temps une erreur sur la connaissance de
u,. Ceci entraine donc des erreurs dans le calcul de u. Il existe cependant des
méthodes numériques qui permettent de corriger le front d’onde final en prenant
en compte ces erreurs |Charriére et coll., 2006a].

La premiére étape de la méthode proposée par |Wolf, 1969| est donc réalisée en
mettant en oeuvre une technique d’holographie numérique a décalage de phase.
[’étape suivante consiste a reconstruire numériquement la fonction objet a partir
de la solution trouvée pour wu.

3.2 Reconstruction de I'objet
3.2.1 Equation de Helmoltz et premiére Approximation de

Born

Considérons un objet illuminé par une onde plane monochromatique u;(r) se
propageant selon le vecteur k; que nous écrirons k; = ks avec k = 27/\ et
so = (mo, po, qo) afin de se conformer aux notations de la référence |[Wolf, 1969].
[’expression de u; est donnée par :

u; (1) = elhsom) (3.6)

On considére u; illuminant un objet transparent ou semi-transparent. Posons u(r)
le champ résultant a la position pointée par le vecteur r. Ce champ peut s’écrire
comme la somme du champ incident u;(r) et du champ diffusé par 1'objet u,(r),
soit :

u(r) = u;(r) + uy(r) (3.7)

D’autre part, ce champ u(r) satisfait I’équation de Helmoltz, soit :
V2u(r) + kE*n?(rju(r) = 0 (3.8)

ou n(r) est la distribution selon r des indices complexes. On considére que 1'objet
est placé au sein d'un milieu d’indice n = 1.

Sachant que u;(r) satisfait a I’équation :

V2u;(r) + k*u(r) =0 (3.9)
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On obtient des équations (3.7) et (3.8) le champ u(r) selon I'expression suivante :

V2uy(r) + k*ug(r) = — E*(n®(r) — 1) u(r) (3.10)
O(r)

Ou O(r) représente la distribution d’indices au sein de 'objet. Le probléme que
nous cherchons a résoudre consiste donc a trouver la solution de I’équation (3.10)
de sorte a retrouver O. Dans cette équation, on identifiera le terme de droite comme
une source et le terme de gauche comme le champ résultant de la propagation de
cette source.

Il n’existe pas de méthode générale pour résoudre 1’équation différentielle (3.10)
pour 4. Cependant, une solution peut étre écrite en utilisant la fonction de
Green [Morse et Feshback, 1953]

1 )
g(rir’) = ™" (3.11)

ou R = ||r —’'||. Notons bien que g(r|r’), est une solution particuliére de I’équa-
tion (3.10) dans le cas d'une inhomogénéité ponctuelle 6(r —77).

Le terme de droite de I’équation (3.10), qui constitue la source, peut s’écrire
sous la forme d'une somme d’impulsions, c’est a dire une somme d’inhomogénéités
ponctuelles :

O(r)u(r) = ///O(r/)u(r/é(r —r)d*r’ (3.12)

Par conséquent, le champ résultant de cette somme de sources s’écrira comme la
convolution de la source par la réponse impulsionnelle, g(r), soit :

ug(r) = ///g(r\r/)O(r/)u(r’)d3r’ (3.13)

L’équation (3.13) nous donne une expression de %4 en fonction de u et O. Or
d’apres 3.7
u(r) = u;(r) +uq(r)

donc

ug(r) = ///g(r|r’)0(r’)ui(r’)d3r’ + ///g(r|r’)0(r’)ud(r’)d3r’ (3.14)

Le terme u,4(r) est donc présent de part et d’autre de la relation (3.14). Une
solution consiste alors a supposer que ||uq|| < |lu;l[, ce qui revient a supposer
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que 'amplitude de 1'onde diffusée est faible par rapport & 'amplitude de 'onde
d’illumination. Une telle approximation est appelée premiére approximation de
Born [Roman, 1965]. I’équation 3.14 s’écrit alors :

/// o(rlr')dr (3.15)

Il faut maintenant déduire la distribution O.

3.2.2 Reconstruction dans le domaine de Fourier

Si 'on écrit la décomposition de 'onde sphérique g(r|r’) sur une base d’ondes
planes 2D, on obtient :

+oo 1
g(rlr') = / / = M=y raly—y )+ mG—2)] g g (3.16)

avec :
1= @+ sip’+¢* <1
m = (3.17)
(PP +¢*) = DY sip’+¢*>>1
sachant que r(z,y,z) et r'(2',y/, 2") sont des vecteurs de position pointant res-
pectivement hors et dans 'objet. L’équation 3.16 fait intervenir les composantes
unitaires (p, g, m) du vecteur d’onde diffusé kg = (u, v, w) = k(p, m, q).

[’équation (3.17) est liée a la condition d’élasticité :
kil = [ka| = k (3.18)

Cette condition est essentielle dans la suite du probléme : elle permet de retrouver
les trois composantes du vecteur d’onde diffusée.

Pour r pointant hors de I'objet on peut alors écrire [Wolf, 1969 :

= / A(p, ¢; po, o)™ Pt =) dpdyg (3.19)

zk [(p—po)z’+(g—qo0)y'+(m—mo)z d3 ! 3.20
“g /] 00 o

Sim e R, cest a dire si p? + ¢* < 1, alors, I'équation (3.20) s’identifie comme
la transformée de Fourier 3D inverse du potentiel objet O(r) selon les variables
k(p —po).k(q — qo) et k(m —my).

avec

14(p7q p0>QO
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D’autre part, d’aprés I’équation (3.19), la valeur du champ u, dans le plan de
détection P tel que z = z., est s’écrit :

o0
ug(z,y, z.) = eFm= // A(p, ¢; po, go)e™ ") dpdg (3.21)

ou I’on peut identifier I'intégrale a la transformée de Fourier 2D inverse de A(p, ¢; po, o)
selon les variables x et y. Cette identification associée a la précédente (cf. équa-
tion (3.20)) permet d’écrire la relation donnée par [Wolf, 1969| pour le plan P :

O(a,ﬁ,’y) = @emcﬁ,d(u,v,zc) (3.22)
T

ot O et uy représentent les transformées de Fourier respectives de O et u, prises
selon les variables indiquées, avec :

a = u—kpg (3.23)
6 = v—kqo (3.24)
v = $w—kmyg (3.25)
et :
w = /£(k? — (u? + v?)) (3.26)

conformément a la relation (3.17).

Si 'on réécrit I'équation 3.26 on obtient :
u? vt w? =k (3.27)

Autrement dit, les composantes du vecteur de diffusion k; dans le domaine de
Fourier décrivent une sphére Sj de rayon k et centrée sur l'origine. Cette sphére
est généralement appelée sphére d’Ewald. Il faut bien noter que selon la position
du plan P qui correspond au plan du détecteur, il sera possible d’enregistrer soit
la partie transmise, soit la partie réfléchie du champ diffusé.

La Figure 3.4 schématise le phénoméne pour une coupe selon le plan z — z dans
un soucis de lisibilité. Pour une onde d’illumination de vecteur k; orientant ’axe z,
on pourra distinguer deux zones : la zone 27, ou I'onde diffusée se propage dans le
sens des z croissants, on parlera alors de la partie transmise de 'onde diffusée, et
la zone 2z~ ou l'onde diffusée se propage dans le sens des z décroissants, on parlera
alors de partie réfléchie de 'onde diffusée.

Si le plan de détection P : z = z, se situe dans la zone 2zt (z = z. > 0), alors
les composantes décriront la demi-sphére S (en bas a droite de la figure). Si le

détectées décriront la demi-sphére S; (en bas a gauche de la figure).
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F1G. 3.4  Schéma illustrant en coupe 2D le probléme de la détection de 'onde diffusée. Selon
la position du plan P on détectera les composantes transmises ou réfléchies de l'onde diffusée (a).
Selon le cas, le support 3D de ces composantes dans le domaine de Fourier sera 'une ou l'autre
moitié de la sphére d’Ewald représentée en noir et en gras (b,c).

Définissons maintenant un vecteur objet ko = («, 3,7) Les relations (3.23) a
(3.25) montrent que les composantes de Fourier de 1'objet O a partir des compo-
santes de I'onde diffusée et de I'onde incidente, prises dans le domaine de Fourier,
sous la forme :

ko = ko — ki (3.28)

les composantes o, ( et 7 de 'objet dans le domaine de Fourier décriront alors
une demi-sphére de rayon k et de centre (—kpo, —kqo, —kmo). Autrement dit, les
composantes «, (3 et v décrivent la demi-sphére Sé[, image de Sdi par la translation
de vecteur —k;.

La Figure 3.5 illustre la reconstruction du support des composantes objets selon
ce processus. On peut constater sur cette figure, que selon que 1'on détecte les
composantes transmises ou réfléchies de 'onde diffusée, les composantes objets
reconstruites décriront des supports différents. Il est tout a fait possible de travailler
en réflexion. Par exemple, I’équipe de Giovaninni a I'Institut Fresnel de Marseille,
a déja mise en place un montage expérimental de ce type |Giovannini et coll.,
2007; Haeberlé et coll., 2005]. Cependant, en ce qui nous concerne, nous nous
intéresserons par la suite aux configurations en transmission.
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F1G. 3.5 Schémas en coupe 2D illustrant la relation vectorielle entre composantes du champ
diffusé (en noir et en gras) et composantes du support de fréquence objet (en gris et en gras),
selon une détection des composantes réfléchies (a) et transmises (b) de I'onde diffusée. Sur ces
schémas sont également présentés le vecteur incident k; en noir et en gras, un vecteur d’onde
diffusé kg4 en pointillés et en noir et le vecteur ko résultant en gris. Le vecteur —k; est présenté
en tirets.

