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Résumé

Mots clés : microscopie de �uorescence, microscopie holographique,

microscopie tomographique optique di�ractiv e, syn thèse d'ouv erture,

décon v olution, traitemen t d'image.

Le tra v ail de cette thèse p orte sur l'amélioration des tec hniques de microscopies

optiques 2D et 3D.

Dans une première partie des tra v aux, j'ai prop osé une tec hnique d'illumination

structurée fo calisée et des traitemen ts n umériques sp éci�ques p ermettan t un gain

de la résolution latérale d'un facteur deux en microscopie confo cale de �uorescence.

La deuxième partie des tra v aux a consisté à réaliser un mon tage exp érimen-

tal de microscopie tomographique optique di�ractiv e qui p ermet, après une étap e

de reconstruction n umérique, l'imagerie de sp écimen transparen ts en trois dimen-

sions. La caractérisation du mon tage exp érimen tal a mon tré que cette tec hnique

p ermettait d'obtenir une information jusqu'alors inaccessible : la cartographie des

indices optiques au sein du sp écimen observ é. En outre un gain en résolution vis

à vis des tec hniques de microscopie plus classiques a été obten u.

Abstract

Keyw ords : �uorescence microscop y , holographic microscop y , di�rac-

tiv e optical tomographic microscop y , syn thetic ap erture, decon v olution,

image pro cessing.

This w ork concerns the impro v emen t of 2D and 3D optical microscop y tec h-

niques.

In a �rst part, I prop ose a fo cused structured illumination tec hnique with

sp eci�c n umerical pro cessing allo wing an impro v emen t of a factor t w o of the lateral

resolution in confo cal �uorescence microscop y .

The second part of w ork consisted in carrying an exp erimen tal di�ractiv e op-

tical tomographic microscop y set-up. This one allo ws, after a stage of n umerical

pro cessing of the images, to image 3D transparen t sp ecimens. The c haracteri-

zation of the exp erimen tal set-up sho w ed that this tec hnique allo w ed to obtain

information not accessible b efore : the cartograph y of the optical indices within

the sp ecimen observ ed. Moreo v er an impro v emen t of the resolution with resp ect

to the more traditional tec hniques of microscop y w as obtained.
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In tro duction

La vue est un sens essen tiel dans la p erception du monde qui nous en toure.

C'est p ourquoi la compréhension du déroulemen t d'un phénomène nécessite sou-

v en t d'en a v oir une appro c he visuelle. Ainsi, Galilé a v ait-il sa lunette et P asteur,

son microscop e.

Le microscop e optique, en o�ran t des p ossibilités d'observ ation à l'éc helle du

micromètre, a suscité et suscite encore un vif in térêt. En e�et, il p ossède un grand

nom bre de c hamps d'application aussi v ariés que la biologie, la ph ysique des maté-

riaux ou l'industrie de la micro-électronique. La microscopie s'est div ersi�ée a v ec

le nom bre croissan t des domaines où elle a fait son en trée et donc a v ec la v ariété

croissan te des ob jets à observ er. Ainsi le microscop e en transmission qui est la

con�guration la plus classique, a év olué v ers le microscop e en ré�exion, le micro-

scop e à lumière p olarisée ou le microscop e à con traste de phase.

La biologie est un domaine où cet instrumen t est particulièremen t utilisé. A cela

il y a plusieurs raisons. T out d'ab ord, la cellule, élémen t de base constitutif de toute

forme de vie, présen te des dimensions qui corresp onden t à l'éc helle d'observ ation

qu'o�re le microscop e. De plus, dans ce domaine en particulier, la compréhension

des fonctions du viv an t passe par l'observ ation de ses structures caractéristiques.

En�n l'a v ènemen t de la microscopie de �uorescence qui p ermet le marquage de

structures ou de fonctions sp éci�ques a représen té une év olution marquan te dans

l'étude du viv an t. Grâce à cette tec hnique, les zones ou les fonctions marquées, donc

�uorescen tes, p euv en t être étudiées isolémen t. Un grand nom bre de sondes et de

marqueurs on t donc été dév elopp és p our p ermettre l'étude de fonctions cellulaires

telles que le métab olisme, la protéomique ou la biologie moléculaire.

Ces p ossibilités d'imagerie se son t vues étendues a v ec l'apparition de la micro-

scopie de �uorescence tridimensionnelle. Le princip e consiste à faire l'acquisition

d'une série d'images du sp écimen à des profondeurs di�éren tes par section optique.

L'image tridimensionnelle est alors reconstruite au mo y en d'un ordinateur.

On notera cep endan t que ce t yp e de microscopie v oit ses p ossibilités limitées

en raison de la di�culté à séparer les plans le long de l'axe longitudinal. Ceci est
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dû au pro cessus de formation d'image.

De façon générale, la limite essen tielle du microscop e optique tien t à son p ouv oir

séparateur limité. Il existe deux v oies p our remédier à ce problème. La première

consiste à mo di�er le microscop e. Autremen t dit, à mo di�er le pro cessus de forma-

tion d'image p our améliorer le p ouv oir séparateur. Une grande inno v ation dans ce

domaine est certainemen t l'in v en tion du microscop e confo cal par Marvin Minski

en 1957. Depuis, de nouv elles tec hniques on t vu le jour et des progrès ne cessen t

d'être réalisés.

Une autre v oie consiste à traiter les images n umériquemen t en in v ersan t le

pro cessus de formation d'image au mo y en d'algorithmes de décon v olution.

Le Lab oratoire MIPS de l'Univ ersité de Haute-Alsace tra v aille sur la mo délisa-

tion et la caractérisation instrumen tale ainsi que sur les métho des de décon v olution

en microscopie de �uorescence depuis près de quinze ans.

Les tra v aux présen tés dans ce man uscrit s'inscriv en t dans cette thématique du

lab oratoire en suiv an t deux appro c hes. Le plan adopté se décomp osera donc en

deux grandes parties.

La première partie concerne l'amélioration de la résolution en microscopie de

�uorescence à tra v ers des prop ositions de mon tages théoriques p ermettan t d'amé-

liorer la résolution latérale. Ces prop ositions on t pu être sim ulées et év aluées au

mo y en des mo dèles dév elopp és au lab oratoire. La mise en ÷uvre de métho des n u-

mériques adaptées aux mon tages présen tés prolonge les tra v aux réalisés dans cette

équip e sur la décon v olution.

Dans la deuxième partie, nous partons du constat que la non-homogénéité du

sp écimen est négligée dans le pro cessus de formation d'image ou dans les métho des

de décon v olution. Or l'utilisation, sur les mêmes sp écimens, de tec hniques de mi-

croscopie telle que le con traste de phase mon tre que ceux-ci son t inhomogènes.

C'est p ourquoi, Bruno Colicc hio, au cours de sa thèse présen tée dans le lab ora-

toire, a étudié une métho de de décon v olution susceptible de prendre en compte la

non-homogénéité du sp écimen. P our fonctionner, cette métho de nécessite d'a v oir

accès aux propriétés optiques du sp écimen. C'est p ourquoi le lab oratoire a décidé

de réaliser un mon tage de microscopie tomographique optique di�ractiv e qui p er-

met de mesurer la distribution d'indices du sp écimen. La deuxième partie de ce

man uscrit rapp elle donc les bases théoriques de ce t yp e de microscopie et décrit

la mise en ÷uvre du mon tage exp érimen tal réalisé au cours de cette thèse. Les

résultats exp érimen taux obten us sur ce mon tage son t égalemen t présen tés.
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Première partie

Prop ositions p our l'amélioration de

la résolution en microscopie de

�uorescence
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Chapitre 1

Amélioration de la résolution en

microscopie de �uorescence :

métho des optiques

1.1 Princip es généraux de la microscopie de �uo-

rescence

Le microscop e de �uorescence est un cas à part dans la mesure où la détection se

fait à une longueur d'onde di�éren te de celle de l'éclairage. Ceci est dû au phéno-

mène de �uorescence. Il est alors p ossible de distinguer certaines zones, marquées

par une sonde présen tan t le phénomène de �uorescence, du reste du sp écimen.

1.1.1 Princip e de la �uorescence

La �uorescence appartien t à la famille de phénomènes app elée photolumines-

cence La photoluminescence consiste en l'excitation et le passage à un niv eau

d'énergie plus élev ée des électrons de la couc he de v alence d'une molécule, par une

source d'énergie lumineuse. Ce passage est suivi par un retour des électrons à un

état d'énergie bas, se traduisan t par l'émission de lumière. Selon que ce retour aux

bas niv eaux passe ou non par un état triplet, le délai de retour sera plus ou moins

long. On parlera de �uorescence p our un délai de l'ordre de la nanoseconde (pas

de passage par l'état triplet) ou de phosphorescence p our les délais de l'ordre de

la microseconde (passage par un état triplet).

La transition de retour des électrons à l'état de rep os pro v o que un dégagemen t

d'énergie sous deux formes : une transition radiativ e (émission de lumière) et une

4



ou des transitions non radiativ es (émission de c haleur). Il en résulte que le to-

tal d'énergie lumineuse restituée est inférieur à l'énergie nécessaire à l'excitation.

L'énergie d'une onde lumineuse est donnée par :

E = h � � =
h � c

�
(1.1)

où h = 6; 626:10� 34 J:s est la constan te de Planc k, c = 2; 99:108 m:s� 1
la célérité

de la lumière dans le vide et � la longueur d'onde dans le vide. La p erte d'énergie

dans la transition radiativ e se traduira par une augmen tation de la longueur d'onde

ré-émise par la molécule �uorescen te. On parle alors de décalage de Stok es.

Décalage de Stok es et détection de la �uorescence

Fig. 1.1 � Sp ectres d'absorption et d'émission de la molécule D API. Ce �uoro c hrome est utilisé

p our marquer les structures n ucléaires dans la cellule et p ossède un maxim um de d'excitation

dans l' U:V: et un maxim um d'émission situé, dans le bleu, à une longueur d'onde de 461 nm
(source : Molecular Prob es

c
 ).

Du fait du décalage de Stok es, les sp ectres d'excitation et d'émission d'un �uo-

ro c hrome se trouv eron t décalés v ers les grandes longueurs d'onde comme on p eut

le constater sur la Figure 1.1 qui mon tre les sp ectres d'absorption et d'émission

d'un �uorophore particulier, le D API. Ceci p ermet, à la détection, de séparer les
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ondes d'illumination et d'émission au mo y en d'un simple �ltre mono c hromatique

ou d'un miroir dic hroïque. De même, les sp ectres d'émission étan t caractéristiques

p our c haque �uoro c hrome, il est égalemen t p ossible de séparer les div erses sources

de �uorescence au mo y en d'un jeu de �ltres p ermettan t des tec hniques comme la

colo calisation. Ceci est une propriété très imp ortan te de la �uorescence, dans la

mesure où c haque �uoro c hrome se �xe préféren tiellemen t sur un plusieurs t yp es

de structures biologiques particulières. Le phénomène de �uorescence est donc un

outil de c hoix p our les biologistes, dans la mesure où l'étude des organismes viv an ts

est très souv en t basée sur une asso ciation structure/fonction qui p eut donc être

étudiée au mo y en de �uoro c hromes sp éci�ques.

P erte de �uorescence : photoblanc hiemen t

On app ellera quenching l'ensem ble des phénomènes ph ysico-c himiques impli-

quan t la molécule �uorescen te et qui se traduisen t par une p erte de �uorescence.

P ar exemple, il p eut arriv er, sous des conditions particulières, qu'il y ait un phéno-

mène de résonance se traduisan t par des éc hanges d'énergie en tre le �uoro c hrome

et une autre molécule. Le �uoro c hrome à l'état excité v oit son surplus d'énergie

transféré v ers une autre molécule v oisine p ouv an t alors à son tour émettre de la lu-

mière (phénomène utilisé dans l'imagerie FRET (Fluorescence Resonance Energy

T ransfert) ou dissip er l'énergie de façon non radiativ e. Dans tous les cas, ces phéno-

mènes, v oulus ou non, implique une dimin ution rév ersible de la �uorescence émise

par le �uoro c hrome.

D'autre part, le c hangemen t de niv eau d'énergie des électrons de la couc he de

v alence du �uoro c hrome p eut in�uer sur sa réactivité vis à vis des molécules qui

l'en touren t. Certaines réactions c himiques a v ec un autre agen t, comme par exemple

l'o xygène, p euv en t se pro duire. Dans ce cas, il y a une dimin ution non rév ersible

du signal de �uorescence, on parle alors de photoblanc hiemen t, ou photoble aching .

Ce phénomène est bien en tendu fortemen t dép endan t de l'en vironnemen t thermo-

c himique du �uoro c hrome à tra v ers des paramètres comme le pH , la temp érature

ou les concen trations ioniques.

1.1.2 Microscop e de �uorescence classique

Un microscop e à �uorescence est donc un microscop e photonique équip é de deux

lamp es, une lamp e ordinaire qui fourni une lumière blanc he incohéren te p our une

observ ation classique par transmission et une lamp e à arc, couplée a v ec un �ltre,

fournissan t une lumière adaptée à l'excitation de la �uorescence. Un p oin t très im-

p ortan t est qu'il faut p ouv oir séparer le ra y onnemen t d'excitation du ra y onnemen t

de �uorescence. On équip e donc le microscop e d'un �ltre dic hroïque, qui rejette
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le ra y onnemen t à la longueur d'onde d'excitation év en tuellemen t ren v o y ée v ers le

capteur tout en laissan t passer le ra y onnemen t de �uorescence.

Fig. 1.2 � F o calisation dans un microscop e de �uorescence classique

L'image du sp écimen est formée de manière globale à tra v ers l'ob jectif p our être

observ ée directemen t à l'÷il ou enregistrée par une caméra. La Figure 1.2 indique

les c hemins optiques p our la détection d'un p oin t dans le plan fo cal et d'un p oin t

hors plan fo cal. A cause des limitations du système optique (fonction de transfert),

l'image d'un p oin t n'est pas un p oin t, mais une tac he d'Airy (a), qui dé�nira la

résolution du microscop e. Notons aussi que dans un microscop e con v en tionnel,

l'image d'un p oin t en dehors du plan de fo calisation est aussi présen te dans le plan

de détection (plan image), bien que �oue (b). De ce fait, l'image d'un plan, si elle

con tien t bien l'information du plan observ é, est aussi dégradée par les informations

en pro v enance des autres plans.

1.1.3 Microscop e de �uorescence confo cal

P our palier aux défauts du microscop e con v en tionnel, on p eut utiliser un mon-

tage confo cal [Minsky, 1988]. Un faisceau laser est fo calisé et bala y e le plan d'ob-

serv ation. L'excitation n'est plus globale, mais assimilable à un p oin t. La détection
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se fait au tra v ers d'un � pinhole � en p osition confo cale par rapp ort au sp ot d'ex-

citation, c'est à dire que le système de détection ne v oit que la zone de fo calisation

du faisceau d'excitation.

Fig. 1.3 � F o calisation dans un microscop e confo cal

Ce mon tage, décrit dans la Figure 1.3, p ermet de rejeter une très grande partie

de la lumière (b) qui pro viendrait des plans autres que le plan de fo calisation :

la résolution du microscop e confo cal est donc meilleure que celle du microscop e

con v en tionnel. Le signal est détecté à l'aide d'un photom ultiplicateur, et l'image est

donc formée p oin t par p oin t par bala y age de l'ob jet. Si l'image est bien meilleure en

termes de résolution, on p eut cep endan t noter trois défauts inhéren ts à ce système :

� L'acquisition est souv en t plus len te, à cause de la nécessité de bala y er le

sp écimen p our former une image.

� Le rapp ort signal sur bruit est généralemen t plus faible que p our un micro-

scop e classique.

� L'illumination par un faisceau laser fo calisé engendre des in tensités lo cales

très grandes qui p euv en t induire un photo-blanc himen t, v oire endommager

le sp écimen.

Une v arian te du microscop e confo cal est le microscop e biphoton qui utilise une

excitation non-linéaire du �uorophore p our réaliser le con�nemen t de l'excitation,

8



Fig. 1.4 � Princip e général de l'acquisition 3D par coup es optiques sériées.

la détection p ouv an t être confo cale ou non.

1.2 A cquisition 3D

P ar construction, le microscop e (con v en tionnel, confo cal ou bi-photon) ne p er-

met de visualiser des sp écimens que sur les deux dimensions du plan fo cal. Ce-

p endan t, par déplacemen t de ce dernier à tra v ers le sp écimen, on acquiert une

pile d'images 2D à partir desquelles il est p ossible de reconstituer une image en

trois dimensions. Cette tec hnique dite des coup es sériées ( optic al se ctioning ) se

base sur un bala y age axial de l'ob jet observ é. On p eut e�ectuer ce bala y age soit

en déplaçan t le sp écimen via une platine motorisée, soit en déplaçan t l'ob jectif,

généralemen t à l'aide d'un élémen t piézo-électrique.

La Figure 1.4 décrit le princip e de mesure par coup es sériées. Le mon tage est

constitué d'un microscop e de �uorescence équip é d'un mécanisme de déplacemen t

sur l'axe optique et d'un capteur p ermettan t de former une image. L'ensem ble du

pilotage et de l'acquisition se fait à partir de la station informatique qui accom-

pagne cet équip emen t. Ensuite, à l'aide d'outils de reconstruction informatique, il

est p ossible de traiter et de visualiser les images en 3D.
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1.3 Ouv erture n umérique et limites de résolution

Le p ouv oir de résolution d'un système optique traduit sa capacité à distinguer

des détails �ns. Il p eut se dé�nir comme la distance minimale en tre deux élémen ts

de l'ob jet observ é telle qu'il existe deux élémen ts distincts corresp ondan ts dans

l'image obten ue par ce système.

Un �uorophore excité p eut être considérée comme une source p onctuelle émet-

tan t une onde lumineuse sphérique. Dans un microscop e, la lumière est collectée

par un ob jectif qui se caractérise par son ouv erture n umérique NA qui se dé�nit

par :

NA = n: sinu; (1.2)

où n représen te l'indice de réfraction du milieu d'immersion et u le demi angle d'ou-

v erture de l'ob jectif. A cause de cette limitation angulaire seules les comp osan tes

don t l'angle a v ec l'axe optique de l'ob jectif son t inférieur à u particip eron t au pro-

cessus de formation d'image. Il en résulte que l'image d'une source p onctuelle n'est

pas un p oin t mais une tâc he d'Airy .