En résumé, lorsqu'un objet O(x,y, z) est illuminé par une onde plane cohérente
de vecteur d’onde donné k;, la transformée de Fourier 2D du champ diffusé par
I'objet pris dans un plan P : z = z. donne les valeurs de la transformée de Fourier
3D O(oz, B3,7) de I'objet sur une surface décrivant, une demi-sphére Sé[ de rayon k
et de centre —k; [Wolf, 1969 ; Dandliker et Weiss, 1970.

3.2.3 k-vecteurs et fréquences spatiales

Revenons sur la relation (3.28). Les termes de cette relation sont liés au domaine
des fréquence spatiales par le rapport 1/27 sachant que |k;| = |kq| = k = 27/
On obtient la relation suivante dans I'espace réciproque :

fo="Ffi—Fi (3.29)

ou f; = k; /2w représente la fréquence spatiale de I'onde d’illumination, f; = k,/27
la fréquence spatiale de I'onde diffusée et fo = ko /27 la fréquence spatiale de la
permittivité de 'objet.

Le lien de proportionnalité existant entre support des fréquences spatiales et
support des composantes objets indique que le support des fréquences spatiales de

I'objet se construit sur des supports sphériques de facon analogue.

Il existe un lien entre dimensions du support de fréquence et résolution. Plus le
support de fréquence sera étendu, meilleure sera la résolution. Sur la Figure 3.6 est
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FI1G. 3.6  Schéma illustrant en 3D & gauche, la configuration pour une détection de I’onde
diffusée transmise, & droite, le support 3D des fréquences accessibles pour une telle configuration.
On obtient une demi-sphére S£+ de rayon k /27 et de centre —k;/27. Notons que le support est
d’épaisseur nulle.

représentée la demi-sphére des fréquences spatiales détectées de I’'objet. On notera
ey les fréquences latérales et 7 les fréquences longitudinales [Streibl, 1985]. Bien
que les composantes 2D détectées sur le plan P permettent de placer les fréquences
spatiales de I'objet sur un support tridimensionnel, celui-ci n’est en réalité qu’une
surface dont la dimension le long de 1'axe 7 est trés limitée. Ceci impliquera le
manque de résolution le long de cet axe.

Pour améliorer la résolution, il faut donc élargir le support objet. Pour cela il
existe plusieurs techniques que nous allons présenter.

3.3 Techniques de tomographie en transmission

Comme nous 'avons vu, il existe une méthode qui permet de reconstruire la
distribution d’indices optiques au sein d'un spécimen. Cependant, dans la configu-
ration qui nous a servie de base théorique (une seule incidence de I'onde d’illumi-
nation, normale au plan de détection fixe), les composantes objet (ou fréquences
spatiales) ne décrivent pas un support suffisant pour résoudre I'objet le long de
I’axe z, limitant les possibilités d’imagerie tridimensionnelle.

Pour résoudre ce probléme il existe des méthodes qui permettent de mesurer
d’autres supports objet et donc « d’élargir la bande passante » du systéme.
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3.3.1 Rotation de 'objet sur lui méme

A
ky
¢// T <
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/ ‘\‘
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F1G. 3.7  Schéma en coupe 2D selon le plan k,, k. illustrant la rotation du support objet en
transmission, induit par une rotation de I'objet d’un angle 6 le long de I'axe y.

Une premiére possibilité consiste a faire tourner I’objet sur lui-méme autour d'un
axe. En raison de la symétrie circulaire du support autour de I'axe z, la rotation
de l'objet autour de cet axe présente peu d’intérét. En revanche, une rotation de
I'objet autour d’'un axe du plan transversal permet d’accéder a d’autres fréquences
comme indiqué sur la Figure 3.7.

2o

EO “km

(@) (b)

F1G. 3.8 — Schémas en coupe 2D donnant (en gris) 'ensemble des supports accessibles Yo
pour une rotation de 'objet autour de ’axe = et une détection de la partie transmise de ’onde
diffusée. La coupe est représentée selon le plan k., k. en (a) et selon le plan k,, k. en (b). Sur
(a) et (b) le cercle en noir correspond a la sphére d’Ewald.
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La Figure 3.8 montre les coupes selon les plans k., k. et k,, k, du support Xo
obtenu pour une rotation compléte de I'objet autour de I’axe y. Sur cette figure,
on constate bien que le support objet est élargi. En revanche, on peut noter la
présence d'un double cone de fréquences manquantes le long de 'axe de rotation
x.

3.3.2 Rotation de ’ensemble illumination/détecteur

Il est également possible de faire tourner en méme temps l'illumination et la
détection autour de I'objet, a 'instar de ce qui se fait pour les scanners en imagerie
meédicale.

Du point de vue du support de fréquences alors accessibles, ce cas se rameéne a
celui cité précédemment et qui consiste a faire tourner I’objet. On pourra tout de
méme noter que la mise en ceuvre d’une telle technique dans le domaine de la mi-
croscopie s’avére complexe. En effet le montage étant basé sur un interférométre
(contrairement au cas du scanner), on préférera maintenir I’ensemble illumina-
tion/détecteur fixe.

3.3.3 Variation de la longueur d’onde d’illumination

Nous nous intéresserons maintenant & une modification de la longueur d’onde
d’illumination, soit une variation de la norme du vecteur d’onde k = |k;]|.

Nous avons vu que les composantes du champ diffusé décrivaient une sphére Sdi
de rayon k. Les composantes de O décrivent alors une sphére S(% de méme rayon
et de centre —k;. Une variation de la longueur d’onde d’illumination entraine donc
une variation du rayon de la sphére Sg décrite par les composantes objet, ainsi
qu’'un déplacement, de son centre.

La Figure 3.9 donne les positions du support objet accessible en fonction de
la longueur d’onde et a partir de la détection du champ diffusé transmis. On
peut constater que grace a une variation de la longueur d’onde sur une plage
recouvrant le domaine visible (approximé ici a des longueurs d’onde de 400 a
800 nm) il est possible d’accéder a des fréquences objets supplémentaires mais de
fagon limitée |Déndliker et Weiss, 1970.

3.3.4 Balayage angulaire de I’illumination

Nous avons considéré, jusqu’a présent, une illumination donnée avec une onde
d’illumination de direction fixe vis a vis du plan de détection. Modifier la direction
de I'onde d’illumination tout en conservant 'objet et le plan P fixé aura pour effet
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(a) (b)

F1G. 3.9 — Schéma 2D en coupe k; 4, k. illustrant Peffet d’une variation de la longueur d’onde
d’illumination sur les composantes objet accessibles & partir de la détection du champ diffusé
transmis. (a) : Les composantes du champs diffusé sont représentées en noir et en gras, les
composantes objet reconstruites en gris et en gras. (b) la surface ¥ en gris représente la coupe
2D du support obtenu pour une variation continue de la longueur d’onde d’illumination entre ky
et 2ky. Le cercle en (b) représente en coupe les dimensions de la sphére d’Ewald pour k = 2k
a titre de comparaison. Notons que les supports présentés sont circulaire-symétrique le long de
I'axe z.

de modifier la direction du vecteur k;. Par conséquent, la sphére supportant les
composantes objet Sg verra sa position modifiée [Déndliker et Weiss, 1970].

La Figure 3.10(a) illustre le déplacement du support objet en transmission pour
un changement d’incidence de I'illumination. On constate que ce changement d’in-
cidence permet de décrire de nouveaux supports, c’est a dire d’accéder a de nou-
velles fréquences.

La Figure 3.10(b) donne ’ensemble des supports objet théoriquement accessible
par une variation continue de l'incidence de I'onde d’illumination entre —m/2 et
/2. On peut constater que faire varier I'incidence de I'onde d’illumination permet
d’agrandir de facon significative le support objet, c’est a dire les fréquences objet.
On pourra noter que l'on voit des fréquences longitudinales manquantes selon
I’axe k.. On retrouve le « cone manquant » décrit précédemment pour la FTO du
microscope en transmission.

Ce montage présente I'intérét de maintenir la détection et le spécimen & une
position fixe dans la mesure ot ce sont des éléments physiques difficiles a déplacer
avec une précision suffisante. Il semble en effet plus approprié de faire varier I'illu-
mination puisque, dans ce cas, la stabilité de 'interféromeétre et du spécimen est
assurée.
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F1G. 3.10  Schémas 2D en coupe k, k. illustrant I'effet d’un changement de direction de
I'illumination selon une détection des composantes transmises. (a) Le support des composantes
du champ diffusé est représenté en noir et en gras, le support des composantes objet en gris. La
position pour une incidence normale au plan P est tracée en tirets gris. Sont également présentés
le vecteur incident k; en noir et en gras, un vecteur d’onde diffusé k4 en pointillés et en noir et
le vecteur ko résultant en gris. Le vecteur —k; est présenté en tirets noirs. (b) La surface Xp
en gris représente la coupe 2D du support obtenu pour une variation continue de la direction
de P'onde d’illumination entre —m/2 et m/2. Le cercle représente en coupe les dimensions de la
sphére d’Ewald a titre de comparaison. Les supports décrit en (a) et (b) présentent une symétrie
circulaire le long de ’axe z

3.3.5 Effet des contraintes angulaires, ouverture numérique

Pour illustrer les différentes techniques de tomographie, nous nous sommes placé
dans le cas purement théorique d'un plan de détection de dimensions infinies.
Dans la pratique le capteur aura une taille limitée. La taille du capteur pose une
contrainte angulaire sur les composantes du champ diffusé détectables. En mi-
croscopie, cette contrainte angulaire est reliée a la notion d’ouverture numérique
NAy; de I'objectif, que nous avons présentée dans la premiére partie de ce docu-
ment.

A cause de la limitation due a 'ouverture numérique de la détection, les compo-
santes du champ diffusé détectées ne correspondent plus a une demi-sphére mais
a une calotte de sphére comme décrit dans la Figure 3.11.

S’il existe une contrainte angulaire sur la détection, il peut également en exister
une en illumination (particuliérement dans la configuration avec incidence variable
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F1G. 3.11  Schéma illustrant en coupe 2D la limitation induite par ouverture numérique. Les
composantes du champ diffusé transmis détectables ne sont plus supportées que par une calotte
de sphére (en noir et en gras). Il en va, par construction, de méme pour le support objet (en

gris).

a I'illumination et avec objet et détecteur fixes). En microscopie, cette contrainte
angulaire se traduit par 'ouverture numérique du condenseur N A,,4. Dans ce cas
le support de fréquences accessibles verra sa taille réduite comme illustré dans la
Figure 3.12 .

F1G. 3.12 — Schéma illustrant en coupe 2D la limitation induite par une contrainte angulaire
sur I'incidence de I'illumination. Les composantes du champ diffusé transmis détectables ne sont
plus supportés que par une calotte de sphére (en noir et en gras). Cependant, la distance du
support objet détectable le plus éloigné en terme de fréquence (en gris) est limitée en raison de
I’angle d’ouverture 6.

Les dimensions et formes de supports accessibles en fonction des contraintes
angulaires sur I'illumination et la détection sont tout a fait similaires aux supports
fréquentiels décrits pour la microscopie de fluorescence par [Streibl, 1985].

78



Il faut bien noter que I'illumination étant cohérente et les coefficients de Fourier
mesurés en amplitude et en phase, les supports objets collectés selon les diffé-
rentes méthodes présentées, s’additionnent de facon cohérente. Par conséquent,
les supports totaux de fréquences définissent directement a la bande passante du
systéme. Ceci est & comparer avec les techniques utilisant une illumination et/ou
une détection incohérente, ot I'addition des diverses contributions se fait de fa-
con incohérente. Dans ce cas, il apparait une atténuation dans la transmission des
hautes fréquences.

Le support total obtenu donnant directement la bande passante du systéme, il est
donc possible d’évaluer sa résolution en fonction des paramétres de d’illumination
et de détection.

v

Ak,

F1G. 3.13  Schéma donnant une coupe 2D des dimensions du support total recueilli en trans-
mission pour une illumination d’incidence variable, limitée & NA = 1,4 (pour un objectif immergé
dans une huile d’indice n = 1,515) et une détection limitée par la méme contrainte angulaire.

La Figure 3.13 donne les dimensions 2D du support total recueilli en transmission
pour une illumination d’incidence variable limitée & 68" et une détection limitée par
la méme contrainte angulaire, c’est a dire un objectif et un condenseur d’ouverture
numérique NAy; = NAcng = 1,4 immergés dans une huile d’indice n = 1,515.
Les dimensions se calculent alors comme suit :
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Ak, = 8TNA/A

Ak, = 47”(1 — /1= NA?/n?)
(3.30)

ou A est la longueur d’onde d’illumination. La relation de proportionnalité qui
existe entre les normes des k-vecteurs et les fréquences spatiales donne une bande
passante telle que :

Ap, = 4NA/X
2

An = X(l — /1= NA?2/n?)

Par inversion directe, on obtient alors la résolution théorique d’un tel systéme pour
A = 633 nm(pour un laser Hélium-Néon) :

Tey = 113 1nm

r, = 338 nm

Rappelons a titre de comparaison que pour un microscope en transmission en
lumiére incohérente et dans les méme conditions, on aurait [Lauer, 2002] :

Tey = 226 nm

r, = 676 nm

Dans ce chapitre, nous avons étudié une méthode qui permet de reconstruire,
sous la premiére approximation de Born, la distribution 3D des indices optiques
d’un spécimen a partir de 'enregistrement 2D du front d’onde diffusé par celui-ci
lorsqu’il est illuminé par une onde plane cohérente. Dans ce type de reconstruction,
les fréquences spatiales de 'objet sont supportées par une calotte de sphére qui ne
permet pas d’obtenir une résolution suffisante, particulierement le long de [’axe
optique.

La mise en ceuvre de techniques de tomographie permettent alors d’élargir le
support de fréquence et d’améliorer ainsi la résolution finale. Nous avons étudié
les différentes propositions de telles configurations en transmission.

On retiendra que la résolution d’un systéme de microscopie optique tomogra-
phique diffractive dépend de la configuration choisie et des paramétres du systéeme :
longueur d’onde, ouvertures numériques. Ces éléments sont donc a prendre en
compte dans la réalisation d’un montage expérimental.
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Nous allons maintenant présenter le montage expérimental que nous avons réa-
lisé, basé sur la derniére technique de tomographie présentée, et qui permet de
combiner cette technique de microscopie avec la microscopie confocale de fluores-
cence.
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Chapitre 4

Construction d’un microscope
tomographique optique diffractif

Les configurations théoriques que nous avons présentées dans le chapitre précé-
dent ont toutes fait 'objet de mises en ceuvre expérimentales. Le but de chaque
montage est d’étendre le plus possible I’ensemble des supports objets détectés.

Parmi les montages réalisés, un grand nombre utilise une méthode de recons-
truction différente de celle que nous avons exposée, et qui se base sur une approxi-
mation a l'ordre 0 du phénomeéne de diffraction.

LLe modéle que nous avons présenté se base sur la supposition que l'objet est
faiblement diffusant. Ceci constitue une approximation au premier ordre (approxi-
mation de Born). Il est toutefois possible dans certains cas de faire une approxi-
mation a I'ordre 0. Ceci sous-entend que la phase enregistrée au travers du champ
diffusé est directement proportionnelle a la longueur du trajet optique [Charriére
et coll., 2006b|. En d’autres termes, la diffraction, au sens strict du terme, est
considérée comme négligeable. I.’enregistrement du front d’onde sert alors a ex-
traire directement une information de phase. La reconstruction est ensuite réalisée
par un algorithme de retro-projection basé sur une transformée de Radon.

Cette approximation est possible dans le cas d’objets non diffractants [Slaney
et coll., 1984] ainsi que dans le cas d’une faible ouverture numérique a la détection.
En effet plus I'ouverture numérique sera faible, plus la courbure du support objet
sera faible et pourra étre approximée par un plan. On parlera alors de projection
plutot que de diffusion, ce qui revient a faire une approximation a I’ordre 0.

Parmi les montages existants, I'une des solutions qui est le plus couramment
choisie consiste a faire tourner I’échantillon [Woodford et coll., 1996 ; Charriére
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et coll., 2006b; Gorski et Osten, 2007]. Nous avons vu que cette technique per-
mettait d’obtenir un support de fréquences étendu le long de I'axe z. Dans ce type
de montage, le spécimen doit étre monté dans un micro-tube. [.’encombrement, du
dispositif implique 1'utilisation d’objectifs a grande profondeur de champ et donc
a faible ouverture numeérique. De ce fait, la plupart des reconstructions [Charriére
et coll., 2006b ; Gorski et Osten, 2007 ; Fauver et coll., 2005| sont alors réalisées
par une approximation a I’ordre 0 et se base sur une transformée de Radon et une
retro-projection. Notons que |Gorski et Osten, 2007| ont réalisé une comparaison
des deux modes de reconstruction, tandis que |Woodford et coll., 1996] ont réa-
lisé une reconstruction selon le modéle présenté dans le chapitre précédent. Ces
techniques ont fait apparaitre l'intérét de la méthode de [Wolf, 1969| vis a vis
des franges de diffraction. En effet, dans les reconstructions par retro-projection,
on utilise souvent un filtre afin de faire disparaitre ces franges. Dans le cas d'une
reconstruction telle que celle que nous avons présentée, le phénoméne de diffrac-
tion est pris en compte et la reconstruction permet d’éliminer en grande partie ces
franges.

D’autres méthodes ont été utilisées, comme utiliser simultanément plusieurs illu-
minations, et/ou utiliser une variation de la longueur d’onde d’illumination |Fer-
cher et coll., 1979 ; Mico et coll., 2007|. Ces techniques ont I"avantage de pouvoir
faire une acquisition simultanée de plusieurs supports objet, mais présentent 'in-
convénient de limiter le nombre de ces supports.

Dans d’autres cas, on peut se baser sur une connaissance du spécimen observé
pour simplifier la collection des données ou la reconstruction |Kawata et coll.,
1987 ; Chaumet et coll., 2004|. Par exemple, [Kawata et coll., 1987| ont proposé
une méthode d’illumination et de détection simplifiée (balayage angulaire réduit
et enregistrement en holographie hors-axe) pour des objets supposés purement
déphasant. En effet, supposer que I’'on observe un tel I'objet permet de baser la re-
construction des fréquences sur une symétrie des composantes de Fourier détectées.
Le balayage peut alors étre simplifié.

Les méthodes mises en ceuvres peuvent également varier selon le mode de dé-
tection du champ diffusé. On notera trois alternatives. La premiére consiste a
enregistrer le champ diffusé par des méthodes d’holographie en ligne plutot que
par décalage de phase [Devaney et Schatzberg, 1992|. Notons que dans ce cas, il
demeure une difficulté liée a I’estimation du front d’onde a la fois en amplitude et
en phase. La deuxiéme utilise I'imagerie a contraste de phase en lumiére incohé-
rente |Noda et coll., 1992|. Ceci implique de supposer le spécimen observé comme
purement déphasant dans la mesure ou le contraste obtenu doit étre relié unique-
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ment a la phase et non a I’absorption. La troisiéme et derniére méthode consiste
a remplacer I’holographie par décalage de phase par I'holographie hors-axe [Char-
riere et coll., 2006b]. Cette méthode, bien que plus simple de mise en ceuvre, pré-
sente I'inconvénient de limiter le champ et la résolution transversale |Yamaguchi
et Zhang, 1997]|.