(a) plan x � y

(b) plan x � z

Fig. 1.5 � RIO 3D mesurée, plan x � y et x � z . La mesure a été réalisée sur une bille de

latex de 0; 1 �m de diamètre, a v ec un ob jectif d'ouv erture n umérique NA = 1 :4 immergé dans

une h uile d'indice nh = 1 :52 et une illumination de longueur d'onde 485 nm et une détection à

515 nm . Le plan x � y est présen té en (a) et le plan x � z en (b). La barre d'éc helle représen te

2 �m dans le plan transv ersal, l'éc helle en z est doublée dans un soucis de lisibilité.
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Fig. 1.6 � F onction de transfert optique d'un microscop e con v en tionnel : la fonction de transfert

est présen tée selon les axes � (fréquences latérales) et � (fréquences longitudinales) sac han t qu'elle

présen te une symétrie circulaire le long de l'axe � . Seules les fréquences spatiales comprises dans

la bandes passan te ( � � , � � ) son t transmises. Un double cône d'ouv erture 2u (ouv erture angulaire

de l'ob jectif ) emp êc he la transmission des fréquences longitudinales.

P ar dé�nition, cette tac he d'Airy constitue la rép onse impulsionnelle ou RIO

1

du système. Cette RIO sert à caractériser le microscop e. Elle p eut être calculée à

l'aide de mo dèles se basan t sur la théorie de la di�raction. Selon que l'on prenne en

compte ou non les e�ets de p olarisation, ces mo dèle seron t scalaires ou v ectoriels.

La RIO p eut égalemen t être mesurée en imagean t des billes �uorescen tes don t les

dimensions son t sub-résolution.

La Figure 1.5 mon tre les coup es longitudinales et transv ersale d'une RIO me-

surée. Le plan x � y mon tre bien une tac he et non un p oin t tandis que le plan

x � z mon tre une conformation en forme de double cône. On p eut constater que

les in tensités son t b eaucoup plus étalées dans ce plan que dans le plan x � y .

L'optique de F ourier nous mon tre que dans un tel système imagean t, il existe un

lien en tre le sp ectre angulaire collecté et les fréquences spatiales propres à l'ob jet.

P ar conséquen t, du p oin t de vue de l'automaticien, seules les basses fréquences

spatiales seron t collectées, et le microscop e se comp orte alors comme un �ltre passe-

bas don t la fonction de transfert optique est caractérisée par l'ouv erture n umérique

de l'ob jectif. P ar dé�nition, cette fonction de transfert est la transformée de F ourier

de la RIO. La Figure 1.6 donne une représen tation du supp ort de la fonction de

transfert (ou FTO

2

) d'un microscop e classique par rapp ort aux axes des fréquences

latérales � et longitudinales � , sac han t que le supp ort est circulaire symétrique

autour de l'axe � . La bande passan te ( � � , � � ) mon tre bien qu'il s'agit d'un �ltre

passe bas. D'autre part, un double cône don t l'ouv erture dép end de l'ouv erture

1

RIO= Rép onse Impulsionnelle Optique

2

FTO= F onction de T ransfert Optique
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n umérique de l'ob jectif emp êc he la transmission des fréquences longitudinales.

Une conséquence imp ortan te de la bande passan te limitée du système est que

l'image d'un ob jet, considéré comme une collection d'impulsions, est le résultat de

la con v olution de cet ob jet par la RIO du microscop e. Cette op ération s'écrit selon

l'équation :

I (x; y; z) =
Z + 1

�1
H (x � x1; y � y1; z � z1)O(x1; y1; z1))dx1dy1dz1 (1.3)

Où H (x; y; z) représen te la RIO du système d'acquisition et O(x; y; z) l'ob jet

original.

Dans le domaine des fréquences, l'op ération de con v olution se ramène à une

m ultiplication et l'équation 1.3 s'écrit :

bI (! x ; ! y; ! z) = bH (! x ; ! y; ! z) bO(! x ; ! y; ! z)) (1.4)

La résolution du système dép end donc de l'étalemen t de la RIO qui donne la plus

p etite distance résolue en tre deux p oin ts dans l'image. A�n d'év aluer la résolution

latérale, Ernst Abb e a prop osé un critère, RAbbe, qui corresp ond à la largeur à mi-

hauteur de la RIO et qui se calcule à partir de la longueur d'onde d'observ ation,

� , et de l'ouv erture n umérique de l'ob jectif NA [Abb e, 1873], selon l'équation :

RAbbe =
�

2NA
(1.5)

Ce critère, v alable p our les microscop es classiques a été dépassé depuis l'in v en-

tion du microscop e confo cal.

Dans ce t yp e de microscopie, le supp ort de fréquence est élargi par une op éra-

tion de con v olution en tre la fonction de transfert de l'illuminatio n et la fonction

de transfert de la détection. La Figure 1.7 mon tre les plans longitudinaux et trans-

v ersaux des RIO et des FTO corresp ondan tes p our un microscop e con v en tionnel

et un microscop e confo cal. La comparaison des Figures 1.7(f ) et (h) mon tre bien

l'élargissemen t du supp ort de fréquences longitudinales dans le cas de la microsco-

pie confo cale. En terme de résolution, la RIO confo cale p eut être estimée comme

une élév ation au carré de la RIO du microscop e con v en tionnel. Ceci est visible sur

les Figures 1.7. Il est alors observ é une amélioration de la résolution de l'ordre de
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Microscop e con v en tionnel Microscop e confo cal

(a) RIO (x-y) (b) FTO ( � x - � y ) (c) PSF (x-y) (d) FTO ( � x - � y )

(e) RIO (x-z) (f ) RIO ( � x - � z ) (g) RIO (x-z) (h) FTO ( � x - � z )

Fig. 1.7 � RIO et FTO con v en tionnelles et confo cales calculées et présen tées dans leur plans

longitudinaux et transv ersaux. P aramètres de calcul X COSM

3

: NA = 1 ; 2, � = 530 nm , taille

du pixel tp = 0 ; 015 �m p our les RIO soit une longueur de 0; 5 �m p our la barre d'éc helle. La

taille des FTO a été m ultipliée par 4 p our fa v oriser la lisibilité.

25% en latéral et de 50% en longitudinal. Les RIO on été calculées au mo y en du

logiciel X COSM

3

, basé sur le mo dèle scalaire de [Gibson et Lanni, 1991].

L'équation 1.5 mon tre que la résolution est liée à deux paramètres du système : la

longueur d'onde et l'ouv erture n umérique de l'ob jectif. En microscopie de �uores-

cence, les �uoro c hromes utilisés présen ten t des sp ectres d'excitation et d'émission

don t la distribution en longueur d'onde se situe en très grande partie dans le do-

maine visible. Il existe donc une marge de mano euvre faible dans les longueurs

d'onde utilisables. P ar conséquen t, il ne p eut s'agir d'un paramètre sur lequel il

est p ossible de jouer a�n d'améliorer la résolution. En rev anc he, des progrès tec h-

niques récen ts dans la construction des ob jectifs autorise l'utilisation d' ouv ertures

n umériques au delà de NA = 1; 4. Ceci constitue donc une v oie p ossible p our l'amé-

lioration de la résolution. Nous présen tons donc dans un premier temps l'utilisation

d'un ob jectif d'ouv erture NA = 1; 65 récemmen t dév elopp é et prévu initialemen t

p our un t yp e de microscopie particulier : la microscopie à ré�exion totale in terne

de �uorescence don t le but est de collecter et d'imager des �uoro c hromes excités

par des ondes év anescen tes.

3

P our plus de détails sur le logiciel X COSM v oir http://www.essrl .w us tl. ed u/ ~pr ez a/

xcosm/
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1.4 Ob jectifs à forte ouv erture n umérique

P our améliorer la résolution, il apparaît donc nécessaire d'utiliser des ob jectifs

de forte ouv erture n umérique ( cf. eq 1.5). T ypiquemen t, il existe en microscopie

deux t yp es d'ob jectifs à grande ouv erture n umérique :

� Les ob jectifs à immersion à h uile d'ouv erture n umérique NA = 1; 4 et don-

nan t une résolution théorique selon Abb e de 160 nm p our une détection à

� det = 450 nm . Ces ob jectifs présen ten t l'incon v énien t de s'utiliser dans une

h uile d'immersion d'indice nhuile = 1; 515 alors que les sp écimens biologiques

présen ten t un indice généralemen t assimilé à celui de l'eau nspec = 1; 33. Cette

di�érence d'indice en tre le milieu d'immersion et le sp écimen pro v o que une

ab erration sphérique de plus en plus imp ortan te lorsque la profondeur d'ob-

serv ation dans le sp écimen augmen te, ce qui dégrade les capacités d'imagerie

tridimensionnelle du microscop e.

� Les ob jectifs à immersion à eau d'ouv erture n umérique NA = 1; 2 don t les

p erformances en terme de résolution son t moindres (du fait de la plus faible

ouv erture n umérique) mais constan tes lorsque le plan de fo calisation p énètre

plus profondémen t dans le sp écimen. Ceci en traîne une meilleure capacité

p our l'imagerie tridimensionnelle.

Dans cette première étude son t considérés des ob jets pseudo 2-D ou pseudo 1-

D. On p eut citer par exemple des c hromosomes en métaphase dép osés sur une

lame de v erre, des microtubules extraits d'une cellule ou des fragmen ts d'ADN

qui p euv en t être considérés comme des sp écimens 1-D. Ces sp écimens n'étan t pas

viv an ts lors de leur observ ation, il est tout à fait en visageable de les préparer en

les incluan t dans un milieu don t l'indice corresp ond à celui du milieu d'immersion,

p our mesurer le b éné�ce de cette très grande ouv erture n umérique.

Il serait alors p ossible d'utiliser l'ob jectif récemmen t dév elopp é par Olympus

p our la microscopie de �uorescence à ré�ection in terne [Klar et Hell, 1999] et don t

l'ouv erture n umérique est de NA = 1; 65 dans une h uile d'immersion sp éciale

don t l'indice est nhuile = 1; 78. Cet ob jectif s'utilisan t a v ec des lamelles sp éciale

don t l'indice est nlamelle = 1; 788. Nous considérons égalemen t dans cette étude

le �uoro c hrome Casc ade Blue

4

et don t la longueur d'onde d'excitation est � ill =
400nm p our une détection à une longueur d'onde � det = 450 nm .

En raison des e�ets de dép olarisation induits par l'utilisation d'ob jectifs à forte

ouv erture n umérique, le mo dèle scalaire [Gibson et Lanni, 1991] que nous a v ons

utilisé p our les calculs de RIO prop osé par X COSM (c.f. Fig. 1.7, n'est pas adapté.

4

Mole cular Pr ob es
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On utilise donc le mo dèle v ectoriel de [Török et V arga, 1997] mo di�é par [Haeb erlé,

2003]. La RIO de détection est calculée a v ec le mo dèle de détection d'un dip ôle

présen té dans la référence [Haeb erlé et coll., 2003] et adapté aux cas biologiques

dans la référence [Haeb erlé, 2004]. L'adaptation de ce mo dèle consiste en une

simpli�cation aux cas biologiques p ermettan t de prendre en compte de façon aisée

les sp éci�cations du constructeur de l'ob jectif [Gibson et Lanni, 1991].

P ar soucis de simpli�cation, la RIO confo cale est calculée par une m ultiplication

en tre la RIO d'illumination et la RIO de détection. On supp ose aussi que les

p olarisations de l'onde d'illumination et de l'onde détectée son t aléatoires. Dans

ce cas la RIO confo cale présen te une symétrie circulaire.

Fig. 1.8 � Pro�l d'in tensité de la RIO confo cale a v ec ob jectif d'ouv erture n umérique NA = 1 ; 65
dans un sp écimen 2-D sp écialemen t préparé (observ ation dans l'h uile) et un ob jectif d'ouv erture

n umérique NA = 1 ; 4 observ an t dans l'eau. � ill = 400 nm , � det = 450 nm .

La Figure 1.8 présen te le pro�l de la RIO confo cale ainsi calculée p our le �uoro-

c hrome considéré. On mesure une largeur à mi-hauteur de 103nm ce qui représen te

une amélioration de la résolution de l'ordre de 25 % par rapp ort à un microscop e

confo cal équip é d'un ob jectif d'ouv erture n umérique NA = 1; 4 imagean t un sp é-

cimen don t l'indice est assimilable à celui de l'eau. Il faut bien noter que le fait

d'utiliser un tel ob jectif dans ces conditions, limite son ouv erture n umérique utile

à NA = 1; 33 et que la résolution confo cale théorique dans ce cas est de 130nm .

Cette amélioration de la résolution, qui passe par une utilisation d'un ob jectif

à forte ouv erture n umérique utilisé dans des conditions particulières, constitue un
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Fig. 1.9 � Sc héma mon tran t le problème p osé par le con�nemen t de la lumière. La �gure du

haut mon tre le con�nemen t par un ob jectif dans une surface don t les dimensions dans le plan,

x � z son t de l'ordre de �= 2 le long de l'axe x et de � le long de l'axe z . La �gure du bas mon tre

à titre de comparaison une �gure d'in terférence don t la largeur à mi-hauteur est de l'ordre de

�= 4.

premier progrès. La microscopie confo cale consiste, nous l'a v ons vu (sec. 1.3), en

une mo di�cation du mo de d'illumination asso cié à une détection confo cale. On

p eut l'in terpréter comme une structuration de l'illumination réduisan t le v olume

dans lequel les �uoro c hromes son t excités.

L'amélioration de la résolution en microscopie confo cale est donc due à la ca-

pacité à con�ner la lumière d'illumination dans un v olume le plus p etit p ossible.

La �gure 1.9 mon tre les capacités de con�nemen t d'un ob jectif standard comparé

à la largeur à mi-hauteur de l'in terfrange d'une �gure d'in terférence. Dans le cas

d'un ob jectif standard on obtien t une largeur à mi-hauteur don t l'ordre de gran-

deur est d'une longueur d'onde dans le plan longitudinal et d'une demi longueur

d'onde dans le plan transv ersal. Le phénomène d'in terférence quan t à lui, p ermet

d'obtenir une structuration de l'onde d'illumination a v ec une p ério de de �= 4. Les

tec hniques que nous allons présen ter main tenan t metten t en jeu ce phénomène à

tra v ers div erses con�gurations.
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1.5 T ec hniques existan tes utilisan t une illumina-

tion structurée

1.5.1 Illumination par in terférence longitudinale de faisceaux

en c hamps large

P our améliorer la résolution longitudinale, une solution prop osée consiste à créer

une onde stationnaire par in terférence de deux ondes planes se propagean t en sens

opp osé le long de l'axe optique [Bailey et coll., 1993, 1994]. La mo dulation d'am-

plitude due au phénomène d'in terférence génère un motif de Moiré. Dans l'espace

des fréquences, ce motif se traduit par l'apparition de deux pics de part et d'autre

du cône de fréquences manquan tes. Il en résulte que des fréquences inaccessibles

p our un ob jectif donné, son t alors transférées dans l'espace des fréquences théori-

quemen t accessibles.

L'information recueillie étan t mo dulée par l'onde d'illumination structurée, il est

nécessaire de pro céder à une démo dulation du signal. Cette démo dulation nécessite

l'acquisition de trois images successiv es p our trois v aleurs de phase di�éren tes de

l'onde d'illumination [Bailey et coll., 1993, 1994].

Cep endan t, cette tec hnique ne p ermet pas de collecter toutes les fréquences in-

termédiaires en tre la FTO standard et les pics de Moiré, ce qui p eut, dans certains

cas, pro v o quer des problèmes de reconstruction tridimensionnelle du sp écimen [Kri-

shnam urthi et coll., 1996 ; Nagorni et Hell, 2001b].

Une v arian te de ce système consiste à utiliser une illumination incohéren te, en

c hamps large et mettan t en o euvre les in terférences se pro duisan t en tre des ondes

planes émergean t de deux ob jectifs opp osés fron talemen t [Gustafsson et coll., 1995].

Il s'agit ici aussi d'une tec hnique de c hamps large qui p ermet une meilleure dis-

crimination le long de l'axe longitudinal. Cep endan t, la microscopie I 3M présen te

toujours des fréquences manquan tes le long de cet axe [Nagorni et Hell, 2001b].

1.5.2 Illumination par in terférence longitudinale de faisceaux

fo calisées

La microscopie 4P i [Hell et Stelzer, 1992] utilise égalemen t ce phénomène d'in-

terférence p our améliorer la résolution longitudinale. L'onde d'illumination est

fo calisée par deux ob jectifs opp osés fron talemen t et alignés le long de l'axe op-

tique. On distingue 3 t yp es de microscopie 4P i . Dans la microscopie 4P i A [Hell

et Stelzer, 1992], on utilise une illumination structurée et une détection confo cale
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par l'un des deux ob jectifs. Dans la microscopie 4P i B , la détection est réalisée par

in terférence des signaux détectés par les deux ob jectifs alors que l'illumination est

confo cale. La microscopie 4P i de t yp e C [Nagorni et Hell, 2001a], en�n, com bine

à la fois une illumination structurée et une détection cohéren te.

Le principal a v an tage que présen te la microscopie 4P i tien t au fait qu'il s'agit

d'une tec hnique impliquan t un bala y age du v olume de l'éc han tillon, p ermettan t

aussi une reconstruction directe du sp écimen observ é, les lob es présen ts de part et

d'autre de la RIO étan t retirés par une simple métho de de �ltrage n umérique [Hell,

1997].

Il faut cep endan t bien noter que ces tec hniques ( I 3M et 4P i ) ne p ermetten t pas

de gain latéral en résolution par rapp ort à un microscop e confo cal classique utilisé

de façon optimale.

1.5.3 Illumination par in terférences latérale de faisceaux en

c hamps large

Il est égalemen t p ossible d'améliorer la résolution latérale en microscopie en

c hamps large en utilisan t une illumination structurée latéralemen t, que se soit

par des métho des d'in terférences [Gustafsson et coll., 1997] ou tout simplemen t en

utilisan t un réseau de di�raction [Hein tzmann et Cremer, 1999]. De façon analogue

aux tec hniques d'illumination structurée longitudinalemen t, le but est ici aussi de

créer un e�et de Moiré p ermettan t de décaler par mo dulation les informations

hautes fréquences v ers le supp ort des fréquences détectables par l'ob jectif. T out

comme dans la microscopie à onde stationnaire ou p our le I 3M , il faut ici aussi

prendre une série d'images p our démo duler le signal. L'acquisition de neuf images

du même sp écimen doit être réalisée [Gustafsson, 2000]. De même, il est p ossible

de réaliser une mo dulation spatiale 2-D [F rohn et coll., 2000]

L'a v an tage de cette tec hnique est que toute la lumière est utilisée (pas de lumière

rejetée par un pinhole). De plus, s'agissan t d'une tec hnique en c hamps large, une

acquisition rapide est p ossible (pas de bala y age). D'autre part, les algorithmes de

démo dulation son t plus rapides que les pro cédés habituels de décon v olution.
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1.6 T ec hnique prop osée : illumination par in terfé-

rence latérale de faisceaux fo calisés

1.6.1 Ap o disation de l'ob jectif

Nous a v ons tout d'ab ord prop osé d'utiliser une illumination mo di�ée par une

tec hnique d'ap o disation [Haeb erlé et Simon, 2006]. Cette tec hnique consiste à uti-

liser une lame de phase particulière qui in v erse la phase de l'onde d'illumination

sur la moitié de la face d'en trée de l'ob jectif. Une telle lame de phase a déjà été uti-

lisée dans la mise en forme de faisceau d'illumination en microscopie STED [Klar

et coll., 2001]. Nous prop osons d'utiliser ce t yp e de lame de phase dans un micro-

scop e confo cal classique dans le but de réduire la taille de la RIO d'illumination,

la taille de la RIO de détection confo cale demeuran t inc hangée.

Fig. 1.10 � Sc héma de fo calisation d'une onde plane par un ob jectif de microscop e a v ec une

fonction d'ap o disation. La partie grisée de l'ob jectif représen te la zone où l'onde d'illumination

est déphasée de � (dans un soucis de simplicité, un seul milieu est représen té).

Nous décriv ons ici de façon succincte le mo dèle de calcul de RIO utilisé p our

cette étude. Considérons une onde d'illumination plane de v ecteur d'onde k0 , linéai-

remen t p olarisée le long de l'axe x et fo calisée par un ob jectif de grande ouv erture

n umérique. A�n de calculer la RIO d'illumination de ce t yp e de mon tage, le c hamps

électrique est estimé au p oin t P(xp; yp; zp) situé au v oisinage du p oin t fo cal. Nous

utilisons les co ordonnées sphériques p olaires (rp; � p; � p) a v ec r > 0, 0 � � p < � et
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0 � � p < 2� , a v ec :

xp = rp sin� p cos� p

yp = rp sin� p sin� p

zp = rp cos� p

La géométrie du problème est décrite par la Figure 1.10. Nous considérons le cas

d'un milieu strati�é à trois in terfaces, comp osé du milieu d'immersion, de la la-

melle et du sp écimen d'indice n1 , n2 et n3 resp ectiv emen t. Les in terfaces milieu

d'immersion-lamelle et lamelle-sp écimen son t resp ectiv emen t situées au co ordon-

nées z = � h1 et z = � h2 [Haeb erlé, 2003, 2004 ; Haeb erlé et coll., 2003 ; Török et

V arga, 1997]. La Figure décrit cette con�guration.

Fig. 1.11 � Sc héma décriv an t la fo calisation d'une onde plane d'illumination à tra v ers un milieu

strati�é à trois couc hes.

Le calcul de la RIO résultan te nécessite l'utilisation d'un mo dèle v ectoriel, a�n

de prendre en compte les e�et de dép olarisations induits par les ob jectifs de forte

ouv erture n umérique. Nous utilisons le mo dèle v ectoriel de di�raction prop osées

par [Török et V arga, 1997]. A v ec la fonction d'ap o disation considérée, il n'y a pas

de symétrie circulaire, il con vien t donc d'utiliser les in tégrales de di�ractions 2-D

décrites dans ce mo dèle. Notons que dans l'équation qui suit et dans la suite de

l'étude, kn représen te le v ecteur d'onde dans la nieme
couc he du milieu strati�é. Le

c hamps au p oin t rp est donné par l'équation :

E(rp) =
Z �

0

Z 2�

0
Eeir p � eik 0 	 i eik 3 r p cos� p cos� n sin � 1d�d� 1 (1.6)
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a v ec

E = A(� 1)B (�; � )

2

4
Tp cos� 3 cos2 � + Ts sin2 �
(Tp cos� 3 � Ts) cos� sin�

� Tp sin� 3 cos�

3

5
(1.7)

où A(� ) corresp ond à la fonction d'ap o disation, qui p our un système sans ab er-

ration et ob éissan t à la condition des sin us s'écrit A(� ) = cos1=2 (� ) . La fonction

B(� ) décrit quan t à elle l'in�uence de la lame de phase utilisée p our mo di�er

l'illumination. Les termes 	 i et � se calculen t a v ec :

	 1 = h2n3 cos� 3 � h1n1 cos� 1 (1.8)

� = k0 sin� 1 sin� p cos (� � � p) (1.9)

Les c÷�cien ts de transmission p our un milieu strati�é à trois in terfaces son t don-

nés par :

Ts;p =
t12s;pt23s;p exp (i� )

1 + r12s;pr23s;p exp (2i� )
(1.10)

a v ec � = k2jh2 � h1jcos�2 , les co e�cien ts de F resnel en transmission et en ré�ection

étan t donnés par :

tmn +1 ;s =
2nn cos� n

nn cos� n + nn+1 cos� n+1

tmn +1 ;p =
2nn cos� n

nn+1 cos� n + nn cos� n+1

rmn +1 ;s =
nn cos� n � nn+1 cos� n+1

nn cos� n + nn+1 cos� n+1

rmn +1 ;p =
nn+1 cos� n � nn cos� n+1

nn+1 cos� n + nn cos� n+1

En microscopie de �uorescence, on considère l'in tensité de la rép onse impulsionnelle

optique en illumination :

P SFill (x; y; z) = jEj2 = jEx + Ey + Ezj
2

(1.11)

Ces équations on t été adaptées aux con�gurations rencon trées en biologie, par [Hae-

b erlé, 2004] dans un co de de calcul utilisé p our cette étude.

La lame de phase que nous utilisons, in tro duit un décalage de phase de � sur la

moitié du c hamps du faisceau d'illumination. On a donc :

B(�; � ) = sign(� � � ) (1.12)
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Fig. 1.12 � RIO d'illumination à deux lob es obten ue au mo y en d'un mon tage a v ec une lame de

phase dans le plan fo cal arrière de l'ob jectif a v ec � ill = 400 nm et NA = 1 ; 65. (a) plan transv ersal

( x � y ), (b) plan longitudinal ( y � z ). Les �èc hes représen ten t une longueur de 200nm ( l'éc helle

le long de l'axe z étan t doublée). (c) et (d) donnen t à titre de comparaison la RIO d'illumination

classique, sans lame de phase.

Les Figures 1.12(a) et 1.12(c) mon tren t les plans transv ersaux et longitudinaux

la RIO d'illumination obten ue a v ec la lame de phase p our un ob jectif d'ouv erture

n umérique NA = 1; 65 une longueur d'onde d'excitation � ill = 400 nm . A titre

de comparaison, les Figures 1.12(b) et 1.12(d) mon tren t la RIO obten ue p our un

mon tage confo cal classique (détection à � det = 450 nm ). Sur la RIO mo di�ée,

on p eut noter l'existence de deux lob es de part et d'autre d'une v allée orien tée

le long de l'axe x . Les pics d'in tensité maximale son t situés sur l'axe y . Il est

imp ortan t de noter que l'orien tation de la p olarisation par rapp ort à celle de la

lame de phase est critique p our l'obten tion d'un tel résultat [Klar et coll., 2001].

La largeur à mi-hauteur de c hacun des lob es est de l'ordre de 105 nm . P our une

RIO d'illumination classique obten ue à tra v ers le même ob jectif, a v ec un faisceau

non p olarisé, la largeur à mi-hauteur est de 135 nm .

La Figure 1.13(a) donne le pro�l d'in tensité de la RIO à deux lob es le long de

l'axe y . Les deux lob es étan t bien séparés, Il est p ossible de les isoler en utilisan t un

mon tage confo cal particulier où le pinhole serait décalé sur un côté (t ypiquemen t

90 nm ). La Figure 1.13(b) mon tre la RIO de détection corresp ondan te, calculée

à partir du mo dèle v ectoriel de détection présen té en [Haeb erlé, 2004] et p our

une détection à � = 450 nm . La RIO confo cale ainsi obten ue est présen tée sur la

Figure 1.13(c). Sa largeur à mi-hauteur est de 90 nm . Ce qui représen te un gain
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(a) (b) (c)

Fig. 1.13 � Pro�ls d'in tensité le long de l'axe y (a) de la RIO d'illumination à deux lob es de

la Figure 1.12, (b) de la RIO de détection décalée de 90 nm et (c) de la RIO confo cal résultan te

don t la largeur à mi-hauteur est de 90 nm .

en résolution de 12; 5 % par rapp ort au mon tage confo cal sans lame de phase p our

lequel on a une largeur à mi-hauteur de 103nm .

A titre de comparaison, la RIO confo cale obten ue a v ec la même fonction d'ap o-

disation et un ob jectif plus con v en tionnel d'ouv erture n umérique NA = 1; 4, pré-

sen te une largeur à mi-hauteur de 105nm . Ce qui représen te un gain en résolution

de 25 % par rapp ort au microscop e confo cal con v en tionel a v ec le même ob jectif.

Ceci mon tre qu'un gain imp ortan t en résolution p eut égalemen t être obten u a v ec

des ob jectifs plus largemen t usités sans p our autan t mettre en o euvre un mon tage

complexe et en conserv an t une relativ e simplicité dans la préparation du sp écimen.

Cep endan t, une étude plus détaillée de la Figure 1.12 mon tre que les lob es de la

RIO du mon tage a v ec lame de phase, dans son plan longitudinal (Figure 1.12(b)),

son t plus étalés que celui obten u dans le cas d'un mon tage confo cal a v ec le même

ob jectif (Figure 1.12(d)). En e�et, la lame de phase étan t placée en amon t de

l'ob jectif, elle sépare le faisceau en deux parties. Chacune des parties du faisceau

n'illumine alors que la moitié du plan fo cal arrière de l'ob jectif. P ar conséquen t,

c haque � demi-faisceau �pro duit un sp ot plus large que p our un faisceau unique

o ccupan t la totalité du plan fo cal arrière de l'ob jectif. Ceci se traduit par une

p erte de résolution. Dans le plan transv ersal, le phénomène d'in terférence p ermet

de réduire la taille de c hacun de ces sp ots. En rev anc he, dans le plan longitudinal,

le phénomène d'in terférence ne se pro duit que sur l'axe z. En conséquence, il n'y

a pas de réduction de l'élongation de la RIO longitudinalemen t.
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1.6.2 F aisceaux décalés

Une solution à ce problème consisterait donc à faire in terférer deux ou plusieurs

faisceaux remplissan t c hacun la totalité du plan fo cal arrière de l'ob jectif, légère-

men t décalés dans le plan fo cal et correctemen t déphasés. P our le calcul de la RIO

résultan te d'une telle con�guration nous a v ons utilisé le mo dèle décrit en [Haeb erlé,

2003].

On utilisera donc p our calculer la RIO au p oin t P(x; y; z) l'équation 1.11, les

trois comp osan tes du c hamps électrique Ex , Ey et Ez étan t données par :

Ex = � i (I 0ill + I 2ill cos 2� p)
Ey = � i (I 2ill sin 2� p)
Ez = � 2I 1ill cos� p

(1.13)

I 0 , I 1 et I 2 présen ten t ici une symétrie radiale et se calculen t [Gibson et Lanni,

1991 ; Haeb erlé, 2003, 2004 ; Haeb erlé et coll., 2003 ; Török et V arga, 1997] a v ec :

I 0ill =
Z �

0

p
cos� 1 sin� 1J0(k1rp sin� 1 sin� p)

� (T2s + T2p cos� 3) exp (ik 0	 i )

� exp (ik 3rp cos� p cos� 3)d� 1

I 1ill =
Z �

0

p
cos� 1 sin� 1J1(k1rp sin� 1 sin� p)

� (T2p sin� 3) exp (ik 0	 i ) (1.14)

� exp (ik 3rp cos� p cos� 3)d� 1

I 2ill =
Z �

0

p
cos� 1 sin� 1J2(k1rp sin� 1 sin� p)

� (T2s � T2p cos� 3) exp (ik 0	 i )

� exp (ik 3rp cos� p cos� 3)d� 1

Les équations (1.13) et (1.14) mon tren t que la RIO d'illumination présen te une

dép endance vis à vis de � p . P ar conséquen t, l'utilisation d'une p olarisation linéaire

induit une dissymétrie dans la forme de la RIO obten ue qui présen te une légère

élongation le long de l'axe y p our une p olarisation le long de l'axe x .

On considère main tenan t un mon tage a v ec deux faisceaux légèremen t décalés

et correctemen t déphasés. La Figure 1.14(a) présen te cette con�guration p our un
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PSfrag replacemen ts

(a) (b)

x

x1x2

y

y1

y2

� 2p = 3�= 2

� 2p = �

� 1p = �= 2

� 1p = 0

P
P

Fig. 1.14 � Sc héma illustran t la con�guration d'illumination à deux faisceaux, (a) a v ec décalage

le long de l'axe x . Ce mon tage ne p ermet pas d'obtenir d'in terférences destructiv es en tre les deux

RIO. (b) a v ec décalage le long de l'axe y p ermettan t le phénomène d'in terférence.

décalage de deux faisceaux le long de l'axe x . Une analyse de l'équation (1.13)

mon tre que p our deux faisceaux d'illumination p olarisés linéairemen t le long de

l'axe x et légèremen t décalés le long de ce même axe, le p oin t P situé dans cette

zone de recouvremen t sera rep éré par � 1p = 0 et � 2p = � . Les comp osan tes des

c hamps électriques E1 et E2 son t données par :

E1x = � i (I 0ill + I 2ill )
E1y = 0
E1z = � 2I 1ill

(1.15)

et,

E2x = � i (I 0ill + I 2ill )
E2y = 0
E2z = 2I 1ill

(1.16)

Il apparaît que si les comp osan tes Ey son t n ulles, les comp osan tes Ex ne p euv en t

in terférer de façon destructiv e sans qu'il y ait une in terférence constructiv e en tre

les comp osan tes Ez .

En rev anc he, si l'on considère deux faisceaux légèremen t décalés le long de l'axe

y , comme sur la Figure 1.14(b), le p oin t P situé dans la zone de recouvremen t sera
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rep éré par les angles � 1p = �= 2 et � 2p = 3�= 2 les comp osan tes des c hamps E1 et

E2 seron t donnée par :

E1x = i(I 0ill + I 2ill )
E1y = 0
E1z = 0

(1.17)

et,

E2x = i(I 0ill + I 2ill )
E2y = 0
E2z = 0

(1.18)

Les comp osan tes Ey et Ez son t n ulles. Il est donc p ossible de créer une in terfé-

rence destructiv e en tre les deux comp osan tes Ex en les déphasan t de � l'une par

rapp ort à l'autre.

Fig. 1.15 � Diagramme illustran t la con�guration un mon tage d'illumination à trois faisceaux,

décalés le long de l'axe y et p ermettan t une dimin ution de la taille de la RIO cen trale par

in terférences destructiv es.

P ar extension, cette tec hnique p ermet de faire in terférer trois faisceaux fo calisés

a�n de réduire la taille de la zone cen trale de la RIO. La Figure 1.15 décrit la

con�guration en visagée, a v ec trois faisceaux p olarisés le long de l'axe x donnan t

trois RIO d'illumination légèremen t décalées le long de l'axe y . P ar un déphasage

de � des faisceaux donnan t les sp ots extrêmes et conformémen t au calcul des

comp osan tes du c hamps électrique dans la zone de fo calisation des trois faisceaux,

on v oit alors apparaître le phénomène d'in terférence destructiv e qui a p our e�et

de réduire les dimensions du sp ot cen tral le long de l'axe y .

On considère une telle con�guration que l'on compare à une con�guration confo-

cale classique. La longueur d'onde d'observ ation est � det = 500 nm p our une ex-

citation à � ill = 395 nm (corresp ondan t au �uoro c hrome Bis-ANS (B153) tubulin
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(a) (b)

(c) (d)

Fig. 1.16 � (a) RIO d'illumination p our un faisceau p olarisé linéairemen t le long de l'axe x .

(b) RIO confo cale corresp ondan te. (c) RIO d'illumination obten ue d'après le mon tage présen té

Figure 1.15. (d) RIO confo cale corresp ondan te : les lob es latéraux son t supprimés. P our toutes

ces Figures : NA = 1 ; 65, � ill = 400 nm et � det = 500 nm .

de c hez Mole cular Pr ob es

c
 ). La RIO de détection est calculée selon le mo dèle

v ectoriel simpli�é aux cas biologiques et en considéran t une p olarisation aléatoire

de l'émission de �uorescence.

La Figure 1.16(a) mon tre le plan transv ersal de la RIO d'illumination p our

un mon tage confo cal classique a v ec une illumination p olarisée linéairemen t selon

l'axe x . La Figure 1.16(b) mon tre la RIO confo cale corresp ondan te obten ue par la

m ultiplication de la RIO d'illumination par la RIO de détection.

La Figure 1.16(c) mon tre la RIO d'illumination à trois faisceaux calculée p our

le sc héma prop osé. Comme attendu, le sp ot cen tral est plus étroit que le sp ot de

la Figure 1.16(a), mais on p eut noter la présence de lob es latéraux. Le passage

par une détection confo cale p ermet de supprimer ces lob es, comme illustré par la
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Fig. 1.17 � Pro�ls d'in tensité, le long de l'axe y des RIO d'illumination trois faisceaux (trait

plein), RIO de détection (tirets) et RIO confo cale résultan te (p on tillés) don t la largeur à mi-

hauteur est de 75 nm .