Parmi les montages existants, la réalisation la plus aboutie reste sans doute
celle de |Lauer, 2002|. Dans ce montage le champ diffusé transmis est détecté par
holographie a décalage de phase, tandis qu’'un balayage angulaire sur I'incidence
de l'illumination est réalisé. Dans cet article [Lauer, 2002, il est également proposé
une étude théorique d'un montage en réflexion. Un tel montage est actuellement
en cours de réalisation a l'institut Fresnel & Marseille [Giovannini et coll., 2007].
Notons également que [Fukutake et Milster, 2007| ont aussi proposé un montage
combinant une détection a la fois en transmission et en réflexion.

4.1 Microscope Holographique

La premiére étape de la réalisation de notre montage expérimental a tout d’abord
consisté a mettre en ceuvre un microscope holographique. Le principe d’un tel
microscope consiste a enregistrer, a travers un objectif de microscope, le front
d’onde diffusé par un objet illuminé par une onde plane cohérente.

La Figure 4.1 montre le schéma de principe d’'un montage de microscope holo-
graphique. Une source cohérente est divisée en deux bras : un bras d’illumination
et un bras de référence. L'onde d’illumination est focalisée dans le plan focal ar-
riére d’'un condenseur, traverse le condenseur et en ressort plane pour illuminer
le spécimen. Une partie de cette onde d’illumination est alors diffusée. L’objectif
collecte a la fois les parties diffusées et non diffusées de I'onde issue de l'objet.
La partie diffusée est renvoyée a l'infini par ’objectif puis focalisée par la lentille
de Telan sur le détecteur pour y former une image, aprés avoir traversé le cube
recombinateur. La partie non diffusée est focalisée par I'objectif dans le plan focal
arriére de la lentille de Telan pour finalement atteindre le détecteur comme une
onde plane. [.’onde de référence est plane lorsqu’elle atteint le cube recombinateur
puis le détecteur et interfére avec les parties diffusée et non diffusée de I'onde objet.

L’objectif final du montage expérimental que nous avons réalisé est de combi-
ner de la microscopie de fluorescence confocale et la microscopie tomographique
optique diffractive (MTOD) sur un méme appareil. Nous avons donc choisi de
construire notre instrument sur un bati de microscope de fluorescence. Il faut no-
ter cependant qu’un tel choix présente certaines contraintes expérimentales.
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F1G. 4.1  Schéma de principe d’un microscope holographique. Abréviations utilisées : cube
sép. cube séparateur, cube rec. cube recombinateur.

4.1.1 Montage sur le bati IX71

Le bati dont le laboratoire s’est équipé devait donc offrir a la fois une conception
suffisamment avancée pour permettre de faire de la microscopie de fluorescence
avec des objectifs 4 immersion (grandes ouvertures numériques) mais aussi des
possibilités d’adaptation & un montage pour la microscopie tomographique. Notre
choix s’est porté sur un microscope de recherche inversé fourni par Olympus qui
présente 'avantage d’offrir plusieurs ports d’entrée-sortie exploitables en plus de
ceux nécessaires a la microscopie confocale.

La Figure 4.2 montre la configuration de base du bati sur lequel nous avons
réalisé notre montage expérimental. A I'origine, un premier sélecteur (miroir esca-
motable) permet de sélectionner ou une sortie vers le port doit (noté C) ou vers
les ports A, B, D et binoculaire. Un second sélecteur (cube séparateur 100/0%)
permet de choisir une sortie vers le port binoculaire ou vers le port gauche. La
téte confocale que le laboratoire s’est procurée équipe le port gauche (A). Nous
avons donc choisit d’équiper le port arriére (B) avec le montage de tomographie.
Pour cela, il a fallu ajouter un cube séparateur 100/0% au deuxiéme sélecteur.
Désormais, le port binoculaire et le port D sont condamnés, tandis que le sélec-
teur permet de choisir ou le port A ou le port B selon que 'on veut utiliser la
fluorescence ou la tomographie.
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Fig. 4.2 Microscope IX-71, principaux trajets optiques et entrées/sorties : 9 axes d’en-
trée/sortie dont 3 ports d’entrées indépendants et 5 plans images directs accessible de fagon
alternative sur le coté gauche, le coté droit, le fond et/ou larriére.
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Afin d’insérer un tel bati dans le bras d’un interférométre, il a fallu procéder
a des adaptations. Tout d’abord, une nouvelle colonne d’illumination adaptable
sur le bati permettant de placer des éléments optiques pour la mise en forme du
faisceau et capable de supporter le condenseur a donc été usinée.

Une autre contrainte est liée a la configuration verticale du bati, alors que I'es-
sentiel des autres parties de l'interférométre est prévu pour étre disposé horizonta-
lement sur une table optique. Afin de faciliter le transport de 'onde d’illumination,
nous avons donc opté pour l'utilisation de fibre optique dans les deux bras de I'in-
terférométre.

Nous avons utilisé des fibres monomodes, de longueur 2 m, clivées a plat et mon-
tées sur des connecteurs standards type FC. Les fibres présentent une ouverture
numérique comprises entre 0,1 et 0,14 (données constructeur) et une longueur
d’onde de coupure de 550 =+ 50 nm. Pour réaliser I'injection, nous utilisons des
objectifs 5x qui présentent une ouverture numérique de 0, 1.

Contrairement a [Lauer, 2002|, nous avons choisi d’enregistrer les hologrammes
dans le plan image plutét que dans le plan conjugué. Ceci présente I'avantage de
faciliter les opérations de mise au point et limite le nombre d’images a acquérir.
En effet, dans son montage, Lauer doit doubler le nombre d'images & acquérir en
raison de la forte dynamique qui existe dans le plan conjugué. Cependant, il existe
une autre contrainte qui tient a 'encombrement des éléments optiques autour du
bati. En effet, 'onde objet en sortie de bati est focalisée par la lentille de Telan a
une distance de 102 mm du bati. En raison de cette faible distance il n’est maté-
riellement pas possible de placer le capteur CCD dans le plan image de la lentille
de Telan. C’est pourquoi nous avons di utiliser un doublet de lentilles en confi-
guration afocale afin de gagner ’espace nécessaire. On notera d’autre part que ce
doublet de lentille permet également d’adapter le grandissement du systéme. Ceci,
nous le verrons peut présenter un intérét vis a vis du probléme de I’échantillonnage.

La Figure 4.3 présente un schéma de notre dispositif expérimental de microsco-
pie holographique. Un faisceau laser He-Ne est séparé en deux ondes par un cube
séparateur de faisceau. L.es deux ondes sont injectées dans les fibres monomodes.
En sortie de la fibre du bras d’illumination, les lentilles £; et L5 focalisent I'onde
dans le plan focal arriére du condenseur. L’onde ressort plane du condenseur pour
illuminer I’échantillon. Ce dernier diffracte une partie de I'onde d’illumination gé-
nérant une onde diffusée. Les partie diffusée et non diffusée de 'onde d’illumination
sont collectées par I'objectif. En sortie d’objectif, une lentille de Telan (L) assure
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, condenseur
cube sép.

échantillon
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CCD

cube sél.
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F1G. 4.3  Schéma de notre microscope holographique expérimental. Dans un souci de clarté,
I'injection dans les fibres n’a pas été détaillée. Abréviations utilisées : cube sép. cube sépara-
teur, cube rec. cube recombinateur, cube sél. cube de sélection du bati, Pz. actuateur piezo-
¢électrique. M représente, dans un premier temps, un miroir de renvoi fixe.

la mise en forme de 1’onde en sortie de bati. Tandis que I'onde d’illumination res-
sort plane, 'onde diffusée est focalisé pour former une image a 102 mm du bati.
Le doublet de lentille L5, Lg placé en configuration afocale, permet de reformer
I'image dans le plan du capteur CCD. L’onde diffusée forme alors une image sur
le capteur, tandis que I'onde d’illumination arrive plane. Le rapport de focale des
lentilles L5 et Lg permet de jouer sur le grandissement de I'image formée.

En sortie de fibre du bras de référence, les lentilles L3 et £, forment un faisceaux
collimaté. Cette derniére atteint un miroir monté sur un actuateur piezo-électrique
qui permet de réaliser ’holographie a décalage de phase. L’onde est ensuite ren-
voyée vers le cube recombinateur pour atteindre le capteur CCD ou elle interfére
avec les parties diffusées et non diffusées de 1'onde d’illumination.

Le laser Hélium-Néon de 20 mW que nous utilisons était présent dans les stocks
de matériel du laboratoire. Notons que c’est un matériel ancien qui présente une
puissance en deca de la valeur nominale et une longueur de cohérence de 50 cm
environ. Si la puissance offerte par cette source ne présente pas une contrainte
particuliére, la longueur de cohérence en est une. En effet, afin que les ondes
objet et référence interférent au niveau du capteur, il est nécessaire d’assurer une
longueur égale a 50 c¢m prés des deux bras de l'interférométre. En raison de la
longueur des trajets du bras objet autour et dans le bati, on obtient au final un
interférométre dont les bras présentent une longueur de 'ordre du métre. Ceci le
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rend trés sensible aux vibrations et aux perturbations atmosphériques.

Afin de résoudre le probléme des vibrations, la table optique sur laquelle a été
réalisée le montage expérimental a été isolée du sol par un systéme pneumatique.
Ceci permet d’éviter la transmission de vibrations hautes fréquences depuis le sol.
La structure en nid d’abeille de la table optique assure le reste de l'isolation aux
vibrations.

D’autre part, afin d’éviter les flux d’air et les dépots de poussiére sur les éléments
optiques, une bache a été placée au dessus du montage expérimental.

4.1.2 Holographie a décalage de phase : calibration expéri-
mentale

Pour enregistrer le front d’onde diffusé, nous avons recours a I'holographie a
décalage de phase.

Afin de réaliser le décalage de phase de I'onde de référence, nous modifions la
longueur du chemin optique parcouru. Pour cela, nous utilisons un miroir monté
sur un élément piezo-électrique dont nous controlons ’extension au moyen d’un
générateur de tension.