Figure 1.16(d).

La Figure 1.17 représen te le pro�l d'in tensité de la RIO d'illumination 3-faisceaux

( RIO 3ill ), la RIO de détection ( RIO det ) et la RIO confo cale résultan te ( RIO 3conf ).

On mesure une largeur à mi-hauteur du lob e cen tral de 75 nm p our ( RIO 3ill ).

Notons que la largeur à mi-hauteur p our RIO 3conf est très pro c he, soit 73 nm . Ici,

en e�et, le gain en résolution n'est pas dû à la détection confo cale, con trairemen t à

un microscop e confo cal classique, mais à une illumination structurée. La détection

confo cale n'a ici p our but que d'éliminer les lob es latéraux. Notons égalemen t que

RIO 3ill a été calculée p our un décalage en tre les faisceaux c hoisi par optimisation.

Ce résultat est imp ortan t dans la pratique. En e�et, dans un microscop e confo cal

classique, la taille du pinhole est sensée être in�nimen t p etite. Cep endan t, l'utili-

sateur se v oit souv en t obligé d'ouvrir ce pinhole a�n de collecter une quan tité de

photons plus imp ortan te. Il en résulte une p erte imp ortan te de résolution. Dans le

cas d'une illumination structurée à trois faisceaux fo calisés, c'est la réduction de

la taille du lob e cen tral de la RIO d'illumination par le phénomène d'in terférence

qui améliore la résolution du système. L'ouv erture du pinhole aura p our consé-

quence d'augmen ter l'in tensité des lob es latéraux. Ceci a un e�et dommageable

sur la qualité des images obten ues qui se v erraien t en tac hées d'un double éc ho

latéral. Cep endan t, ce cas est très similaire à celui du microscop e 4P i [Hell, 1997]

qui présen te, lui, des lob es longitudinaux. Dans notre cas, il est donc en visageable
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d'appliquer la solution de traitemen t n umérique des images de microscopie 4P i qui

consiste en un simple �ltrage, tan t que l'in tensité des lob es latéraux reste à 30 %
inférieure à celle du lob e cen tral [Hell et Stelzer, 1992].

On p ourra noter, en particulier sur la Figure 1.16(d), que la RIO 3-faisceaux

confo cale obten ue présen te une forte dissymétrie : le gain en résolution n'est p os-

sible que selon l'axe y . P ar conséquen t, les images pro duite par un tel système

présen teraien t donc une résolution fortemen t anisotrop e.

Nous avons pr ésenté dans c e chapitr e les princip es de la micr osc opie de �uor es-

c enc e avant d'en souligner les limites en terme de r ésolution. Nous avons pr ésenté

une pr emièr e p ossibilité d'amélior ation de c ette r ésolution qui p orter ait sur l'uti-

lisation d'obje ctifs à forte ouvertur e numérique et une pr ép ar ation p articulièr e du

sp é cimen. Puis, apr ès un br ef r app el des dernièr es te chniques d'amélior ation de la

r ésolution utilisant une il lumination structur é e obtenue p ar le phénomène d'interfé-

r enc e, nous avons pr op osé deux voies p ossibles p our l'amélior ation de la r ésolution

latér ale. L a pr emièr e c onsiste à utiliser une lame de phase, la deuxième une il lu-

mination à tr ois faisc e aux mettant en jeu des interfér enc es latér ales. L es r ésultats

obtenus montr ent qu'il est p ossible d'obtenir un gain sensible le long d'un axe.

Dans le chapitr e suivant, nous pr ésenter ons plusieurs te chniques c ombinant plu-

sieurs images pr ésentant une r ésolution amélior é e selon un axe seulement. Ces

te chniques b asé e sur des tr aitements numériques autorisent une amélior ation iso-

tr op e de la r ésolution 2-D. Nous les appliquer ons à des images simulé e de l'il lumi-

nation mo di�é e que nous venons de pr ésenter.
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Chapitre 2

Amélioration de la résolution :

métho des n umériques

2.1 In tro duction

Nous a v ons mon tré qu'il était p ossible d'améliorer la résolution latérale en mi-

croscopie confo cale de �uorescence en utilisan t une illumination mo di�ée, formée

à partir de l'in terférence de trois faisceaux fo calisés. Nous a v ons obten u un gain

en résolution d'un facteur deux par rapp ort à un microscop e en c hamps large.

Cep endan t, ce gain en résolution ne concerne qu'une direction dans le plan trans-

v ersal. Il est toutefois en visageable de faire l'acquisition de plusieurs images du

même sp écimen a v ec di�éren tes orien tations de la RIO 3conf vis-à-vis de l'ob jet,

de sorte à obtenir un gain en résolution suiv an t di�éren tes directions. Notons que

d'un p oin t de vue théorique, le fait de tourner l'ob jet autour de l'axe z a�n de

c hanger son orien tation vis-à-vis de l'illuminatio n ne présen te pas de di�érence

a v ec le fait de mo di�er l'orien tation de l'illuminatio n vis-à-vis de l'ob jet. Cep en-

dan t, et comme nous l'a v ons mon tré précédemmen t, le fait d'obtenir l'in terférence

souhaitée en tre les trois faisceaux de l'illumination nécessite un état de p olarisa-

tion particulier. D'un p oin t de vue exp érimen tal, il paraît donc sans doute plus

opp ortun d'en visager de tourner l'ob jet le long de l'axe z.

2.2 Con�guration considérée

Une métho de d'imagerie com binan t une illumination 3-faisceaux à une détection

confo cale, couplée à l'acquisition d'une série d'images p our lesquelles l'orien tation

de l'ob jet vis-à-vis de l'illuminatio n v arie, p ermettrait donc d'accéder à une réso-

lution améliorée dans toutes les directions. Cep endan t, une étap e de traitemen t

n umérique est nécessaire p our com biner dans une seule et même image �nale les
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Fig. 2.1 � V ue shématique de l'ob jet n umérique a v ec dimensions.

gains en résolution selon les di�éren tes directions. Plusieurs métho des seron t pro-

p osées et év aluées dans ce c hapitre. A�n d'év aluer ces dernières, des sim ulations

d'acquisitions d'images doiv en t être réalisées. Ces sim ulations utilisen t les mo dèles

cités précédemmen t. Les paramètres reten us au cours de cette étude son t les sui-

v an ts :

� ob jectif : NA = 1:2, immersion dans l'eau

� longueur d'onde d'illumination : � = 395 nm
� détection à une longueur d'onde � = 500 nm

Ce qui corresp ond à l'utilisation du �uoro c hrome bis-ANS de c hez Mole cular

Pr ob es

c
 , marqueur de la m y osine, dans le cadre d'une étude biologique a v ec un

ob jectif à immersion à eau.

Un microscop e confo cal classique dans ces conditions o�re une résolution théo-

rique de 208 nm . La con�guration a v ec une illumination à 3 faisceaux et une

détection confo cale dans les même conditions, présen te quan t à elle une largeur à

mi-hauteur de 100nm dans sa partie la plus étroite. En conséquence, nous a v ons

réalisé ces sim ulations p our l'acquisition d'un ob jet n umérique don t la forme et

les dimensions p ermetten t d'év aluer les capacités de nos métho des n umériques en

terme de résolution.

Nous considérons donc un ob jet, présen té sur la Figure 2.1. Cet ob jet a été com-

p osé n umériquemen t a v ec une conformation radiale et des dimensions particulières,

dans le but de mieux év aluer un gain év en tuel en résolution selon les di�éren tes
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(a)

(b) (c) (d) (e)

(f ) (g) (h) (i)

Fig. 2.2 � Images sim ulées p our un système confo cal classique et p our un système confo cal

à illumination 3-faisceaux. (a) Ob jet n umérique original. (b) RIO confo cale normale, (c-e) RIO

3-faisceaux orien tées resp ectiv emen t à � = 0 � ; 45 � et 90 � par rapp ort à l'axe x . (f-i) Images

sim ulées corresp ondan tes calculées p our NA = 1 :2, � ill = 400 nm et � det = 500 nm .

directions. Le cercle in terne à la �gure présen te un diamètre c = 410 nm , la dis-

tance en tre le cercle et les ra y ons, noté d est de 112 nm , la plus p etite distance

en tre deux ra y ons b est de 105nm tandis que la distance la plus grande a est de

235nm .

La Figure 2.2 présen te (a) l'ob jet n umérique utilisé p our sim uler les images

obten ues a v ec (f ) un mon tage confo cal classique don t la RIO est présen tée en

(b), (g-i) un système d'illumination 3-faisceaux et détection confo cale. P our ces

images, la RIO 3-faisceaux confo cale a été prise p our di�éren tes orien tations :

resp ectiv emen t � = 0� ; 45� et 90� par rapp ort à l'axe x . Dans le cas d'un système

confo cal classique, la résolution n'est pas su�san te. Sur la Figure 2.2 on ne p eut pas

discriminer le cercle cen tral et les ra y ons (hormis dans leur partie p ériphérique).

Dans le cas d'un système à illumination 3-faisceaux et à détection confo cale, on

obtien t bien une amélioration de la résolution selon l'orien tation de la RIO. Sur la

Figure 2.2(g), on v oit bien que les ra y ons don t l'angle a v ec l'axe des x est pro c he

de 0 et 180� son t mieux résolus, tandis que dans la Figure 2.2(h) ce son t les ra y ons

don t l'angle est pro c he de � 45� ou de 135� et les ra y ons don t l'angle est pro c he de

� 90� ou de 90� dans la Figure 2.2(i). Une amélioration de la résolution dép endan t

de l'orien tation de la PSF vis-à-vis de l'ob jet est donc obten ue.
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L'acquisition par un système 3-faisceaux d'un série d'images p our lesquelles

l'orien tation de la RIO v arie p ermet donc d'accéder à une meilleure résolution

selon di�éren tes directions. Com biner les informations obten ues p our les images

d'une même série d'acquisitions devrait donc p ermettre d'obtenir une résolution

améliorée dans toutes les directions.

D'autre part, p our comparer les résultats obten us, nous a v ons b esoin d'un critère

d'erreur ce sur l'e�cacité des traitemen ts n umériques et que nous utiliserons tout

au long de ce c hapitre. Nous a v ons c hoisi ce crière ce tel que :

ce=
X X

( �I 0 � �O)2
(2.1)

où

�I 0
représen te l'image estimée normalisée par rapp ort à son propre maxim um

d'in tensité et

�O l'ob jet normalisé de la même manière. Ce critère di�ère légèremen t

de la dé�nition classique de l'erreur quadratique. Cep endan t il est pro c he de ce

dernier et p eut y être relié par un rapp ort de prop ortionnalité.

2.3 T ec hniques par fusion de données

2.3.1 Mo y ennage des données

L'acquisition d'une série d'images p our di�éren tes orien tations de la RIO 3-

faisceaux confo cale donne donc accès à une amélioration de la résolution selon une

direction di�éren te dans c haque image. A�n de com biner dans une seule et même

image les améliorations de la résolution dans toutes les directions, l'idée la plus

naturelle consiste à simplemen t mo y enner ces images . On obtien t alors une image

résultan te I 0
:

I 0 =
1
n

nX

i =0

I i (2.2)

La Figure 2.3 mon tre le résultat d'une telle métho de de fusion p our un ob jet p onc-

tuel. On étudie ainsi les RIO équiv alen tes théoriquemen t obten ue. La Figure 2.3(a)

représen te la RIO confo cale classique. Dans le cas de cette RIO, la fusion de plu-

sieurs RIO p our di�éren tes orien tations n'app orte aucun gain en terme de réso-

lution du fait qu'elle présen te une symétrie circulaire. Elle a donc été placée sur

cette �gure à titre de comparaison. La Figure 2.3(b) représen te une RIO 3-faisceaux

confo cale seule. La Figure 2.3(c) représen te le résultat de la fusion par mo y ennage

de deux RIO 3-faisceaux orien tées p erp endiculairemen t l'une par rapp ort à l'autre.

Il est in téressan t de noter sur cette dernière �gure que le lob e cen tral de la RIO

est plus étroit mais n'est pas circulaire et présen te une légère élongation le long

des axes x et y . Il faut égalemen t noter que des lob es latéraux son t encore présen ts
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(a) (b) (c) (d) (e)

Fig. 2.3 � Mo y ennage de RIO. (a) RIO confo cale classique, (b) RIO confo cale 3-faisceaux,

(c) mo y enne de 2 RIO confo cales 3-faisceaux forman t un angle de 90 � , (d) mo y enne de 4 RIO

confo cales 3-faisceaux calculées p our des angles de 0; 45; 90 et 135� , (e) (d) mo y enne de 8 RIO

confo cales 3-faisceaux calculées p our 8 angles séparés d'un pas de 22; 5 � . La barre d'éc helle

représen te 200 nm

le long des axes x et y . Cep endan t ces derniers son t tout de même attén ués par

rapp ort au lob e cen tral. La Figure 2.3(d) mon tre le résultat de la fusion de quatre

RIO 3-faisceaux orien tées selon des angles de 45� les unes par rapp ort aux autres.

Sur cette �gure on p eut noter la disparition des lob es latéraux et l'apparition d'un

faible halo autour du lob e cen tral. Ce dernier est quan t à lui encore plus étroit et

de conformation plus circulaire. La Figure 2.3(e) mon tre le résultat de la fusion de

h uit RIO 3-faisceaux p our des orien tations espacées régulièremen t d'un angle de

22; 5� . Le résultat de la fusion dans ce cas ne présen te pas d'amélioration nette par

rapp ort au précéden t obten u à partir de quatre RIO 3-faisceaux. En e�et, le résul-

tat précéden t donnan t déjà une RIO équiv alen te circulaire symétrique l'addition

de RIO supplémen taires, n'app orteron t plus d'améliorations.

Les résultats obten us sur des ob jets p onctuels p ermetten t de p enser qu'il serait

p ossible, en réalisan t la mo y enne d'une série d'images acquises p our di�éren tes

orien tations de la RIO 3-faisceaux, d'obtenir une image don t la résolution serait

améliorée dans toutes les directions de l'espace.

La Figure 2.4 mon tre l'ob jet binaire (a), son image sim ulée p our un système

confo cal classique (b) et p our un système confo cal 3-faisceaux en p olarisation li-

néaire selon l'axe x (c). Les résultats de la fusion par mo y ennage obten us p our un

système confo cal 3-faisceaux a v ec des séries de n no y aux n = 2 et � = 0 � et 90�

son t donnés sur la Figure 2.4(b), ceux p our n = 4 et � = 0� ; 45� ; 90� et 135� sur

la Figure 2.4(c)), et �nalemen t ceux p our n = 8 a v ec � v arian t par pas de 22; 5 �

sur la Figure 2.4(d)).

Il faut noter que la RIO confo cale normale (b) est circulaire symétrique. P ar

conséquen t, elle est in v arian te par rotation et les images obten ues dans une même

série son t toutes iden tiques. Il est alors in utile de présen ter les résultats obten us
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(a) ob jet (b) ce= 2 ; 56:104
(c) ce= 1 ; 51:104

(d) ce= 2 ; 05:104
(e) ce= 2 ; 09:104

(f ) ce= 2 ; 09:104

Fig. 2.4 � Mo y ennes d'images non bruitées. (a) Ob jet, (b) Image obten ue p our un système

confo cal classique, (c) p our un système confo cal 3-faisceaux, (d) mo y enne de 2 images confo cales

3-faisceaux forman t un angle de 90 � , (e) mo y enne de 4 images confo cales 3-faisceaux calculées

p our des angles de 0; 45; 90 et 135� , (f ) mo y enne de 8 images confo cales 3-faisceaux calculées

p our 8 angles séparés d'un pas de 22; 5 � . La barre d'éc helle représen te 200 nm .

par calcul d'une image mo y enne. Dans l'image sim ulée p our ce système, la partie

cen trale, hormis le b ord in térieur du cercle, n'est pas résolue alors que la partie p é-

riphérique l'est à p eine. Ceci corresp ond bien aux limites de résolutions théoriques

d'un système confo cal classique vis-à-vis des dimensions de l'ob jet considéré. Le

résultat obten u p our les séries sim ulées a v ec n = 2 RIO confo cale à 3-faisceaux (Fi-

gure 2.4(d)) est déjà sensiblemen t di�éren t. Le critère d'erreur vis-à-vis de l'ob jet

ce= 2; 05:104
augmen te de plus de 30 % par rapp ort au cas d'une image sim ulée

p our une seule RIO confo cale 3-faisceaux ce= 1; 51:104
. En e�et, si la résolution le

long de l'axe x sem ble améliorée, la résolution le long de l'axe y est moins b onne :

les ra y ons don t la direction est pro c he de l'axe x son t main tenan t distincts les uns

des autres dans leur partie p ériphérique, alors que les bases des ra y ons don t les

directions son t pro c hes l'axe y , son t main tenan t confondues. Le résultat obten u

p our la fusion d'une série a v ec n = 4 (Figure 2.4(e)), ne présen te pas d'améliora-

tion visible de la résolution par rapp ort au cas précéden t. D'ailleurs, la v aleur du

critère d'erreur ( ce= 2; 09:104
) subit une légère augmen tation par rapp ort au cas

n = 2 . En e�et, si la forme de la zone en tre le cercle et les ra y ons sem ble mieux

résolue, cela s'accompagne d'une p erte de con traste par rapp ort à celui obten u

précedemmen t le long des axes x et y . Le résultat obten u p our la fusion d'une série

a v ec n = 8 (Figure 2.4(f )), est quasimen t iden tique au précéden t, sans améliora-

tion visible de la résolution ni de c hangemen t de con traste imp ortan ts. Le critère

d'erreur ce= 2; 09:104
ne subit plus de v ariations signi�cativ e.
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n = 2 n = 4 n = 8

(a) ob jet (b) ce= 3 ; 69:104
(c) ce= 2 ; 90:104

(d) ce= 2 ; 80:104

Fig. 2.5 � Mo y ennes d'images confo cales classiques bruitées. (a) ob jet binaire, les �gures

suiv an tes présen ten t le résultat du mo y ennage de : (b) 2 images, (c) 3 images et (d) 4 images.

Le rapp ort signal à bruit dans les images a v an t mo y ennage est de 20 dB . Le critère d'erreur ce
vis-à-vis de l'ob jet est donné p our c haque mo y enne. La barre représen te 200 nm

Les résultats présen tés on t été obten us à partir de sim ulations d'images non

bruitées. Il con vien t donc de s'in terroger sur l'e�et du bruit sur cette métho de.

Classiquemen t, le bruit p ose un problème imp ortan t dans le traitemen t n umérique

des images. Dans le cas d'une fusion par mo y ennage, la situation est légèremen t

di�éren te. Chaque image étan t en tac hée d'une réalisation de bruit di�éren te, on

attend donc une e�et un lissage p ermettan t d'améliorer le rapp ort signal à bruit.

Nous a v ons vu que la RIO confo cale classique présen te une symétrie circulaire

et que, par conséquen t, elle était in v arian te en rotation. De ce fait, le mo y ennage

n'app orte pas d'amélioration de la résolution, mais devrait p ermettre un lissage

des images bruitées.

A titre d'exemple, la Figure 2.5 présen te les résultats de mo y ennage obten us p our

des images bruitées sim ulées p our un système confo cal classique. Le rapp ort signal

à bruit dans les images a v an t mo y ennage est de 20 dB . Les mo y ennages calculés

prennen t en compte des séries de 2 (Fig.2.5(b)), 4 (Fig.2.5(c)) et 8 (Fig.2.5(d))

images. Les résultats obten us con�rmen t l'e�et de lissage : le critère d'erreur dimi-

n ue lorsque le nom bre d'images pris dans la mo y enne augmen te. Sa v aleur passe

de ce= 3; 69:104
p our n = 2 à ce= 2; 90:104

p our n = 4 p our �nalemen t atteindre

ce= 2; 80:104
p our n = 8 .

On calcule main tenan t les mo y enne des images sim ulée p our un système 3-

faisceaux a v ec di�éren ts niv eaux de bruit dans des séries de n = 2 , 4 et 8.

La Figure 2.6 donne les mo y ennes p our des séries de n = 2 , 4 et 8 images sim ulées

p our des RIO confo cales 3-faisceaux et bruitées a v ec des rapp orts signal à bruit

de 20 dB (a-c) et 3 dB (d-f ). Les v aleurs du critère d'erreur son t données p our

c hacune de ces mo y ennes. Ces résultats mon tren t tout d'ab ord que con trairemen t
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ob jet

n = 2 n = 4 n = 8

20 db S/B

(a) ce= 2 ; 17:104
(b) ce= 2 ; 14:104

(c) ce= 2 ; 13:104

3 db S/B

(d) ce= 3 ; 09:104
(e) ce= 2 ; 88:104

(f ) ce= 2 ; 51:104

Fig. 2.6 � Mo y enne d'images sim ulées p our une RIO confo cale 3-faisceaux. (a) ob jet. Les

images d'origine son t bruitées a v ec un rapp ort S/B de 20 dB (a-c) puis de 3 dB (d-f ), p our des

séries à n = 2 , 4 et 8 images. Le critère d'erreur ce vis-à-vis de l'ob jet est donné p our c haque

Mo y enne. La barre représen te 200 nm .
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au cas sans bruit, la v aleur du critère d'erreur dimin ue a v ec le nom bre d'images pris

en compte dans la mo y enne. P our le cas d'un rapp ort signal à bruit 3 dB la v aleur

du critère d'erreur passe de ce= 2; 17:104
(Fig. 2.6(b)) p our une mo y enne de deux

images à ce = 2; 14:104
(Fig. 2.6(c)) p our quatre images et attein t ce = 2; 13:104

(Fig. 2.6(d))p our h uit. La dimin ution de l'erreur est encore plus sensible dans le

cas à 20 dB : ce = 3; 09:104
, ce = 2; 88:104

et ce= 2; 51:104
resp ectiv emen t p our

n = 2 , 4, 8 (Fig. 2.6(e-g)).

Ces résultats mon tren t que le calcul de mo y enne joue plus sur le bruit par l'e�et

du lissage que sur la résolution. En e�et, quand le bruit est n ul, plus le nom bre

de no y aux est imp ortan t, plus l'erreur augmen te. Dans les cas a v ec bruit, plus le

nom bre de no y aux est imp ortan t, plus l'erreur dimin ue. De plus cette dimin ution

est d'autan t plus sensible que le niv eau de bruit dans les images de départ est

imp ortan t.

Notons que la fusion par mo y ennage à 2, 4 ou 8 no y aux, appliquée au cas de

RIO confo cale 3-faisceaux p ermet d'obtenir une meilleure résolution que dans le

cas d'un système confo cal classique. Il faut égalemen t noter que, par rapp ort au

cas d'un système confo cal 3-faisceaux simple, cette tec hnique p ermet d'obtenir un

résolution isotrop e. D'autre part, la métho de p ermet une dimin ution imp ortan te

de l'e�et du bruit sur la qualité de l'image. Cep endan t, comme il a été mon tré, il

existe une p erte d'information globale : si la résolution est améliorée lo calemen t et

dans certaines directions, elle est altérée par ailleurs. Ceci est à relier à l'op ération

de mo y ennage : la résolution �nale obten ue corresp ond à une résolution mo y enne et

non pas au meilleur de la résolution de c haque image d'origine.Une autre métho de

est donc à en visager.

2.3.2 F usion dans l'espace de F ourier : FIF

Nous a v ons pu noter dans le dév elopp emen t précéden t que la fusion d'images

par mo y ennage ne p ermettait pas d'obtenir une amélioration satisfaisan te de la

résolution dans toutes les directions du plan de l'image. En e�et, le fait de calculer

une image mo y enne ne p ermet pas de tirer le meilleur de c haque image, mais de

faire la somme des qualités et des défauts de c hacune. Nous a v ons donc étudié une

autre métho de basée sur une fusion dans l'espace de F ourier[Li et coll., 2001].

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

fréquences, l'OTF

bH p eut être considérée comme un �ltre qui ne transmet que

partiellemen t les fréquences spatiales de l'ob jet. De ce p oin t de vue, l'amélioration
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(a) (b) (c)

Fig. 2.7 � Mo dules des FTO : confo cale classique (a), confo cale 3-faisceaux p our une p o-

larisation de l'illumination le long de l'axe x (b), confo cale 3-faisceaux p our p olarisation de

l'illumination le long de l'axe y .

de la résolution sur l'axe y , p ermise par l'illuminatio n à trois faisceaux, p eut s'in-

terpréter comme une meilleure transmission des fréquences spatiales de l'ob jet le

long de cet axe.

Autremen t dit, le supp ort de l'OTF du système est plus étendu et les hautes

fréquences moins attén uées le long de l'axe ! y p our une illumination à trois fais-

ceaux confo calisée, que p our un système confo cal classique.

La Figure 2.7 donne le mo dules des FTO : confo cale classique (a), confo cale

3-faisceaux (b) et confo cale 3-faisceaux p our une illumination orien tée à 90� par

rapp ort à l'axe x . On p eut constater sur cette �gure que les fréquences son t mieux

transmises selon un axe p our les FTO confo cales 3-faisceaux. Une série d'images

acquises p our di�éren tes orien tations de l'illumination à trois faisceaux corresp ond

donc au �ltrage par une série d'OTF don t les supp orts mon tren t une élongation

dans di�éren tes directions. Ceci se traduira par une série d'images dans lesquelles

les détails seron t mieux représen tés le long de di�éren tes directions. P ar consé-

quen t, au cours de la série d'acquisition, les fréquences transmises couvren t un

supp ort élargi dans plusieurs directions.

Il existe donc, dans c haque image d'une même série, des fréquences mieux trans-

mises que dans les autres. La métho de prop osée consiste en l'o ccurrence, p our une

même série d'images, à comparer p oin t à p oin t le niv eau de signal dans le domaine

de F ourier et d'extraire la v aleur du p oin t de plus grande énergie. P our un pixel de

co ordonnées (x; y) , dans une série de n images prises dans le domaine de F ourier

on dé�nit Î m (x; y) tel que :

�
�
� Î m (x; y)

�
�
�
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� �

�
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�
�
2

;
�
�
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(a) (b) ce= 2 ; 56:104
(c) ce= 1 ; 51:104

(d) ce= 1 ; 59:104
(e) ce= 1 ; 46:104

(f ) ce= 1 ; 38:104

Fig. 2.8 � Résultats d'une fusion FIF d'images non bruitées. (a) Ob jet, (b) Image obten ue

p our un système confo cal classique, (c) p our un système confo cal 3-faisceau. (d) fusion FIF de

2 images confo cales 3-faisceaux forman t un angle de 90 � , (e) fusion FIF de images confo cales

3-faisceaux calculées p our des angles de 0; 45; 90 et 135� , (f ) fusion FIF de 8 images confo cales

3-faisceaux calculées p our 8 angles séparés d'un pas de 22; 5 � . La barre d'éc helle représen te

200 nm .

La v aleur complexe de la transformée de F ourier Î 0
au pixel (x; y) est donc donnée

par :

Î 0(x; y) = Î m (x; y) (2.4)

Chaque fréquence transmise de l'ob jet est alors utilisée a v ec une transmission

optimale dans l'image �nale.

La Figure 2.8 donne les résultats d'une telle métho de de fusion. L'ob jet est

présen té en (a) tandis que l'image sim ulée p our un système confo cal classique

est présen tée en (b) l'image p our un système confo cal 3-faisceaux en p olarisation

linéaire selon l'axe x en (c). Les résultats de la fusion dans le domaine de F ourier

(FIF) obten us p our un système confo cal 3-faisceaux son t présen tés a v ec des séries

de n no y aux. P our n = 2 et � = 0 � et 90� en (Fig. 2.4(b)), n = 4 et � = 0� ; 45� ; 90�

et 135� en (Fig. 2.4(c)), et �nalemen t p our n = 8 a v ec � v arian t par pas de 22; 5 �

en (Fig. 2.4(d)).

Rapp elons tout d'ab ord que dans le cas d'un système confo cal classique, toutes

les images d'une même série son t iden tiques. De la même façon que p our la fusion

par mo y ennage, la métho de FIF ne présen te donc pas d'in térêt : le résultat obten u

sera iden tique à toutes les images de la série. Les Figures 2.8(b) et 2.8(c) on t été

étudiées précédemmen t et ne son t présen tées ici qu'à titre de comparaison. Le
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résultat obten u p our les séries sim ulées a v ec n = 2 RIO confo cales à 3-faisceaux

ets donné sur la Figure 2.8(d). Le critère d'erreur vis-à-vis de l'ob jet ce= 1; 59:104

augmen te faiblemen t ( 5 %) par rapp ort au cas d'une image sim ulée p our une seule

RIO confo cale 3-faisceaux ce = 1; 51:104
. On p eut v oir que la résolution le long

de l'axe x sem ble améliorée, tout en préserv an t la résolution long de l'axe y : les

ra y ons son t distincts de la p ériphérie et au niv eau de leur bases. Le cercle cen tral est

quasimen t résolu. En e�et, des zones de plus fortes in tensités demeuren t p our les

directions 45� =225� et 135� =315� , ce qui corresp ond aux angles non pris en compte

dans la série. La légère augmen tation du critère d'erreur p eut être imputée aux

reb onds que l'on v oit apparaître autour de l'ob jet et qui corresp onden t aux lob es

latéraux de la RIO confo cale 3-faisceaux. Le résultat obten u p our la fusion d'une

série a v ec n = 4 (Figure 2.8(f )), présen te une légère amélioration de la résolution

par rapp ort au cas précéden t. L'erreur ( ce = 1; 46:104
) dimin ue légèremen t par

rapp ort au cas n = 2 p our prendre une v aleur inférieure au cas à un no y au, sans

fusion. En e�et, le cercle cen tral est main tenan t mieux résolu. On note ici égalemen t

la présence de zone d'in tensité plus élev ée dans les directions non prises en compte

dans la série. Les reb onds présen ts autour de la �gure son t atten ués. P our la

fusion d'une série a v ec n = 8 (Figure 2.8(g)), l'erreur dimin ue signi�cativ emen t

p our passer à ce= 1; 38:104
. Dans ce cas, les reb onds son t encores atten ués et les

zones de plus fortes in tensités en b ordure du cercle on t quasimen t disparues.

La tec hnique de fusion FIF p ermet donc de tirer parti du gain en résolution dans

plusieurs directions qu'o�re une série d'images acquises p our di�éren ts angles de

la RIO confo cale 3-faisceaux. Cep endan t les sim ulations réalisées ne tiennen t pas

compte du bruit qui apparaît lors d'une acquisition en conditions réelles. Dans ce

t yp e de métho de de fusion en particulier, il est légitime de p enser que la sensibilité

au bruit est d'autan t plus imp ortan te que l'on réalise ici non pas une mo y enne,

mais une sélection de fréquences sur les pixels de plus haute énergie. Le bruit

p eut alors p erturb er le pro cessus de sélection en a joutan t des fréquences qui ne

devraien t théoriquemen t pas être transmises ou qui n'existen t pas dans le supp ort

de l'ob jet.

A�n d'éviter ce phénomène, nous réalisons un pré-�ltrage. Le princip e mis en

÷uvre dans notre cas, consiste à op érer l'op ération de fusion sur les fréquences qui

corresp onden t au supp ort de l'OTF. Si cette métho de ne p ermet pas de supprimer

l'e�et du bruit sur les fréquences transmises, elle p ermet de supprimer le bruit

haute fréquence don t on p eut p enser qu'il est plus p erturbateur p our la lisibilité

de l'image �nale.
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n = 2 n = 4 n = 8

(a) ob jet (b) ce= 2 ; 46:104
(c) ce= 2 ; 46:104

(d) ce= 2 ; 35:104

Fig. 2.9 � F usion FIF d'images confo cales classiques bruitées. (a) ob jet binaire, les �gures

suiv an tes présen ten t le résultat de la fusion de : (b) 2 images, (c) 3 images et (d) 4 images. Le

rapp ort signal à bruit dans les images a v an t mo y ennage est de 20 dB . Le critère d'erreur ce
vis-à-vis de l'ob jet est donné p our c haque résultat de fusion. La barre représen te 200 nm

Le �ltre utilisé est une simple fonction p orte qui coup e les fréquences au-delà

d'une fréquence de coupure f c . Cette fréquence de coupure est égale à la plus haute

fréquence spatiale transmise par le supp ort de l'OTF confo cale 3-faisceaux et ce

p our toutes les images. Le �ltre � s'écrit donc :

�( � x ; � y) =
�

1 si(� 2
x + � 2

y) � f 2
c

0 si(� 2
x + � 2

y) > f 2
c

(2.5)

La Figure 2.9 présen te les résultats de fusion FIF obten us p our des images

bruitées sim ulées p our un système confo cal classique. Le rapp ort signal à bruit

dans les images a v an t fusion est de 20 dB . Les fusions on t été calculées en prenan t

en compte des séries de 2 (Fig.2.9(b)), 4 (Fig.2.9(c)) et 8 (Fig.2.9(d)) images. Les

résultats obten us présen ten t des particularités due à la métho de utilisée. En e�et,

la v aleur du critère d'erreur est iden tique dans les deux premier cas : ce= 2; 46:104

p our n = 2 et n = 4 . D'autre part, le critère dimin ue à ce= 2; 35:104
p our n = 8 .

Les images utilisées son t a priori comparables en terme de rapp ort signal à bruit

et de fréquences transmises. D'autre part, on attend pas ici d'e�et de lissage. La

dimin ution du critère d'erreur p eut s'expliquer di�éremmen t. Dans c haque image,

les fréquences p ortées par le supp ort de l'OTF ne son t transmises que partielle-

men t. L'addition de bruit couplé au �ltrage des hautes fréquences implique un

rehaussemen t de certaines fréquences transmises par le supp ort de l'OTF. Ce phé-

nomène p eut alors arti�ciellemen t a v an tager des fréquences de l'ob jet qui n'étaien t

que partiellemen t transmises. Ceci se traduit alors par une dimin ution du critère

d'erreur.

Les fusions FIF d'images bruitées p our un système 3-faisceaux confo cal son t

présen tées dans la Figure 2.10.
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ob jet

n = 2 n = 4 n = 8

20 db S/B

(a) ce= 1 ; 58:104
(b) ce= 1 ; 45:104

(c) ce= 1 ; 38:104

3 db S/B

(d) ce= 1 ; 54:104
(e) ce= 1 ; 41:104

(f ) ce= 1 ; 32:104

Fig. 2.10 � F usions d'images sim ulées p our une RIO confo cale 3-faisceaux. (a) ob jet. Les

images d'origine son t bruitées a v ec un rapp ort S/B de 20 dB (a-c) puis de 3 dB (d-f ), p our des

séries à n = 2 , 4 et 8 images. Le critère d'erreur ce vis-à-vis de l'ob jet est donné p our c haque

résultat de fusion. La barre représen te 200 nm .
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La Figure 2.10 illustre le comp ortemen t de la fusion FIF sur des série d'images

sim ulée p our un système 3-faisceaux confo cal. Les images d'origine son t bruitées

a v ec un rapp ort S/B de 20 dB (a-c) puis de 3 dB (d-f ), p our des séries à n = 2 , 4
et 8 images.

T out d'ab ord, on p eut constater que p our un même niv eau de bruit, le critère

d'erreur dimin ue a v ec le nom bre d'images d'origines dans la série. P our un rapp ort

signal à bruit de 20 dB , la v aleur du critère d'erreur passe de ce = 1; 58:104

p our n = 2 (Fig. 2.10(b)) à ce = 1; 45:104
p our n = 4 (Fig. 2.10(c)) et attein t

ce = 1; 38:104
p our n = 8 (Fig. 2.10(d)). P our les séries où les images d'origines

son t bruitées a v ec un rapp ort signal à bruit de 3 dB les v aleurs du critère d'erreur

son t ce= 1; 54:104
, ce= 1; 41:104

et ce= 1; 32:104
resp ectiv emen t p our n = 2 , 4 et

8 (Fig. 2.10(e-g)).

Le deuxième p oin t in téressan t à noter est que, parado xalemen t, l'erreur dimin ue

quand le niv eau de bruit augmen te, en particulier p our les séries à n = 8 . On

retrouv e ce qui a été observ é dans la Figure 2.9 et on p eut a v ancer la même

explication. Ces résultats amènen t quelques ré�exions.