[.’élément piezo-électrique a pour dimensions 5 X 5 X 2 mm. Son extension pour
une tension de 100 V' est donnée par le fabricant a 2,2 um garanti a 20% prés.
Ce renseignement permet de donner un ordre de grandeur utile dans le choix du
matériel, mais qui est insuffisament précis pour notre application. C’est pourquoi
nous devons réaliser un étalonnage de notre actuateur piezo-électrique.

Nous avons choisi d’utiliser une méthode a 4 sauts de phases successifs. Outre
le fait que cette méthode limite le nombre d’images & acquérir comparativement
aux méthodes a 5 sauts, elle est facile de mise en ceuvre et permet de calibrer in
situ la réponse de 1’élément piezo-électrique aux échelons de tension. En effet, si
'on observe les équations (3.3), on s’apergoit que pour un saut de phase de 7/2,
on trouve 1’égalité suivante :

IO - Il = Ig —IQ (41)

On peut alors établir un critére d’erreur € sur le déphasage :

e=> [(T—T)— (T - D)) (4.2)

pizels
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Afin de calibrer I’'élément piezo-électrique, on calculera alors ce critére pour des
séries de 4 hologrammes avec un saut de tension de AV entre chaque hologramme,
soit 4 consignes de tension 0, AV, 2AV,3AV. Le saut de tension AV adéquat pour
un déphasage de 7/2 étant celui qui minimise le critére e.

3,0 x 10*

07 ‘: | |
AV (V)

F1G. 4.4 — Courbe de calibration de I’élément piezo-électrique. La valeur du critére € est donné
en fonction du saut de tension AV. On repére un minimum pour AV =4,2 V.

La Figure 4.4 donne une courbe de calibration de I'élément piezo-électrique. La
valeur du critére e est représentée en fonction du saut de tension AV appliqué
entre chacun des 4 hologrammes de la série. On constate a la lecture de la courbe
que la valeur de AV minimisant le critére € est de 4,2 V. On retiendra donc cette
valeur pour réaliser un saut de phase de /2.

4.1.3 Holographie numérique : CCD et condition d’échan-
tillonnage

Afin d’enregistrer les hologrammes, nous utilisons un capteur CCD 8 bits noir
et blanc une taille de 748 x 570 pixels. Le rapport signal a bruit est donné par le
constructeur comme supérieur a 58 dB. La taille des pixels est de 11 um. Notons
que les capteurs CCD possédent une vitre de protection. Lors d'une utilisation
en interféromeétrie, la présence de cette vitre géneére des franges parasites qui sont
génantes dans le cadre de notre application. Notre capteur CCD a donc été modifié
et nous utilisons le capteur CCD a nu.
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La caméra est reliée & un PC par un port analogique via une carte d’acquisition
NI-IMAQ), fournie par National Instrument.

L’utilisation d’un capteur CCD pour I'enregistrement des hologrammes implique
un échantillonnage du signal. Il est donc nécessaire de s’assurer que cet échantillon-
nage est correct.

s 5:5 s . Je 49 fe CCD

ObJ + ['T N

FI1G. 4.5 Geéométrie du probléme d’échantillonnage. On a ajouté en sortie de bati un doublet
de lentille L5, Lg. Le lien entre a et o/’ permet de calculer la plus petite modulation que devra
détecter le capteur CCD.

Dans notre montage, on enregistre une composante plane u; formant un angle
a avec l'axe optique, collectée par I'objectif, et traversant le doublet afocal L5, Lg
pour atteindre le capteur CCD avec un angle o ou elle doit interférer avec ’onde
de référence plane uy atteignant le capteur CCD avec une incidence nulle. La
Figure 4.5 décrit la géométrie du probléeme.

Nous cherchons tout d’abord a relier les angle « et o”. La relation des sinus
d’Abbe nous donne :
nsina = Gsind (4.3)

ot n est I'indice du milieu d’immersion et G le grandissement fourni par I’ensemble
objectif/Telan. D’autre part, pour un rayon passant par le foyer objet de L5 on a :

fstana’ = fgtana” (4.4)

ot f5 et fg sont les distances focales respectives des lentilles L5 et Lg. Aux petits
angles on peut écrire :

tanad’ = sina’

tana” = sina”
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11 vient alors :

sina/ = = sin o (4.5)
5

La relation des sinus d’Abbe devient alors :
. 6 .
nsina = —— sina” (4.6)
5

Ce qui nous permet de relier les angle « et .

Intéressons nous maintenant au probléme d’échantillonnage. L’interférence des
deux ondes planes détectées sur le capteur CCD fait apparaitre une modulation
réguliére dont I'interfrange ¢ dépend de la longueur d’onde A et de 'angle o

A

sin o

i = (4.7)
La plus petite période détectable possible correspond & un angle o” maximum

(noté o), ce qui équivaut a un angle o maximum, soit, par définition, nsina =
NA. On peut alors écrire :

NAf;
sina), = 4.8
e (4.8)
Pour réaliser un échantillonage correct, il faut que :
1> 2d (4.9)

ou d représente la plus grande distance entre deux pixels consécutifs sur la CCD
(i.e. 2 pixels en diagonale). Si on remplace ¢ par son expression en fonction de N A
on obtient alors la condition suivante :

MG f
> 2d 4.10
NAfs — ( )
ce qui se traduit par la condition suivante sur les focales des lentilles £ et Lo :
MG
fs o G (4.11)
fo — 2dNA

La Figure 4.6 montre la géométrie du capteur CCD. On considére des pixels
carrés de coté T,,. La plus grande distance entre deux pixels consécutifs est alors
d= \/ETP. Les pixels de notre CCD ayant des cotés de 11 pm, pour une longueur
d’onde de 633 nm, un objectif d’ouverture numérique 1.4 immergé dans une huile
d’indice n = 1.515 et offrant un grandissement de 100, la condition sur le rapport
de focales sera donc :

fs/fe <2,9 (4.12)

92



T, Ti _\/%*Tp

FI1G. 4.6 Schéma illustrant les distances entre pixels consécutifs : la plus grande distance entre
deux pixel consécutifs sur la diagonale est bien de \/ﬁTp.

4.1.4 Reconstruction

Nous venons de présenter un montage de microscopie holographique a partir du-
quel nous sommes capables d’enregistrer une série de quatre hologrammes. D’apreés
les éléments théoriques présentés dans le chapitre précédent, nous avons mis en
place un algorithme qui permet de reconstruire la distribution d’indice tridimen-
sionnelle de 1'objet observé.

Les principales étapes de cet algorithme sont reprises dans la Figure 4.7. A par-
tir des 4 hologrammes mesurés, on calcule la valeur du champ diffusé dans le plan
de la CCD. On réalise ensuite une transformée de Fourier 2D pour obtenir les
composantes 2D de ce champ. Le module de I'image complexe alors obtenue fait
apparaitre un maximum qui correspond a la partie non diffusée de I'onde d’illu-
mination. Les coordonnées 2D de ce maximum permettent de retrouver les trois
composantes du vecteur d’illumination k; grace a la condition d’élasticité. Ces
composantes donnent alors le centre de la sphére qui supporte les fréquences spa-
tiales de I'objet. Comme nous enregistrons 1'onde diffusée en transmission, limitée
par I'ouverture numérique de 'objectif, le support de fréquence se limite a une ca-
lotte de sphére. Les composantes 2D de 'onde diffusée sont donc numériquement,
disposées sur cette calotte de sphére. Une transformée de Fourier 3D inverse nous
donne finalement une distribution 3D complexe de la permittivité de I'objet.

La Figure 4.8 montre un exemple de reconstruction tridimensionnelle d'un spé-
cimen illuminé par une seule onde plane cohérente en incidence oblique, selon la
méthode décrite précédemment. Le spécimen est une frustule de diatomée (Coc-
cinodus sp). On peut constater sur la coupe z — y (Fig. 4.8(a)) que les bords du
spécimen sont mal définis et que des franges sont présentes. Ceci est confirmé sur
la Figure 4.8(b). En effet, sur cette coupe z — z, on ne distingue que les franges
caractéristiques du phénomeéne de diffraction : la forme du spécimen n’est pas ré-
solue. On notera de plus que ces franges sont inclinées par rapport a l'axe z, ce
qui traduit I'inclinaison de 'onde d’illumination.
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F1G. 4.7  Schéma récapitulant des étapes de I’algorithme de reconstruction. A partir des 4
hologrammes enregistrés (a), on calcule les parties réelle et imaginaire du champ diffusé sur le plan
du capteur CCD (b). Une transformée de Fourier numérique nous donne alors les composantes 2D
du champ dans le domaine de Fourier (c). Il apparait alors un maximum d’intensité qui correspond
a la partie non diffusée de I'onde d’illumination. Les coordonnées de ce maximum permettent
de retrouver les coordonnées 3D du centre de la calotte sphére supportant les fréquences objet.
Les valeurs complexes obtenues dans (c) sont alors projetées sur cette calotte de sphére (d). Une
transformée de Fourier 3D inverse donne alors la valeur complexe de la fonction de permittivité
de l'objet (e).
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F1G. 4.8 — Images en microscopie holographique de la partie imaginaire d'une frustule de
diatomée (Coccinodus sp) illuminée en incidence oblique. La reconstruction a été réalisée pour
un seul angle d’illumination. La Figure (a) donne la coupe le long du plan z — y et (b) le long
du plan  — z. La barre d’échelle représente 4pm.

Ce premier résultat confirme les limites que nous avons mises en évidence dans
le chapitre précédent. En effet, si le support de fréquence objet est bien inscrit dans
un volume, son élongation le long de I'axe f, demeure limitée. Par conséquent, la
résolution est limitée, particulierement le long de cet axe, comme nous venons de
I’'observer.

Pour améliorer la résolution, nous décrivons par la suite la mise ceuvre d’un
montage de tomographie.