T out d'ab ord, nous sommes ici dans le cas d'un ob jet binaire très particulier

a v ec des b ords francs qui représen ten t une information très étendue en terme de

fréquences spatiales. Ensuite, le fait que le critère d'erreur dimin ue, ne p ermet pas

d'assurer de façon certaine que l'image reconstruite soit plus pro c he de la réalité.

En e�et, l'observ ation min utieuse la Figure 2.10(g), mon tre qu'il y a une certaine

gran ulosité dans l'image obten ue. Or, un observ ateur n'a y an t aucune information

a priori sur l'ob jet serait sans doute induit en erreur quan t à la forme de l'ob jet.

On retiendra donc simplemen t que le bruit n'a�ecte pas de façon déterminan te le

pro cédé de fusion FIF asso ciée à un pré-�ltrage. Au �nal, tout dép end du com-

promis souhaité en tre le gain en résolution et le rendu �nal. Rapp elons toutefois

que le but de ce mon tage asso cié à cette métho de de fusion n'est pas de com battre

le bruit, mais bien d'obtenir une résolution améliorée dans toutes les directions

de l'espace. La rec herc he d'un niv eau de bruit minim um doit alors être menée en

amon t, duran t le pro cessus d'acquisition.

2.4 T ec hniques de décon v olution

2.4.1 Rapp els sur la décon v olution

La décon v olution est une métho de de traitemen t n umérique de l'image a y an t

p our but d'améliorer la résolution d'une image a�n de la rendre plus �dèle à l'ob jet
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observ é [McNally et coll., 1999 ; V erv eer, 1998]. L'équip e au sein de laquelle a été

réalisé cette étude tra v aille sur ce sujet depuis quinze ans et a acquis une exp ertise

dans ce domaine [Chomik, 1997 ; Chomik et coll., 1997 ; Colicc hio et coll., 2005 ;

Haeb erlé et coll., 2001]. C'est p ourquoi cette métho de a été en visagée parmi les

traitemen ts n umériques applicables au cas de la tec hnique basée sur une succession

d'illuminations 3-faisceaux.

Plus précisémen t, la décon v olution consiste à résoudre par des métho des n u-

mériques le problème p osé par la résolution de l'équation (1.3) a�n d'estimer au

mieux O [A tkinson, 1997]. Dans cette équation, seule I est conn ue, de façon pré-

cise. La RIO ( H ) p eut-être inconn ue ou partiellemen t conn ue. On parle alors de

décon v olution m y op e ou a v eugle [Holmes et O'Connor, 2000 ; Holmes, 1992 ; Mac-

Callum, 1990]. T outefois, la plupart du temps, on considère que la RIO est conn ue

,soit qu'elle ait été mesurée, soit qu'elle ait été calculée. D'autre part, on p eut esti-

mer les propriétés statistiques du bruit b. En�n il est concev able que dans certain

cas, on puisse a v oir une connaissance a priori sur certaines propriétés de l'ob jet

O [Homem et coll., 2002].

A�n de trouv er une solution à ce problème, il faut a v oir recourt à des algo-

rithmes qui nécessiten t la mise en place de plusieurs outils. Le premiers de ces

outils est un critère d'erreur qui p ermet d'év aluer le degré de ressem blance du

résultat obten u. Généralemen t, les algorithmes de décon v olution se basen t sur un

compromis à réaliser en tre la ressem blance, et l'ampli�cation du bruit [Tikhono v

et Arsenin, 1977]. C'est p ourquoi, le deuxième outil à mettre en place consiste en

une fonction de coût qui p ermet d'év aluer ce compromis. D'autre part, il arriv e

qu'une connaissance a priori de certaines caractéristiques de l'ob jet p ermette de

baliser l'espace des solutions. En�n, le dernier outil consiste en un algorithme de

minimisation, a y an t p our but de trouv er le minim um de la fonction de coût.

Bien que leur structure générale soit la même, il est p ossible de distinguer deux

grandes familles d'algorithmes de décon v olution. En e�et, il existe au moins deux

appro c hes du pro cessus de formation d'images. L'appro c he déterministe [Jansson

et coll., 1984 ; Meinel, 1986 ; V an Cittert, 1931] et l'appro c he Ba y esienne [Conc hello,

1998 ; Demomen t et Idier, 2001 ; Holmes, 1988 ; Holmes et Liu, 1989 ; Hun t, 1994 ;

Lucy, 1974 ; Ric hardson, 1972]. L'appro c he déterministe est directemen t basée sur

les lois de l'optique di�ractiv e, et l'image �nale corresp ond bien à une collection

de RIO.

L'appro c he Ba y esienne, quan t à elle, fait référence à une appro c he statistique de

la formation d'image où l'on étudie la probabilité p our un photon d'être lo calisé

45



dans l'espace image. Cette appro c he est basée sur la statistique P oissonnienne dans

la mesure où c'est à cette loi qu'ob éit la probabilité de détection d'un photon sur

un capteur CCD.

P armi ces deux grandes familles d'algorithmes, on p eut distinguer deux autres

sous-group es dans c haque famille selon qu'il existe une solution analytique ou non

au problème de la minimisation de la fonction de coût. Dans le cas d'une solution

analytique existan te, on parlera d'algorithme direct . Dans le cas con traire, un

pro cessus itératif est utilisé p our trouv er ce minim um, on parle alors d'algorithme

itératifs.

La mise en ÷uvre d'un algorithme de décon v olution adapté à notre problème

de tirer le meilleur partie d'une série d'images présen tan t des gains en résolution

selon di�éren tes directions, sem ble a priori p ossible. Cep endan t, les algorithmes

classiques ne metten t pas en jeu des séries d'images obten ues p our des séries de

RIO di�éren tes. Dans le cadre de la tec hnique que nous prop osons, il faudrait alors

réaliser plusieurs décon v olutions don t on fusionnerait ensuite les résultats. Deux

raisons essen tielles nous on t détourné de cette appro c he. La première tien t au fait

que la décon v olution d'une image représen te un coût en temps de calcul qui p eut,

dans certains cas être considéré comme handicapan t. A fortiori , p our une série

de décon v olutions le temps serait m ultiplié autan t de fois qu'il y a d'images dans

la série. D'autre part, un algorithme de décon v olution m ulti-no y aux a été étudié

par [Goudail et coll., 2000] et corresp ondrait bien à la problématique qui nous est

p osée.

2.4.2 Décon v olution à n-no y aux

[Ghiglia, 1984] a prop osé une appro c he à no y aux m ultiples p our la décon v olution

sim ultanée de plusieurs images représen tan t plusieurs v ersions d'une même scène.

P ar plusieurs v ersions, il faut comprendre des images acquises a v ec une fonction de

transfert v arian t au cours de la série. Cette appro c he p ermet de prendre en compte

la div ersité des informations transmises au tra v ers des di�éren tes acquisitions.

De plus, elle p ermet de s'a�ranc hir en partie d'une con train te imp ortan te des

tec hniques de décon v olutions : la présence de zéros dans la fonction de transfert

impliquan t la p erte de certaines fréquences. Dans le cas d'une appro c he à plusieurs

v ersions, la fonction de transfert v arian t p our c hacune d'elle, les zéros seron t en

partie di�éremmen t placés. De ce fait, les fréquences absen tes dans une image,

seron t présen tes dans une autre.
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Une étude approfondie de la décon v olution à plusieurs no y aux a été menée

par [Goudail et coll., 2000] dans le but d'en év aluer l'e�cacité et la robustesse.

Nous prop osons d'év aluer cette métho de dans le cadre de l'illuminatio n à trois

faisceaux. Considérons l'acquisition d'une série de k images d'une même scène O
con v oluée par les k no y aux résultan t des k rotations de la RIO d'illumination

3-faisceaux. Dans ce cas particulier et dans le domaine des fréquences spatiales,

l'équation 1.3 devien t :

I (k)(x; y; z) =
Z + 1

�1
H (k)(x � x1; y � y1; z � z1)O(k)(x1; y1; z1))dx1dy1dz1 � b(k)(x; y; z)

(2.6)

où b(k)
est considéré comme un tirage indép endan t de bruit blanc Gaussien p our

c haque image de la série. La métho de de décon v olution considérée par [Goudail

et coll., 2000] consiste en une régularisation selon Thik ono v utilisan t la norme d'un

�ltre Laplacien comme fonction de régularisation don t le but est de con trebalancer

l'e�et des hautes fréquences. L'ob jet estimé est la solution minimisan t la fonction

de coût F :

F (O0) =
nX

k=1




 I (k) � H (k) 
 O0




 2

+ � kL 
 O0k2
(2.7)

où O0
est l'estimée de l'ob jet dev an t minimiser la fonction de coût, L la rép onse

impulsionnelle du �ltre Laplacien, et � un paramètre de régularisation p ermettan t

d'a juster l'e�et de L . Notons que nous a v ons bien une fonction de coût qui met

en jeu un critère de ressem blance (ici la somme des erreurs quadratiques des n
images) et un outils de régulation de l'e�et du bruit à tra v ers le �ltre Laplacien.

Il a été démon tré [Goudail et coll., 2000] que la minimisation de cette fonction

de coût présen tait une solution analytique à tra v ers l'op érateur de décon v olution

suiv an t dans le domaine de F ourier :

Ô0(! x ; ! y) =

nP

k=1
Ĥk(! x ; ! y) � Î k(! x ; ! y)

nP

k=1

�
�
�Ĥk(! x ; ! y)

�
�
�
2

+ � jL(! x ; ! y)j2
(2.8)

Il doit être précisé que les décon v olutions présen tées par la suite on t été e�ectuées

p our une v aleur de � minimisan t le critère d'erreur. Ceci implique la réalisation

d'une série de décon v olutions p our lesquelles le paramètre � v arie et l'erreur est

estimée. Il est cep endan t tout à fait en visageable d'automatiser cette pro cédure à

l'instar de ce qui a été réalisé p our les algorithmes LLS et MAP par [Colicc hio

et coll., 2005] duran t sa thèse au lab oratoire MIPS.
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Application de la décon v olution n-no y aux à un système 3-faisceaux

confo cal

(b) ec= 0 ; 79:104

(a) objet (c) ec= 0 ; 76:104

(d) ec= 0 ; 75:104

Fig. 2.11 � Décon v olution m ulti-no y aux calculé p our l' ob jet binaire (a) don t l'acquisition a

été sim ulée p our (b) n = 2 et � = 0 � et 90 � , (c) n = 4 et � = 0� ; 45� ; 90 � , et 135� , (d) n = 8 et

� v arian t par pas de 22; 5 � .

Cette métho de de décon v olution m ulti-no y aux a été appliquée aux séries d'images

obten ues par sim ulations n umériques. La Figure 2.11 mon tre l'ob jet binaire (a)

don t l'acquisition a été sim ulée p our n = 2 et � = 0 � et 90� (Fig. 2.11(b)), n = 4
et � = 0� ; 45� ; 90� et 135� (Fig. 2.11(c)), et �nalemen t p our n = 8 a v ec � v arian t

par pas de 22; 5 � (Fig. 2.11(d)). Si, comme attendu, un nom bre imp ortan t d'ac-

quisition p ermet une excellen te reconstruction de l'ob jet, le résultat obten u p our

une série de quatre images p ermet déjà une reconstruction très satisfaisan te.

Ce résultat présen te un in térêt non négligeable dans le cadre d'un mise en ÷uvre

pratique, dans la mesure où il p ermet d'obtenir une reconstruction con v enable a v ec

un moindre nom bre d'acquisition, évitan t ainsi des phénomènes de photoblanc hie-

men t ou p ermettan t tout simplemen t d'augmen ter la vitesse d'acquisition. Ceci

est imp ortan t p our l'observ ation de sp écimens viv an ts, p ouv an t b ouger duran t un
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long pro cessus d'acquisition. Notons que dans le cas de sp écimens p our lesquels il

existe une information a priori comme par exemple une orien tation préféren tielle

de �bres ou des sp écimens 1-D comme des fragmen ts d'ADN ou des microtubules,

il est tout à fait en visageable de c hoisir des directions de p olarisation préféren tielles

a�n de réduire le nom bre d'acquisitions tout en assuran t un transfert optimal des

fréquences de l'ob jet et donc une reconstruction p erforman te.

La suite de cette étude a été publiée en 2006 à partir de résultats sim ulés p our

un ob jet binaire représen tan t la form ule d'Abb e. Le c hoix de cet ob jet particulier

est un hommage à ce scien ti�que don t le cen tenaire de la mort a v ait lieu en 2005

alors que ces tra v aux étaien t présen tés au congrès F o cus on Micr osc opy à Jena,

sa ville natale. D'autre part, cet ob jet a p our a v an tage de présen ter un géométrie

plus quelconque que la mire radiale précédemmen t utilisée. La Figure 2.12 donne

les résultats obten us p our cet ob jet don t les acquisitions et les décon v olutions

on t été sim ulées de la même façon que dans la Figure 2.12. Dans la Figure 2.12

l'acquisition a été sim ulée p our n = 2 et � = 0� et 90� (Fig. 2.12(b)), n = 4 et

� = 0� ; 45� ; 90� et 135� (Fig. 2.12(c)), et �nalemen t p our n = 8 a v ec � v arian t par

pas de 22; 5� (Fig. 2.12(d)).

1

On p eut constater sur cette �gure que le résultat est

déjà satisfaisan t p our une décon v olution à n = 4 no y aux.

Fig. 2.12 � Décon v olution m ulti-no y aux calculé p our un ob jet binaire (a) don t l'acquisition a

été sim ulée p our (b) n = 2 et � = 0 � et 90 � , (c) n = 4 et � = 0� ; 45� ; 90 � , et 135� , (d) n = 8 et

� v arian t par pas de 22; 5 � .

1

Il doit être précisé que ces décon v olutions on t été e�ectuée p our une v aleur de � minimisan t

le critère d'erreur.
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E�et du bruit dans la décon v olution n-no y aux

Un autre paramètre limitan t de la décon v olution est la présence de bruit. En

e�et, le bruit p eut, à tra v ers le pro cessus de décon v olution, se trouv er ampli�é de

façon imp ortan te, réduisan t ainsi de façon drastique la qualité du résultat obten u,

jusqu'à rendre n ul l'in térêt du pro cessus lui-même. Il con vien t donc, dans le pro cédé

de décon v olution, de déterminer le niv eau de régularisation optimal en fonction du

niv eau de bruit dans l'image [Colicc hio et coll., 2005].

Dans le cas de la décon v olution à plusieurs no y aux, le cas est plus fa v orable.

En e�et, on p eut considérer que c haque image d'une série est en tac hée d'une

réalisation de bruit di�éren te. [Goudail et coll., 2000] on t étudié l'a v an tage que

représen te l'appro c he de la décon v olution à plusieurs no y aux quan t à la robustesse

au bruit dans le cas d'une décon v olution à deux no y aux. Les auteurs metten t en

évidence l'e�et p ositif du mo y ennage du bruit p ermit par cette appro c he. En e�et,

cette dernière est basée en partie sur l'addition des di�éren tes images de la série

(Eq. (2.8)). P ar conséquen t, il est en visageable d'augmen ter la robustesse au bruit

en augmen tan t le nom bre d'images acquises a v ec di�éren tes fonctions de trans-

fert. L'a v an tage que présen te la décon v olution à plusieurs no y aux asso ciée à une

tec hnique d'illumination p ermettan t des RIO de largeur réduite, est donc double :

augmen ter la résolution �nale par la com binaison d'information obten ues à tra v ers

plusieurs vues d'une même scène, mais aussi dimin uer la sensibilité au bruit du

pro cédé de décon v olution.

Dans les Figures 2.13(b-d), son t représen tées les sim ulations de l'acquisition

de l'ob jet représen té dans la Figure 2.12(a) calculées p our des réalisations de

bruit don t les rapp orts signal sur bruit son t di�éren ts et p our une illumination

à trois faisceaux, une détection confo cale et une même orien tation de la p olari-

sation � = 90 � . Les Figures 2.13(e-g) mon tren t le résultat des décon v olutions

4-no y aux basées sur des série de 4 images sim ulées p our des no y aux orien tés à

� = 0� ; 45� ; 90 � et 135� , et un rapp ort signal à bruit de 20 dB et 3 dB resp ecti-

v emen t. A titre de comparaison, les Figures 2.13(h-j) mon tren t le résultat d'une

décon v olution mono-no y au sur des images sim ulan t une acquisition con v en tionnelle

en microscopie confo cale p our une RIO classique obten ue p our une p olarisation le

long de l'axe x a v ec les même rapp orts signal à bruit.

Les décon v olutions à un no y au on t été obten ues simplemen t en utilisan t l'équa-

tion (2.8) a v ec n = 1 . Dans le but d'obtenir une comparaison équitable, les Fi-

gures 2.13(h-j) représen ten t la mo y enne de quatre décon v olutions p our quatre

images sim ulées a v ec quatre réalisations de bruit di�éren tes, a�n de réduire l'e�et

du bruit comme le fait la décon v olution à plusieurs no y aux.
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Fig. 2.13 � Comparaison de la décon v olution m ulti-no y aux a v ec une RIO rétrécie latéralemen t

et une décon v olution mono-no y au a v ec une RIO confo cale classique, p our di�éren ts niv eaux de

bruit : sans bruit, S=B = 20 dB et S=B = 3 dB . (a) Ob jet, (b)-(d) : sim ulations de l'acquisition

a v ec une RIO confo cale 3-faisceaux orien tée à � = 90 � resp ectiv emen t sans bruit (b) et a v ec un

rapp ort signal à bruit de 20 dB (c) et 3 dB (d). (e-g) décon v olutions 4-no y aux corresp ondan tes.

(h-j) mo y ennes corresp ondan tes de 4 décon v olutions mono-no y au.

P our c hacun des cas en visagés, le résultat de la décon v olution à 4 no y aux sem ble

donner un résultat de meilleure qualité que la décon v olution à un seul no y au : un

examen détaillé mon tre par exemple que la qualité du résultat obten u dans la

Figure 2.13(i) p our une décon v olution à un no y au et p our un rapp ort signal sur

bruit de 20 dB est comparable à celui obten u dans la Figure 2.13(g) mais p our

une décon v olution à no y aux m ultiple et p our un rapp ort signal sur bruit de 3 dB .

Cep endan t, ce critère visuel ne p eut-être reten u en raison de sa sub jectivité. C'est

p ourquoi un critère quan titatif mesuran t l'écart du résultat de la décon v olution et

l'ob jet doit être calculé.

Choix du paramètre de régularisation

Comme il a été précisé, la v aleur c hoisie p our le paramètre de régularisation �
imp orte sur les résultats obten us lors de la décon v olution. Il con vien t donc d'étudier

l'e�et de la v ariation de ce paramètre sur la qualité de la reconstruction et ce en

fonction des niv eaux de bruit sim ulés.
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Sur la Figure 2.14, son t représen tées les v aleur du critère d'erreur ( ce) en tre les

images décon v oluées et l'ob jet d'origine en fonction du paramètre de régularisa-

tion � p our les deux métho des de décon v olution 4-no y aux(trait plein) et mono-

no y au(tirets) et p our deux v aleur du rapp ort signal à bruit S=B = 20 dB (a) et

S=B = 3 dB (b).

L'analyse des courb es de la Figure 2.14 mon tre que la v aleur optim um de �
est di�éren te p our c haque t yp e de décon v olution. Cep endan t, on p ourra noter que

p our des v aleurs de � optimales la v aleur de l'erreur dans le cas de la décon v olution

à no y aux m ultiple est inférieur au cas de la décon v olution à un no y au et ce p our

les deux niv eaux de bruit. Ce constat est iden tique dans le cas d'images sans bruit.

PSfrag replacemen ts

(a) (b)

cece

log10�log10�

Fig. 2.14 � Courb es donnan t le critère d'erreur en tre l'ob jet original et le résultat de décon-

v olution en fonction du paramètre de régularisation � . Comparaison en tre une décon v olution

mono-no y au (tirets) et une décon v olution 4-no y aux p our une RIO confo cale 3-faisceaux (trait

plein). (a) S=B = 20 dB , (b) S=B = 3 dB . Le rectangle en p oin tillé indique les limites du do-

maine p our lequel, à une v aleur de � donnée, la décon v olution m ulti-no y aux, donne une erreur

inférieure à celle obten ue p our la décon v olution mono-no y au.

On p ourra aussi noter, sur la Figure 2.14, que la v aleur de l'erreur p our une

décon v olution à plusieurs no y aux est inférieure à l'erreur obten ue p our une décon-

v olution mono-no y au sur une large plage de � . Ceci mon tre que la décon v olution à

plusieurs no y aux, même si elle n'est pas réalisée à son optim um, donne de meilleurs

résultats que la décon v olution à un no y au. C'est un résultat imp ortan t sur le plan

pratique. En e�et, dans le cadre d'une utilisation d'un tel algorithme par des non-

sp écialistes, la marge de man÷uvre dans la rec herc he d'une v aleur optimale du

paramètre de régularisation est ampli�ée.

Ces constatations con�rmen t p our le cas de RIO asymétriques les résultats ob-

ten us par [Goudail et coll., 2000] p our des RIO symétriques, mais de tailles di�é-

ren tes.
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E�et d'une erreur de RIO

Une autre propriété de la décon v olution m utli-no y aux mise en évidence par

Goudail (et coll.) concerne la robustesse par rapp ort à la connaissance exacte de

la RIO utilisée p our la décon v olution.

Il paraît éviden t que la qualité de la décon v olution a v ec l'algorithme que nous

a v ons c hoisi, dép end de la connaissance du no y au à utiliser, c'est à dire la RIO

du système. En raison de l'imprécision des mo dèles, ou de la qualité des mesures

e�ectuées, cette connaissance de la RIO du système est toujours en tac hée d'une

erreur d'estimation. Il existe donc un décalage en tre la RIO réelle du système et

la RIO supp osée, utilisée p our la décon v olution.

PSfrag replacemen ts

ce

log10�

Fig. 2.15 � Courb es donnan t le critère d'erreur en tre l'ob jet original et le résultat de décon v o-

lution en fonction du paramètre de régularisation � et d'une erreur d'estimation systématique sur

l'angle de la RIO serv an t à la décon v olution p our un rapp ort signal à bruit de S=B = 3 dB .T rait

plein épais : décon v olution 4-no y aux sans erreur. T rait plein gris : équiv alen t p our mono-no y au.

T rait plein : erreur de 5 � . trait p oin tillé : erreur de 10� . T rait tirets : erreur de 15� . T rait mixte

erreur de 20 � .

P ar exemple dans le mon tage que nous sim ulons, l'obten tion d'une série de n
images passe par n rotations du sp écimen par rapp ort au système. Mais on p eut

supp oser que, dans la pratique, il p ourrait exister une erreur dans l'incrémen t

d'angle en tre c haque image. La série des n RIO utilisées p our la décon v olution

di�ère alors de la série des n RIO réelles. A�n d'étudier l'e�et d'une erreur d'esti-

mation de la série de RIO utilisée p our la décon v olution, nous a v ons appliqué au

cas d'une acquisition d'une série de 4 images acquises p our � = 0� ; 45� ; 90� ; 135�

et 135� une décon v olution a v ec une erreur systématique sur l'angle théorique des
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RIO de la série. La Figure 2.15(a) mon tre l'erreur en fonction de � calculée en tre

l'ob jet d'origine et le résultat d'une décon v olution mono-no y au comparée aux cas

de décon v olution 4-no y aux p our lesquels on a appliqué div erses erreurs systéma-

tiques d'angle de la RIO de décon v olution par rapp ort à la RIO de sim ulation,

p our des sim ulations réalisées a v ec un rapp ort signal à bruit de 3 dB .

On p eut noter en analysan t ces courb es qu'omis p our les faibles v aleurs de � p our

lesquelles la décon v olution m ulti-no y aux ne donne pas de solution satisfaisan te,

l'erreur résiduelle est b eaucoup plus faible p our la décon v olution m ulti-no y aux

que p our une décon v olution mono-no y au et ce même dans le cas d'une forte erreur

sur l'angle de la RIO de décon v olution par rapp ort à la RIO de sim ulation.

(a) (b) (c) (d)

Fig. 2.16 � (a) Éc helle des in tensités normalisées. (b) RIO confo cale à 3 faisceaux. (c) RIO

équiv alen te p our décon v olution 2-no y aux, (d) RIO équiv alen te 4-no y aux.

Ce résultat surprenan t p eut s'expliquer par l'observ ation des RIO équiv alen tes.

D'après l'observ ation de l'équation 2.8 on p eut dé�nir la RIO équiv alen te comme

la somme des n RIO considérées. La Figure 2.4.2 donne la RIO équiv alen te d'un

système d'acquisition (a) à une RIO, (b) deux RIO et (c) quatre RIO. Cette

dernière présen te une symétrie circulaire qui s'explique par le fait que les zones

cen trales de c hacune des RIO son t ampli�ées par le pro cédé d'addition. Ainsi, une

erreur systématique dans l'estimation de l'angle en tre le système et l'ob jet, est

comp ensé par cette symétrie, même p our des erreurs angulaires élev ées.

On p eut égalemen t noter sur la Figure 2.15 que l'erreur dans le cas d'une dé-

con v olution à no y aux m ultiples a v ec erreur d'estimation sur le no y au, demeure

inférieure à celle d'une décon v olution mono-no y au, et ce p our un large in terv alle

du paramètre � . Ce qui signi�e que la décon v olution à no y aux m ultiples et à la

fois robuste à une erreur d'estimation de la RIO et dans le c hoix du paramètre �
optimal.
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P ersp ectiv es d'év olution

Nous a v ons mon tré que l'utilisation d'une illumination par in terférence de fais-

ceaux fo calisés p ermettait d'améliorer la résolution latérale par un facteur deux

dans le cas d'un microscop e confo cal. Comme il a été mon tré, ce gain en résolution

ne p eut être obten u que dans une seule direction, en raison des e�ets de p olari-

sation sur les faisceaux fo calisés. Nous v enons de mon trer qu'il était p ossible de

com biner cette tec hnique a v ec une métho de de décon v olution à plusieurs no y aux

de sorte à obtenir une résolution améliorée à la fois le long des axes x et y .

Il faut bien noter que la tec hnique d'illumination par in terférence de trois fais-

ceaux fo calisés [Haeb erlé et Simon, 2006 ; Simon et Haeb erlé, 2006] qui a été décrite

dans ce c hapitre présen te un gain en résolution latéral tout à fait comparable à

celle de l'illumination structurée linéaire qui nécessite égalemen t une série d'acqui-

sitions sous di�éren tes conditions. D'autre part, la tec hnique d'illumination struc-

turée non-linéaire p ermet un gain en résolution encore plus imp ortan t. L'a v an tage

que présen te ces dernières tec hniques, comparativ emen t à l'illumination 3-faisceaux

confo cale, tien t au fait qu'il s'agit de tec hniques en c hamps large. il n'y a pas de

rejet de photons par le pinhole , ce qui présen te un in térêt certain dans le cas de

l'utilisation de �uorophores sensibles au phénomène de photoblanc hiemen t.

Cep endan t, si la tec hnique 3-faisceaux confo cale que nous présen tons p eut s'a v é-

rer limitée vis-à-vis des phénomènes de photoblanc hiemen t, elle présen te l'a v an tage

d'être compatible a v ec les tec hniques d'illumination bi-photon, imp ossible à mettre

en ÷uvre dans le cas de l'illumination structurée en raison de la puissance néces-

saire p our induire l'e�et bi-photon. Notons égalemen t que dans la microscopie

bi-photon, il existe une p erte de résolution latérale due au doublemen t de la lon-

gueur d'onde d'illumination, qui n'est pas comp ensé par l'élév ation au carré de son

in tensité de la RIO d'illumination. La métho de que nous a v ons présen tée p ermet-

trait de comp enser en partie cette p erte de résolution latérale due à l'excitation

bi-photon.

L'idée qui consiste à utiliser une in terférence de faisceaux a�n de créer une illu-

mination structurée a égalemen t été appliquée au cas de la microscopie TIRF, on

parle alors de microscopie SW-TIRF

2

[Ch ung et coll., 2006]. Ce mon tage consiste

à créer une illumination en faisan t in terférer deux faisceaux qui génèren t l'illumi-

nation par ondes év anescen tes structurée. La Figure 2.17 mon tre les RIO mesurée

p our un microscop e TIRF classique (a) et un microscop e SW-TIRF. Ce dernier

t yp e de microscopie fourni une RIO étroite a v ec deux lob es latéraux qui présen ten t

2

SW-TIRF : Standing W ave-T otal Internal R e�exion Fluor esc enc e
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Fig. 2.17 � RIO mesurées p our un microscop e TIRF standard (a) et un microscop e SW-TIRF

à une direction. La largeur à mi-hauteur de la RIO en TIRF classique a été mesurée à 272 nm
con tre 119 nm p our la RIO TIRF à illumination structurée [Ch ung et coll., 2006].

Fig. 2.18 � Images exp érimetnales de �uorophores dép osés sur une surface. On v oit sur (a) plan

x � y illumination STED, (b) le même sp écimen imagé à tra v ers un système confo cal classique, (c)

présen te une décon v olution de l'image (a). On p eut noter que certaines molécules son t présen tes

en (a) et non en (b) en raison du phénomène de photo-blanc hiemen t. La tec hnique p ermet une

réduction d'un facteur 5 de la largeur à mi-hauteur de la RIO le long de l'axe x . Image extraite

de [W estphal et coll., 2003].

des caractéristiques assez similaires à la RIO confo cale 3-faisceaux que nous a v ons

étudiée dans ce c hapitre. L'équip e qui a mis en place cette nouv elle métho de a

d'ailleurs étendu son princip e en réalisan t deux enregistremen ts successifs a v ec ro-

tation de 90� du sp écimen, les images étan t alors simplemen t mo y ennées. Il serait

donc in téressan t d'adapter les tec hniques de décon v olution m ulti-no y aux à ce t yp e

de microscopie.

P armi les meilleurs résultats obten us en terme de résolution, on trouv e la micro-

scopie STED, qui p eut aussi utiliser une RIO d'illumination asymétrique résultan t

d'une illumination fo calisée subissan t une dépletion par un faisceaux STED pré-

sen tan t une v allée de dépletion dans une direction [W estphal et coll., 2003]. Grâce

à cette métho de, une résolution de l'ordre de 40 nm a pu être obten ue et améliorée
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à 28nm par décon v olution. Ce résultat n'est donc p ossible que selon une direc-

tion seulemen t. La Figure 2.18 présen te des RIO mesurées p our (a) un microscop e

STED, (b) un microscop e confo cal classique, (c) le résultat d'un �ltrage linéaire

calculé au mo y en d'une RIO isolée. On p eut v oir sur cette �gure qu'il existe bien

une asymétrie de la RIO. P our le cas où il serait p ossible d'obtenir via cette tec h-

nique une série d'images p our di�éren tes orien tations de cette v allée de dépletion,

la métho de de décon v olution m ulti-no y aux p ourrait alors servir à reconstruire un

sp écimen 2-D a v ec la résolution obten ue en 1-D.

La décon v olution m ulti-no y aux p eut donc être adaptée à tous ces t yp es de mi-

croscopie p ermettan t une amélioration de la résolution transv ersale. Cep endan t, la

résolution longitudinale est quan t à elle inc hangée, ce qui fait que cette tec hnique ne

s'adapte qu'à des sp écimens très p eu épais. T outefois, le microscop e confo cal, dans

le cas d'une utilisation a v ec des ob jectifs de forte ouv erture n umérique, présen te

une résolution anisotrop e. Dans le cas où l'on p ourrait faire l'acquisition d'une

série d'images 3-D du sp écimen sous di�éren ts angles (en plaçan t, par exemple, le

sp écimen dans un micro-tub e iden tique à celui utilisé dans [Kikuc hi et coll., 1996],

mais ici, en le faisan t tourner au lieu d'utiliser un double système d'imagerie) une

extension de la décon v olution m ulti-no y aux à la 3-D p ermettrait de reconstruire

une image 3-D présen tan t une résolution isotrop e améliorée.

Il existe une autre tec hnique à laquelle la décon v olution m ulti-no y aux p ourrait

con v enir. Il s'agit de la microscopie à axe d'imagerie m ultiple (MIAM

3

) [Sw oger

et coll., 2003]. Dans les cas les plus couran t, l'imagerie de sp écimens de taille im-

p ortan te passe par l'utilisation d'ob jectif a y an t une grande distance de tra v ail.

Cep endan t, dans ce t yp e de microscopie, les images obten ues présen ten t une mau-

v aise résolution le long de l'axe optique du fait que la RIO de tels ob jectifs présen te

une imp ortan te élongation le long de cet axe. Dans la tec hnique MIAM, l'image est

obten ue à tra v ers un jeu de 4 ob jectifs placés dans une con�guration tetraédrique

dans le but d'obtenir des images du sp écimen selon 4 directions. Les 4 images 3-D

résultan tes son t alors recom binées de sorte que le défaut de résolution le long de

l'axe optique d'un ob jectif soit comp ensé par la meilleure résolution latérale des 3

autres. Dans l'article original [Sw oger et coll., 2003], cette reconstruction consiste

simplemen t à sommer les images obten ues à tra v ers c hacun des ob jectifs. Cette

situation représen te en fait une extension 3-D de celle que nous a v ons en visagée

à tra v ers l'illumination 3-faisceaux. Une extension, encore à réaliser, de la décon-

v olution m ulti-no y aux p ourrait donc app orter une solution in téressan te p our le

traitemen t des images obten ues via cette tec hnique.

3

MIAM : Multiple Imaging Axis Microscop y
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Fig. 2.19 � Application de l'illumination 3-faisceaux à la microscopie 4P i A . Le �gures pré-

sen ten t les plans transv ersaux (a-d) et longitudinaux (e-h) de (a,e) : RIO confo cale classique.

(b-f ) : RIO confo cale 4P i A . (c-g) RIO a v ec illumination 3 faisceaux et 4P i A com binée. (d-h) RIO

3-faisceaux- 4P i A confo cale. ( NA = 1 ; 2 excitation et détection resp ectiv emen t à � ill = 400 nm ,

� det = 500 nm ).

La microscopie à illumination par sélection de plan (SPIM

4

) [Huisk en et coll.,

2004] est une autre tec hnique p ermettan t d'imager de grand sp écimen a v ec une

haute résolution. Dans cette tec hnique, une grande série d'images du même sp é-

cimen sous di�éren ts angles est acquise au mo y en d'un supp ort rotatif. Bien que

cette cette tec hnique utilise des ob jectifs à longue distance de tra v ail, la résolution

obten ue à la détection est quasi isotrop e grâce à un système d'illumination par

sélection de plan obten ue au mo y en d'une len tille cylindrique. T outefois une légère

anisotropie p eut subsister, en raison de la �nesse du plan illuminé ainsi que de

l'ouv erture n umérique de l'ob jectif. P our cette tec hnique égalemen t, l'utilisation

d'une décon v olution m ulti-no y aux 3-D p ermettrait sans doute d'obtenir au �nal

une résolution isotrop e tout en réduisan t le nom bre d'images nécessaires.

D'autre part, l'utilisation d'une illumination par in terférence de faisceaux fo ca-

lisé p eut théoriquemen t être com binée a v ec le phénomène d'in terférences longitu-

dinales observ ées dans un mon tage utilisan t deux ob jectifs opp osés fron talemen t,

comme dans la microscopie de t yp e 4P i de t yp e A . Les Figures 2.19(a,e) et 2.19(b,f )

mon tren t resp ectiv emen t les plans transv ersaux et longitudinaux p our un micro-

scop e confo cal classique et un microscop e de t yp e 4P i A . La Figure 2.19(c,g)

mon tre la RIO d'illumination d'un microscop e 4P i A com biné a v ec une illumi-

nation 3-faisceaux et la Figure 2.19(d,h) la RIO confo cale corresp ondan t à un tel

mon tage (Ces RIO on t été calculée p our un ob jectif à immersion à eau d'ouv erture

4

SPIM : Selectiv e Plane Illumination Microscop y
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n umérique NA = 1:2 et une longueur d'onde d'illumination � ill = 400 nm et une

détection à � det = 500 nm . L'observ ation de ces �gures mon tren t que les lob es

latéraux son t plus attén ués que les lob es longitudinaux. Cep endan t, une tec hnique

de �ltrage n umérique éprouv ée p ermet de supprimer ces lob es longitudinaux [Hell,

1997]. Ces sim ulations mon tren t qu'il est donc en visageable d'obtenir un gain si-

m ultané le long des axes y et z. Une série d'acquisition m ultiples et une com binaison

a v ec une décon v olution m ulti-no y aux devrait alors p ermettre un gain en résolution

selon les trois dimensions. Notre tec hnique étan t donc compatible a v ec la micro-

scopie 4P i , on p eut tout à fait en visager de l'utiliser dans les mon tages existan t de

microscopie 4P i bi-photon. Ceci p ermet alors à la fois de s'a�ranc hir du problème

des lob es longitudinaux, tout en minimisan t la p erte de résolution latérale.