4.2 Microscope tomographique

Pour étendre le support de fréquences objet collectées, nous avons choisi une
méthode de tomographie en transmission ot 'objet est fixe et ou I'on fait varier
I'incidence de I'illumination. Nous allons maintenant présenter le montage de mi-
croscopie tomographique optique diffractive (MTOD) que nous avons réalisé et qui
permet d’élargir le support de fréquences dans le but d’améliorer la résolution.

4.2.1 Balayage angulaire de I’illumination

Nous avons vu dans le chapitre précédent que dans ce cas, les dimensions du
support collecté dépendait de I'ouverture numérique du condenseur et de ’objectif.
Notre montage utilise donc un objectif et un condenseur & immersion offrant tous
les deux une ouverture numérique de NA = 1, 4.
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D’autre part, nous avons utilisé un support mécanique qui permet de faire varier
I'inclinaison du miroir M (c.f. Fig. 4.3). L’inclinaison du miroir permet de controler
la position du point focal en sortie de L5 dans le plan focal arriére du condenseur.
Nous pouvons ainsi controler 'angle d’incidence de 'onde d’illumination en sortie
du condenseur. Grace au grandissement fourni par ce dernier, une petite variation
de I'inclinaison du miroir entraine une grande variation de I'illumination au niveau
de I’échantillon. Typiquement, une variation de 5° de I’orientation du miroir de part
et d’autre de la normale permet de couvrir la totalité de I'ouverture numérique en
sortie de condenseur, soit un angle d’illumination de 68" pour une huile d’'immersion
d’indice n = 1,515.

Afin de remplir le support de fréquences étendu, il est nécessaire de faire un grand
nombre d’acquisitions pour un grand nombre d’angles d’illumination couvrant la
totalité de I'ouverture numeérique du condenseur. C’est pourquoi, il a été nécessaire
d’automatiser notre montage.

[’automatisation du montage expérimental nécessite de pouvoir commander
I'inclinaison du miroir M, les échelons de tensions appliqués a I’actuateur piezo-
électrique ainsi que l'acquisition des images par le capteur CCD. Dans ce but, le
support mécanique du miroir M a été équipé de deux moteurs pas a pas. Ces
moteurs sont commandés par deux controleurs, eux méme reliés avec un PC par
une liaison RS232. Le générateur de tension qui permet de controler 1’élément
piezo-électrique générant le décalage de phase a été relié au méme PC par une
liaison GPIB. Enfin, le capteur CCD est relié par une liaison analogique & une
carte d’acquisition du PC.

Il a ensuite fallu mettre en place une interface de commande de ces différents
éléments selon leurs protocoles respectifs. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser
le logiciel Labview qui nous a permis de configurer rapidement les liaisons entre
le PC et les éléments a commander et de programmer une séquence d’acquisition
répondant & nos besoins. La Figure 4.9 résume la structure de l'interface d’auto-
matisation ainsi que les protocoles utilisés.

Typiquement, la configuration actuelle permet de réaliser I’acquisition pour 1000
incidences (soit 4000 hologrammes) en 40 mn. Le temps d’acquisition de 4 holo-
grammes (une incidence) est de 500 ms tandis que les déplacement des moteurs
est de 3 s pour une longue course et de 1 s pour un déplacement entre deux po-
sitions voisines. La durée totale d’acquisition est donc fortement allongée par le
temps de déplacement des moteurs pas-a-pas en raison du temps nécessaire a leur
stabilisation.
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F1G. 4.9 — Schéma illustrant I'automatisation du montage expérimental de tomographie
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La Figure 4.10 montre le montage expérimental dans son ensemble. La partie
confocale est positionnée sur le port de gauche, tandis que le montage de tomogra-
phie utilise la colonne d’illumination que nous avons reconstruite et le port arriére.
Le montage actuel occupe une grande partie de la table optique. Une évolution
sera de le condenser, pour faciliter les réglages et sa robustesse.

condenseur

Ky

v

F1G. 4.10 — Photographie du montage expérimental. (a) La téte confocale (1) se
positionne sur la gauche du bati (2). (b) Vue d’ensemble du bati avec le montage
tomographique. On retrouve les principaux éléments présentés dans la Figure 4.3.
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Fic. 4.11 Schéma récapitulatif des étapes de l'algorithme de reconstruction des données
tomographiques. (Voir texte pour détails)



4.2.2 Reconstruction des données

Le montage tomographique nous permet d’acquérir un grand nombre d’holo-
grammes de ’échantillon obtenus pour un grand nombre d’incidences de 'onde
d’illumination. L’étape suivante consiste a reconstruire le support étendu des fré-
quences objet a partir de cette série d’hologrammes.

La Figure 4.11 décrit ’algorithme de reconstruction. A partir des 4 hologrammes
obtenus pour une incidence (a) on calcule la valeur du champ diffusé dans le plan
de la CCD (b). On réalise ensuite une transformée de Fourier 2D pour obtenir
les composantes 2D du champ diffusé (c¢). Le module de 'image complexe alors
obtenue fait apparaitre un maximum qui correspond a la partie non diffusée de
I’onde d’illumination. Les coordonnées 2D de ce maximum permettent de retrouver
les trois composantes du vecteur d’illumination k; grace a la condition d’élasticité
(d). Ces composantes donnent alors le centre de la calotte de sphére supportant
les fréquences de l'objet pour I'angle d’illumination considéré. Les composantes
2D de l'onde diffusée sont donc numériquement disposées sur cette calotte de
sphére (e). Les étapes (a) a (e) sont répétées autant de fois qu’il y a d’angles
d’illumination. Les fréquences objets sont alors accumulées dans un support de
fréquences objet étendu (f). Au final une transformée de Fourier 3D inverse nous
donne une distribution 3D complexe de la permittivité de I'objet (g).

Deux remarques importantes doivent étre faites au sujet de cet algorithme.

LLa premiére concerne les mouvements du miroir. Si dans le cas d'une seule in-
cidence la phase de 'onde d’illumination ne pose pas de soucis dans les étapes de
reconstruction, il en va différemment dans le cas d’une reconstruction de données
tomographiques. En effet, les mouvements mécaniques du miroir M provoquent
inévitablement un déphasage parasite pour chaque angle de I'onde d’illumination.
Afin d’assurer une reconstruction correcte, il est donc impératif de corriger ces
déphasages en normalisant 'amplitude complexe du champ diffusé. Pour cela a
I'étape (d) on divise 'ensemble du champ complexe par sa valeur au niveau du
maximum d’intensité (qui correspond a la partie non diffusée de I'onde d’illumi-
nation).

LLa deuxiéme remarque concerne lI'accumulation des fréquences objets dans le
support étendu. Le remplissage du support implique que certaines fréquences sont
obtenues de facon redondante. Contrairement a la microscopie classique en trans-
mission, la technique d’imagerie et la structure séquentielle de la reconstruction
nous permettent ici de dénombrer les fréquences redondantes et ainsi d’en calculer
la moyenne.
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4.3 Résultats expérimentaux

4.3.1 Comparaison du microscope holographique avec la MTOD

(c)

F1G. 4.12 — Images en MTOD de la partie imaginaire d’une frustule de diatomée (Coccinodus
sp) pour une série de 1000 angles d’illumination couvrant la totalité de I'ouverture numeérique
du condenseur (NA = 1.4 dans une huile d’indice n = 1.515). (a) montre la coupe le long du
plan x —y et (b) le long du plan & — z de la partie imaginaire de I"image obtenue en microscopie
holographique, (¢) et (d) les coupes correspondantes en MTOD. La barre d’échelle représente
dpm.

La Figure 4.12 montre une comparaison des images d’une frustule de Coccinodus
sp obtenues en microscopie holographique (a,b) (cf Fig. 4.8) et des images obtenues
en MTOD (c¢,d) pour une série de 1000 angles d’illumination qui couvrent la totalité
de l'ouverture numérique du condenseur (NA = 1,4 dans une huile d’'immersion
d’indice n = 1,151). Si 'on compare les coupes dans le plan = — y (a) et (c)
on peut noter une nette amélioration de la résolution dans le cas de la MTOD.
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En effet les bords de la frustule sont mieux définis et les franges ont disparu.
D’autre part on peut noter que la structure fine du spécimen apparait et on note
la présence d’alvéoles. Dans la coupe (a) cette structure fine apparait sous forme
d’une granulosité couvrant l’ensemble du spécimen. Dans le cas de la coupe (c),
les alvéoles ne sont présentes que dans la partie supérieure du spécimen. En fait
I'objet est légérement incliné par rapport au champ observé. Dans le cas de la
coupe (a) on voit les structures présentes dans les différents plans. Dans la coupe
(c) les alvéoles n’apparaissent pas au centre du spécimen parcequ’elles se trouvent
dans un autre plan qui est discriminé. Ceci est confirmé dans les coupes selon le
plan x —z (b,d). Si dans la coupe (b) on ne voit que des franges de diffraction, dans
la coupe (d) la structure de I'objet apparait. La MTOD couplée a une technique
de reconstruction adaptée permet donc bien d’obtenir une image tridimensionnelle
de I'objet observé.

F1G. 4.13 — Planche regroupant des images en module d’une frustule de diatomée (Coccinodus
sp). Chaque image est une projection en (z,y) du maximum d’intensité de I'image 3D. L’angle de
projection entre chaque image varie de 8" autour de ’axe y. La barre d’échelle représente 10um

La planche de la Figure 4.13 donne une meilleure idée des capacités d’imagerie
3D de notre systéeme. La planche représente une série d’images en module d'une
frustule de diatomée de la méme espéce (Coccinodus sp.). Chaque image représente

102



une projection du maximum d’intensité de I'image 3D sous différents angles. Entre
chaque image, I’angle de projection varie de 8" autour de 1’axe y. On peut noter la
présence d'une deuxiéme diatomée en forme de batonnet qui apparait sur la droite
de la Coccinodus sp dans la premiére image. Sa position qui varie dans la série
de projection permet de se faire une meilleure idée de 'organisation du volume
observé.

4.3.2 Etude expérimentale de la résolution

Dans le chapitre précédent nous avons mené une étude théorique de la résolu-
tion d’un systéme MTOD basée sur un calcul a partir des dimensions du support,
de fréquence. Nous souhaitons maintenant savoir si notre systéme présente des
capacités de résolution latérale en accord avec les résultats théoriques obtenus.

Pour cela, nous avons étudié la réponse du systéme a un bord. La Figure 4.14
montre une planche résumant une telle étude menée sur les motifs d’une mire type
USAF'. Cette mire a été réalisée par un dépot d’or sur une lame de verre par une
méthode de photogravure. La Figure 4.14(a) résume I’étude de la résolution pour
un systéme de microscopie holographique, la Figure 4.14(b) pour notre systéme
MTOD. Les images représentent des coupes x — y de la partie réelle des résultats
de la reconstruction. Les courbes représentent les profils correspondants obtenus
le long de la ligne représentée en tirets blanc. Pour chaque courbe, une partie
correspondant a une transition de bord a été agrandie. La résolution expérimentale
peut-étre évaluée selon deux critéres. Le premier critére consiste a dénombrer les
pixels séparant les minimums et les maximums de la zone de transition (critére le
plus défavorable). 11 est également possible d’évaluer les niveaux moyens de part
et d’autre du bord (représentés en pointillés sur les parties agrandies des courbes)
et de dénombrer le nombre de pixels séparant ces deux niveaux dans la zone de
transition (critére le plus favorable).

Selon le critére pic a pic, on trouve 6 pixels dans le cas du microscope holo-
graphique et 3 pixels dans le cas MTOD. Pour une taille de pixel de 110 nm on
obtient une transition en 660 nm pour le microscope holographique et en 330 nm
pour le MTOD. Selon le critére des niveaux moyens, on trouve 4 pixels dans le
cas du microscope holographique, soit une transition en 440 nm, et 1 pixel pour
le MTOD, soit une transition en 110 nm.

En théorie, la résolution latérale d’un systéme MTOD dans les mémes conditions
(condenseur et objectif d’ouverture numérique NA = 1,4 immergés dans une huile

! Aimablement fournie par le D™ Rodolphe Jaffiol de I'Institut Jacques Delaunay de I'Université
de Technologie de Troyes
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F1G. 4.14 — Etude comparative de la résolution a partir de la réponse a un bord. La barre
d’échelle représente 5um(voir texte pour détails)
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d’indice n = 1,151 et longueur d’onde d’illumination A = 633 nm) a été calculée
dans le chapitre précédent a :

Tyy = 113 nm (4.13)

On peut noter que selon le critére pic a pic, notre systéme fourni une résolution
moins bonne que ce qui est théoriquement prévu, tandis qu’elle est comparable
selon le critére des niveaux moyens. La résolution expérimentale réelle se trouve
certainement entre ces deux valeurs. Ce que 'on peut retenir, ¢’est que le fait de
réaliser une tomographie permet d’améliorer la résolution latérale par rapport a
la microscopie holographique. Dans la mesure ot le support de fréquence voit ses
dimensions latérales doubler selon que 'on utilise la microscopie holographique ou
la MTOD, la résolution devrait, en théorie, étre améliorée d’un facteur 2 selon que
I’on utilise 'une ou 'autre technique. Les mesures réalisées montre effectivement
une amélioration dans des proportions comparables.

Notons enfin que 1’objet utilisé dans cette étude présente des propriétés optiques
particuliéres dans la mesure ot il est métallique et présente des bords francs. Il est
donc possible de s’interroger sur le fait qu’il remplisse les conditions de la premiére
approximation de Born.

4.3.3 Observation expérimentale de I’'indice complexe

Dans le chapitre précédent, nous avons également vu que les images reconstruites
selon la méthode présentée par [Wolf, 1969| correspondaient a la permittivité de
I'objet, c’est a dire a la distribution tridimensionnelle des indices optiques au sein
du spécimen. Nous venons de montrer que les images que nous obtenions offraient
une résolution suffisante pour permettre une imagerie tridimensionnelle. Il convient
maintenant de s’interroger sur la capacité de notre systéme a traduire les variations
de la permittivité au sein du spécimen.

La Figure 4.15 montre une planche d’images obtenues sur des objets absorbants
ou déphasants. Les images (a) et (b) montrent respectivement des coupes trans-
versales des parties réelles et imaginaires de la reconstruction de graduations d’un
micromeétre objectif. Ces graduations consistent en un dépot de peinture que nous
considérons totalement absorbante. Les images (¢) et (d) montrent respectivement
les méme coupes pour la reconstruction d’un échantillon constitué de deux po-
lyméres de méme épaisseur placés cote a cote? et dont I'indice de réfraction est
différent. Le polymére de gauche présente un indice de réfraction ny = 1,48, celui

2Cet échantillon a été aimablement préparé par le D' Lavinia Balan du Département de
Photochimie Générale de ’Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Mulhouse

105



Partie réelle Partie imaginaire

Micrométre (objet absorbant)

Polymeéres (objet déphasant)

wm . 106 um 22

F1G. 4.15  Observation expérimentale de I'indice complexe : comparaison des parties réelles
et imaginaires pour des objets absorbants et déphasants. (voir texte pour détail)



de droite un indice de ny = 1,54. Les courbes présentent le profil de niveaux de
gris le long de la ligne repérée en tirets blancs sur les images.

Dans le cas du micrométre objectif, les graduations entrainent une variation
significative des niveaux de gris dans la partie réelle, tandis que cette variation est
quasiment nulle dans la partie imaginaire. Dans le cas des polymeéres, la variation
d’indice de réfraction se traduit par une variation significative du contraste de la
partie imaginaire tandis que la partie réelle ne présente aucun contraste.

L’étude de ces images et de ces profils montrent qu’une variation de I'absorp-
tion se traduit par une variation des niveaux de gris dans la partie réelle alors
qu’une variation de I'indice de réfraction se traduit par une variation dans la par-
tie imaginaire. Ceci est conforme au cadre théorique que nous avons exposé dans
le chapitre précédent. On peut donc espérer qu'une calibration du systéme per-
mettrait de quantifier les données en absorption et en réfraction. De telles mesures
présenteraient 'avantage d’obtenir une information sur les propriétés physiques du
spécimen observé, autres que celles concernant sa morphologie. Il faut cependant
étre prudent dans la mesure ot tous les spécimens peuvent ne pas convenir pour ce
type de mesure. [Slaney et coll., 1984| a présenté une étude théorique qui montre
qu’au dela de certaines dimensions ou de certaines variations d’indice, la premiére
approximation de Born est mise quantitativement en défaut.

La Figure 4.16 présente les coupes transversales de la partie réelle (a) et imagi-
naire (b) d’une image de cellules d’un épithélium buccal. On peut constater sur les
agrandissements (1) et (2) de la zone autour du noyau que selon que 1’'on observe
I’absorption ou la réfraction, certaines structures sont présentes ou non.
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FiG. 4.16  Exemple d’indices complexes sur un cas biologique. (a) et (b) présentent des
coupes transversales des parties réelles et imaginaires d'images de cellules épithéliales buccales.
Les agrandissement (1) et (2) montrent des structures dans et autour d’un noyau qui apparaissent
ou non selon que l'on regarde la partie réelle ou imaginaire.
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4.3.4 Couplage avec la microscopie confocale

Un des objectifs fixés au début de ce travail était de coupler la microscopie
tomographique optique diffractive avec la microscopie confocale. Notre montage
expérimental a été concu en fonction de cet objectif.

MTOD : partie réelle ~ MTOD : partie imaginaire =~ Microscope confocal

F1G. 4.17  Combinaison MTOD /Microscopie confocale, images en coupe  — y et z — z d’un
grain de pollen de perce-neige. (a,c) partie réelle en MTOD, (b,d) partie imaginaire, (c,e) image
en microscopie confocale en autofluorescence. Les barres d’échelle représentent 4um

La Figure 4.17 présente les coupes transversales (a-c) et longitudinales (d-f)
des images d'un grain de pollen de perce-neige obtenues en MTOD (a,b),(d,e)
et en microscopie confocale par autofluorescence (c),(f). Les coupes (a) et (d)
présentent la partie réelle de I'image obtenue en MTOD, tandis que les coupes
(b) et (e) représentent la partie imaginaire. Il est clairement visible sur les coupes
(d-f) que la résolution longitudinale obtenue en MTOD est moins bonne que celle
des images en microscopie confocale. Ceci s’explique par le fait que le support de
fréquences transmis par notre systéme présente un cone manquant caractéristique
des microscopes en transmission, ce qui n’est pas le cas du microscope confocal.
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Les images obtenues par couplage des deux techniques de microscopie n’ont pas
encore fait I'objet d’une analyse poussée. Nous espérons cependant pouvoir mettre
en évidence 'apport d’information qu’apporte le fait d’utiliser deux techniques de
microscopie.

4.4 Perspectives d’évolution

Nous venons de présenter la réalisation d’'un systéme de MTOD qui offre des ca-
pacités d’imagerie tridimensionnelle a partir de la permittivité d’objets faiblement
diffusants. Plusieurs pistes d’améliorations ou d’évolutions de ce systéme peuvent
étre envisagées.

Un des intéréts essentiel du systéme de microscopie que nous présentons est sa
capacité a fournir une information sur la distribution d’indice. Une étape impor-
tante serait donc de réaliser une calibration précise. Pour cela, il est nécessaire de
disposer de spécimens présentant des variations d’indice connus. Une collaboration
avec le département de Photochimie Générale de I’Ecole Nationale Supérieure de
Chimie de Mulhouse est en cours.

Une limite importante que nous avons notée est la lenteur de ’acquisition qui le
rend sensible aux problémes de variations de ’environnement ou du spécimen dans
le temps. Nous avons vu que cette durée d’acquisition dépendait essentiellement
du temps que mettent les moteurs pas a pas pour réaliser le balayage angulaire.
Une premieére piste d’amélioration serait donc de passer a un systeme de balayage
plus rapide en utilisant par exemple un balayage continu réalisé par un systéme
galvanométrique [Choi et coll., 2007].

Afin d’améliorer la vitesse d’acquisition il est également envisageable d’extraire
le front d’onde diffusé plus rapidement. Pour cela plusieurs pistes sont possibles.
Une premiére solution serait de disposer d'une caméra rapide. Une autre consis-
terait a remplacer I'holographie a sauts de phase par 1’holographie hors-axe, ce
qui réduirait le nombre d’hologrammes a acquérir. Nous avions cependant écarté
cette technique au départ parcequ’elle exigeait un champ de détection plus im-
portant. Une autre piste consisterait a utiliser un systéme acousto-optique pour
réaliser le déphasage de I'onde de référence [Choi et coll., 2007 ce qui permettrait
d’acquérir plus rapidement les différents hologrammes nécessaires a ’holographie a
sauts de phase. Enfin, la derniére solution consisterait a enregistrer simultanément
les 4 hologrammes en utilisant un systéme comparable a celui présenté dans la
référence [Dunsby et coll., 2003]
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En MTOD, la résolution longitudinale, bien qu’améliorée par rapport a celle
d’un microscope holographique, est limitée en raison d'un cone de fréquences man-
quantes le long de I'axe optique. Cette résolution longitudinale peut-étre amélio-
rée en détectant la partie réfléchie de I'onde diffusée en plus de la partie trans-
mise |Lauer, 2002 ; Fukutake et Milster, 2007|. Pour cela, il serait nécessaire de
concevoir un nouveau systéme qui utiliserait deux objectifs opposés frontalement.
[’illumination pourrait étre alors réalisée a travers I'un des objectif avec une ou-
verture numérique comparable & celle du condenseur, les parties transmises et
réfléchies de I'onde diffusée étant détectées a travers les deux objectifs. Notons
qu'un tel systéme a été récemment présenté, sans avoir encore fait 'objet d’'une
réalisation aboutie [Fukutake et Milster, 2007].

Dans ce chapitre, nous avons présenté une premiére réalisation de microscope
holographique dont nous avons vu qu’elle présentait un intérét limité en raison de
son manque de résolution longitudinale.

Nous avons par la suite présenté le montage tomographique que nous avons
réalisé. Ce montage permet d’étendre le support de fréquences objet obtenu par
rapport au microscope holographique et permet donc de réaliser une imagerie tri-
dimensionnelle.

Les résultats expérimentaux que nous avons présentés nous ont permis d’évaluer
les capacités de notre systéme tant en terme de résolution que de réponse aux
variations d’indices optiques.

Nous avons également présenté des résultats récents qui montrent la capacité
de notre systéme a réaliser sur un méme spécimen l'imagerie en MTOD et en
microscopie confocale.

Enfin, nous avons proposé des possibilités d’améliorations de notre montage ex-
périmental ainsi que des perspectives concernant les évolutions possibles de cette
technique de microscopie.
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Conclusion

La microscopie de fluorescence est devenue un outil de choix dans I’observation
du vivant. L’utilisation de marqueurs spécifiques permet en effet d’étudier isolé-
ment certaines structures et fonctions cellulaires. Grace a la microscopie confocale
en particulier, il est également possible d’obtenir des images tridimensionnelles.
Cependant, nous avons pu constater que la résolution offerte demeurait limitée.

Dans ce manuscrit, nous avons présenté une premiére possibilité d’amélioration
de cette résolution qui porterait sur I'utilisation d’objectifs a forte ouverture nu-
meérique et une préparation particuliére du spécimen.

Puis, nous avons briévement rappelé les derniéres techniques d’amélioration de
la résolution qui utilisent une illumination structurée obtenue par le phénoméne
d’interférence a l'excitation du spécimen.

Nous avons alors proposé deux nouvelles techniques d’illumination structurée
visant a améliorer la résolution latérale uniquement. La premiére consiste a utiliser
une lame de phase, la deuxiéme une illumination & trois faisceaux mettant en
jeu des interférences latérales. Les résultats obtenus montrent qu’il est possible
d’obtenir un gain sensible le long d'un axe du plan transversal.

L’amélioration de la résolution passe aussi par des traitements numeériques et en
particulier la déconvolution.

Nous avons donc étudié des méthodes numériques permettant d’améliorer de
fagon isotrope la résolution du systéme confocal 3-faisceaux que nous avons pro-
posé. La technique de fusion par moyenne nous est apparue peu adaptée a ce cas.
La technique de fusion dans le domaine de Fourier étudiée apporte déja des amé-
liorations sensibles. La technique de déconvolution a noyaux multiples apporte une
amélioration significative tant du point de vue de la résolution que de la robustesse
au bruit et qu’au choix des paramétres utilisés.

Nous avons également pu noter que de nombreuses techniques de microscopie
2D ou 3D présentaient des réponses impulsionnelles asymétriques et pourraient
donc constituer d’autres applications possibles des méthodes numériques que nous
avons proposées.
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Nous avons ensuite évoqué le role du spécimen dans le processus de formation
d’image et noté que son role n’était pas neutre. Nous avons donc étudié une tech-
nique dite de microscopie holographique. Cette technique se décompose en deux
étapes. La premiére consiste a enregistrer 'onde diffusée par le spécimen a la fois en
amplitude et en phase. La seconde dite de reconstruction et effectuée numeérique-
ment dans le cadre de la premiére approximation de Born, donne la distribution 3D
des indices optiques du spécimen. Mais, la résolution obtenue n’est pas suffisante
pour extraire une distribution d’indice tridimensionnelle.

Nous avons donc étudié, d'un point de vue théorique, certaines techniques de
tomographie qui permettent d’élargir le support de fréquences et d’améliorer ainsi
la résolution finale. Nous avons étudié les différentes propositions de telles confi-
gurations en transmission.

Ensuite, nous avons dans un premier temps, présenté une réalisation de micro-
scope holographique dont nous avons vu qu’elle présentait un intérét limité, puis
le montage tomographique en transmission que nous avons construit.

Ce montage permet d’étendre le support de fréquences objet obtenu par rapport
au microscope holographique et permet donc d’obtenir réellement une imagerie tri-
dimensionnelle.

Les résultats expérimentaux que nous avons présentés nous ont permis d’éva-
luer les capacités de notre systéme en terme de résolution. Celle-ci a été évaluée
expérimentalement a partir d’'une réponse a un bord. Nous avons également mon-
tré que notre systéme était capable de mesurer des variations d’indices optiques
comme prévu par la théorie. Enfin, nous avons couplé notre MTOD avec une téte
confocale. Nous sommes donc maintenant en mesure de faire les deux types d’ima-
gerie sur le méme spécimen. Ce résultat ouvre la voie & une mise en ceuvre des
techniques de déconvolution adaptative étudiée au laboratoire (thése B. Colicchio,
2004 ; thése E. Maalouf, en cours).

Les travaux présentés dans ce manuscrit devraient connaitre plusieurs dévelop-
pements. Tout d’abord nous envisageons de mettre en ceuvre et de valider ex-
périmentalement les techniques d’illuminations strucurées proposées ainsi que les
méthodes de reconstruction envisagées.

Notre montage expérimental de microscopie tomographique optique diffractive
devra étre calibré en indice. Améliorer la vitesse d’acquisition sera un point crucial.
Nous avons pour cela envisagé 1'utilisation de configurations optiques autre que
I’holographie a décalage de phase.

Enfin, notre microscope fourni aux biologistes une information jusqu’alors non
disponible : la distribution d’indice au sein du spécimen. Nous pensons que cette
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information supplémentaire pourrait offrir des opportunités nouvelles dans I'étude
des spécimens biologiques.
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Résumé

Mots clés : microscopie de fluorescence, microscopie holographique,
microscopie tomographique optique diffractive, synthése d’ouverture,
déconvolution, traitement d’image.

Le travail de cette thése porte sur 'amélioration des techniques de microscopies
optiques 2D et 3D.

Dans une premiére partie des travaux, j’ai proposé une technique d’illumination
structurée focalisée et des traitements numériques spécifiques permettant un gain
de la résolution latérale d’un facteur deux en microscopie confocale de fluorescence.

La deuxiéme partie des travaux a consisté a réaliser un montage expérimen-
tal de microscopie tomographique optique diffractive qui permet, aprés une étape
de reconstruction numérique, I'imagerie de spécimen transparents en trois dimen-
sions. La caractérisation du montage expérimental a montré que cette technique
permettait d’obtenir une information jusqu’alors inaccessible : la cartographie des
indices optiques au sein du spécimen observé. En outre un gain en résolution vis
a vis des techniques de microscopie plus classiques a été obtenu.

Abstract

Keywords : fluorescence microscopy, holographic microscopy, diffrac-
tive optical tomographic microscopy, synthetic aperture, deconvolution,
image processing.

This work concerns the improvement of 2D and 3D optical microscopy tech-
niques.

In a first part, I propose a focused structured illumination technique with
specific numerical processing allowing an improvement of a factor two of the lateral
resolution in confocal fluorescence microscopy.

The second part of work consisted in carrying an experimental diffractive op-
tical tomographic microscopy set-up. This one allows, after a stage of numerical
processing of the images, to image 3D transparent specimens. The characteri-
zation of the experimental set-up showed that this technique allowed to obtain
information not accessible before : the cartography of the optical indices within
the specimen observed. Moreover an improvement of the resolution with respect
to the more traditional techniques of microscopy was obtained.
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