Dans c e chapitr e, nous avons étudié des métho des numériques p ermettant d'amé-

lior er la r ésolution d'un système c onfo c al 3-faisc e aux de façon isotr op e. L a te ch-

nique de fusion p ar moyenne semble p eu adapté e à c e c as. L a te chnique de fu-

sion FIF app orte déjà des amélior ations sensibles. L a te chnique de dé c onvolution

à noyaux multiples app orte une amélior ation tr ès notable. L'étude p ortait sur des

RIO pr ovenant d'un système d'il lumination que nous avons pr op osé dans le pr e-

mier chapitr e. Cep endant nous avons é galement vu que de nombr euses te chniques

de micr osc opie 2D ou 3D pr ésentaient des RIO asymétriques et p ourr aient c onsti-

tuer d'autr es applic ations p ossibles aux métho des numériques que nous avons étu-

dié es.
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Deuxième partie

Étude et mise en ÷uvre d'un

microscop e tomogaphique optique

di�ractif
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Chapitre 3

T omographie di�ractiv e optique :

rapp els théoriques

Dans le premier c hapitre, nous a v ons présen té un ensem ble de tec hniques p er-

mettan t d'améliorer la résolution en microscopie de �uorescence. P armi celles-ci,

une métho de originale utilisan t une illumination structurée p our améliorer la réso-

lution latérale a été prop osée. Dans le deuxième c hapitre, nous a v ons présen té des

métho des n umériques de restauration des images sim ulées p our un tel système.

Il existe toute une palette de tec hniques p ermettan t l'amélioration de la résolu-

tion en microscopie de �uorescence. D'autre part, les métho des de décon v olution

on t p our but de reconstruire le plus �dèlemen t p ossible les données de départ. Il

faut noter que ces deux appro c hes son t parallèles et complémen taires. Les nouv elles

tec hniques de microscopie de �uorescence p ermetten t d'améliorer la résolution tan-

dis que les tec hniques de décon v olution app orten t encore un gain supplémen taire

sur la qualité des images obten ues.

L'élémen t clef des tec hniques de décon v olution que nous a v ons présen tées est la

connaissance de la RIO (à l'exception des tec hniques dites a v eugles ou m y op es[Holmes

et O'Connor, 2000 ; Holmes, 1992 ; MacCallum, 1990]). Il existe deux v oies p os-

sibles p our y accéder. La première consiste à prendre en compte les caractéristiques

ph ysiques du système d'acquisition à tra v ers des mo dèles de formation d'image.

La deuxième se base sur une mesure de la RIO dans des conditions pro c hes de

celles rencon trées au cours de l'acquisition. Dans un cas comme dans l'autre, de

nom breux paramètres doiv en t être pris en compte : ouv erture n umérique de l'ob-

jectif, longueur d'onde, propriétés optiques des milieux et in terfaces séparan t le

sp écimen de l'ob jectif (lamelle, milieu d'immersion). Cep endan t, le sp écimen ob-

serv é est considéré comme optiquemen t homogène. On supp ose alors que la RIO

est in v arian te dans l'image. Il con vien t de v éri�er cette h yp othèse.
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Fig. 3.1 � Images en microscopie DIC (à gauc he) et de �uorescence (à droite) obten ues p our

un macrophage de t yp e J774 marqué a v ec des billes de latex et de la F-actin

2

La Figure 3.1 présen te deux images d'un même macrophage. La première (sur

la gauc he) a été obten ue en microscopie DIC

3

, la deuxième a v ec un microscop e de

�uorescence classique. La microscopie DIC est basée sur la création d'un con traste

par in terférence en fonction des v ariations de phase que subit la lumière en tra-

v ersan t le sp écimen. Cette v ariation de phase traduit la nature inhomogène du

sp écimen d'un p oin t de vue optique. En rev anc he, la microscopie de �uorescence

est basée sur l'excitation d'une molécule don t on détecte la lumière émise par �uo-

rescence. Dans ce cas, et particulièremen t lors de la mise en ÷uvre d'algorithmes

de décon v olution, on considère en fait le sp écimen comme homogène.

Fig. 3.2 � Coup e selon le plan x; z d'une image de cellules obten ue par rétro-di�usion. Les

cellules son t placées en tre lame et lamelle. L'image de l'in terface sup érieure est droite et lisse,

celle de l'in terface inférieure ne l'est pas. Ceci donne une indication sur les propriétés optiques

des cellules sur une profondeur imp ortan te. Image extraite de [P a wley, 2002].

2

source : http://www.biolog ie .u ni- ro sto ck .de /t ie rph ys io log ie /A rbe it sg rup pe n/

Motorenzyme/Rese ar ch/ La te x- i nfe ct ed J77 4. jp g

3

DIC : Di�er ential Interfer enc e Contr ast , microscopie à con traste de phase di�éren tiel.
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La Figure 3.2 présen te une coup e longitudinale d'une image 3D de cellules,

obten ue par rétro-di�usion. Les cellules son t placées en tre lame et lamelle. L'image

de l'in terface en tre le sp écimen et la lamelle sup érieure est droite et lisse, ce qui

n'est pas le cas p our l'in terface inférieure. Les déformations observ ées dans l'image

de la lame son t dues aux propriétés optiques des cellules.

F ace au problème que représen te les ab errations dues au sp écimen, deux ap-

pro c hes son t p ossibles.

La première est inspirée de l'astronomie. Dans ce domaine, la turbulence at-

mosphérique qui dégrade l'image est comp ensée par l'utilisation d'une optique

adaptativ e. La correction dynamique du fron t d'onde assure alors une stabilité

de l'image duran t le temps de p ose. Cette correction est généralemen t e�ectuée à

l'aide d'un miroir déformable et est con trôlée par un analyseur de fron t d'onde. Il

est alors nécessaire d'utiliser un p oin t de référence qui p eut-être une étoile conn ue

ou une étoile � arti�cielle � créée par un laser.

En microscopie, ce genre de tec hniques p eut paraître plus facile à mettre en

÷uvre étan t donné la nature quasi-statique du sp écimen vis-à-vis du temps de

pause. La di�culté réside en fait dans l'absence d'une référence p ermettan t de

réaliser la correction. Il a été prop osé une métho de d'optique adaptativ e appliquée

au cas du microscop e m ulti-photon [Marsh et coll., 2003]. Dans ce mon tage, le

critère p ermettan t le con trôle est l'in tensité mesurée sur le photom ultiplicateur.

Il s'agit cep endan t d'une tec hnique assez di�cile à mettre en ÷uvre. En e�et,

dans la microscopie confo cale par exemple, le faisceau d'illumination et la lumière

détectée subissen t les ab errations à l'aller et au retour dans le sp écimen. D'autre

part la b oucle de con tre-réaction du système doit p ouv oir con v erger rapidemen t

en raison du bala y age nécessaire à l'acquisition de l'image, con trairemen t au cas

de l'astronomie.

Une autre appro c he p ossible consiste à corriger n umériquemen t les images. Ceci

nécessite d'a v oir une distribution spatiale de la RIO au sein du sp écimen, ainsi

qu'un algorithme de décon v olution dit adaptatif qui prend en compte la non-

in v ariance de la RIO. Un tel algorithme a été mis au p oin t au sein de notre lab o-

ratoire au cours des tra v aux de thèse de Collic hio [Colicc hio, 2004]. La principale

di�culté de cette appro c he tien t à l'obten tion de la distribution de RIO au sein

du sp écimen.

Si la mesure directe de cette distribution parait tec hniquemen t di�cile, il est

tout à fait en visageable de la calculer en étendan t les mo dèles cités précédemmen t,
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aux cas de fo calisation et de détection dans des milieux inhomogènes [Haeb erle

et Simon, 2004]. Il devien t alors nécessaire de mesurer la distribution des indices

optiques au sein du sp écimen. Connaissan t les propriétés optiques du sp écimen,

on p ourrait alors en visager une correction n umérique des images de �uorescence.

En 1969, W olf a établi, dans le cadre de la première appro ximation de Born, un

lien en tre l'amplitude et la phase de l'onde di�usée par un ob jet semi-transparen t et

la distribution des indices optiques au sein de cet ob jet [W olf, 1969]. Il prop ose alors

une tec hnique d'imagerie en deux étap es. La première étap e utilise l'holographie

p our enregistrer à la fois en amplitude et en phase l'onde di�usée par le sp écimen.

La seconde consiste à reconstruire par des métho des n umériques, la distribution

d'indice optique dans l'ob jet en trois dimensions. Cette tec hnique a été jusqu'à

récemmen t p eu explorée en raison du v olume des calculs imp osés par l'étap e de

reconstruction. Les progrès réalisés dans le domaine des capacités de calcul des

ordinateurs p ermetten t désormais de concrétiser ces deux étap es. La seconde partie

de notre étude p ortera donc sur le cadre théorique de cette métho de et sa mise

en ÷uvre à tra v ers un mon tage exp érimen tal p ermettan t de la coupler a v ec la

microscopie confo cale.

3.1 Enregistremen t de l'onde di�usée

La première étap e de la métho de prop osée par [W olf, 1969] p our imager des

ob jets semi-transparen ts consiste donc à enregistrer l'onde di�usée par l'ob jet à

la fois en amplitude et en phase. Ceci nécessite la mise en o euvre d'une tec hnique

particulière, dans la mesure où les capteurs existan ts ne son t sensibles qu'à des

distributions d'in tensité, tout au moins dans le domaine optique.

La tec hnique p ermettan t d'enregistrer une onde lumineuse à la fois en ampli-

tude et en phase a été prop osée en 1949 par [Gab or, 1949]. Cette tec hnique, tout

d'ab ord app elée reconstruction de fron t d'onde, est aujourd'h ui conn ue sous le nom

d'holographie. Le princip e général consiste à utiliser une onde de référence conn ue

in terféran t a v ec l'onde di�usée que l'on c herc he à enregistrer.

La �gure 3.3 présen te de façon sc hématique une con�guration simple d'enregis-

tremen t d'image holographique. L'onde inciden te uuui (rrr ) illumine l'ob jet di�usan t.

L'onde di�usée par l'ob jet uuu(rrr ) in terfère a v ec une onde de référence uuur (rrr ) . Le motif

d'in terférence est enregistré en in tensité au niv eau du capteur et l'in tensité s'écrit

64



 

PSfrag replacemen ts

uuui

uuu

uuur

objet
diffusant

capteur

Fig. 3.3 � Sc héma de princip e de l'holographie

alors :

I (x; y) = juuu(x; y)j2 + juuur (x; y)j2
| {z }

ordre 0

+ uuu(x; y)uuu�
r (x; y)

| {z }
ordre ob jet

+ uuu� (x; y)uuur (x; y)
| {z }
ordre ob jet conjugué

(3.1)

L'expression 3.1 p ermet de distinguer 3 comp osan tes : un ordre 0 ou terme

quadratique, un ordre ob jet et un ordre ob jet conjugué. La tec hnique p ermet

bien d'obtenir un enregistremen t don t l'in tensité transcrit l'amplitude de l'onde

ob jet. Cep endan t, le lien n'est pas direct et il con vien t de passer par une étap e

supplémen taire p our remon ter à l'information souhaitée.

Dans une con�guration app elée holographie en ligne, on n'utilise pas d'onde de

référence séparée. C'est l'onde d'illumination qui sert de référence. Il faut alors

p oser une condition forte sur l'ob jet qui doit être faiblemen t di�usan t. Dans ce

cas, on p ourra considérer que l'amplitude de l'onde di�usée est négligeable vis

à vis de l'onde d'illumination. C'est une tec hnique robuste et rapide de mise en

÷uvre mais don t les c hamps d'applications son t limités en raison des conditions

imp osées sur la nature de l'ob jet. En optique, on préfère généralemen t utiliser une

onde de référence séparée.

L'onde de référence p eut-être considérée comme une p orteuse mo dulan t le signal

transmis par l'onde di�usée, le problème consistan t à retrouv er l'amplitude com-

plexe de l'onde ob jet se ramène alors à une démo dulation. Une métho de couran te

consiste à démo duler en réalisan t un �ltrage spatial : c'est l'holographie hors-axe.

Cette métho de p ermet d'enregistrer le fron t d'onde a v ec l'acquisition d'un seul

hologramme. Cep endan t l'op ération de �ltrage spatial limite le c hamps utile.
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Une autre métho de, app elée holographie à décalage de phase consiste à utiliser

des sauts de phase conn us successifs de l'onde de référence ou de l'onde illumi-

nan t l'ob jet [Y amaguc hi et Zhang, 1997]. Une série de n hologrammes est ainsi

enregistrée. P our n � 3, il existe une com binaison linéaire des élémen ts de la série

p ermettan t de retrouv er l'amplitude complexe de l'onde ob jet.

P armi les com binaisons p ossibles 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

�
2 en tre c haque hologramme. Le ki �eme

hologramme a donc subit un déphasage de ( k�
2 ) et s'écrit :

I k(x; y) = juuu(x; y)j2 + juuur (x; y)j2 + uuu(x; y)uuu�
r (x; y)e� jk�= 2 + uuu� (x; y)uuur (x; y)ejk�= 2

(3.2)

où l'on considère que c'est l'onde de référence qui a subi le déphasage. Les 4
hologrammes de la série s'écriv en t donc si � = + u(x; y)u�

r (x; y) :

I 0 = juuu(x; y)j2 + juuur (x; y)j2 + � + � �

I 1 = juuu(x; y)j2 + juuur (x; y)j2 + � j� + j� �

I 2 = juuu(x; y)j2 + juuur (x; y)j2 � � � � �

I 3 = juuu(x; y)j2 + juuur (x; y)j2 + j� � j� �

(3.3)

Il vien t alors :

I 0 � I 2 = 4< (� )

I 3 � I 1 = 4j = (� )

(3.4)

L'onde de référence uuur étan t supp osée conn ue en amplitude et en phase, uuu se déduit

directemen t par simple division, et l'on obtien t :

uuu =
(I 0 � I 2) + ( I 3 � I 1)

4ur
(3.5)

Notons qu'il est p ossible de réaliser un enregistremen t sim ultané p our di�éren tes

v aleurs du déphasage en utilisan t un mon tage p ériscopique divisan t le faisceau en

4. Chaque faisceau ainsi obten u est alors déphasé par une lame de phase [Dunsb y

et coll., 2003]. Cette tec hnique présen te l'a v an tage d'être plus robuste sur le dé-

phasage réalisé. Cep endan t, il y a nécessité dans ce cas d'utiliser un capteur d'en-

registremen t 4 fois plus grand.
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Que l'on utilise l'holographie à décalage de phase ou l'holographie hors-axe, la

qualité de la restitution de uuu dép end de la connaissance de uuur . Les conditions

exp érimen tales en traînen t la plupart du temps une erreur sur la connaissance de

uuur . Ceci en traîne donc des erreurs dans le calcul de uuu . Il existe cep endan t des

métho des n umériques qui p ermetten t de corriger le fron t d'onde �nal en prenan t

en compte ces erreurs [Charrière et coll., 2006a].

La première étap e de la métho de prop osée par [W olf, 1969] est donc réalisée en

mettan t en o euvre une tec hnique d'holographie n umérique à décalage de phase.

L'étap e suiv an te consiste à reconstruire n umériquemen t la fonction ob jet à partir

de la solution trouv ée p our uuu.

3.2 Reconstruction de l'ob jet

3.2.1 Equation de Helmoltz et première Appro ximation de

Born

Considérons un ob jet illuminé par une onde plane mono c hromatique uuui (rrr ) se

propagean t selon le v ecteur kkki que nous écrirons kkki = ksss0 a v ec k = 2�=� et

sssO = ( m0; p0; q0) a�n de se conformer aux notations de la référence [W olf, 1969].

L'expression de uuui est donnée par :

uuui (rrr ) = e(i ksss0rrr )
(3.6)

On considère uuui illuminan t un ob jet transparen t ou semi-transparen t. P osons uuu(rrr )
le c hamp résultan t à la p osition p oin tée par le v ecteur rrr . Ce c hamp p eut s'écrire

comme la somme du c hamp inciden t uuui (rrr ) et du c hamp di�usé par l'ob jet uuud(rrr ) ,

soit :

uuu(rrr ) = uuui (rrr ) + uuud(rrr ) (3.7)

D'autre part, ce c hamp uuu(rrr ) satisfait l'équation de Helmoltz, soit :

r 2uuu(rrr ) + k2n2(rrr )uuu(rrr ) = 0 (3.8)

où n(rrr ) est la distribution selon rrr des indices complexes. On considère que l'ob jet

est placé au sein d'un milieu d'indice n � 1.

Sac han t que uuui (rrr ) satisfait à l'équation :

r 2uuui (rrr ) + k2uuui (rrr ) = 0 (3.9)
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On obtien t des équations (3.7) et (3.8) le c hamp uuu(rrr ) selon l'expression suiv an te :

r 2uuud(rrr ) + k2uuud(rrr ) = � k2(n2(rrr ) � 1)
| {z }

O(rrr )

uuu(rrr ) (3.10)

Où O(rrr ) représen te la distribution d'indices au sein de l'ob jet. Le problème que

nous c herc hons à résoudre consiste donc à trouv er la solution de l'équation (3.10)

de sorte à retrouv er O . Dans cette équation, on iden ti�era le terme de droite comme

une source et le terme de gauc he comme le c hamp résultan t de la propagation de

cette source.

Il n'existe pas de métho de générale p our résoudre l'équation di�éren tielle (3.10)

p our uuud . Cep endan t, une solution p eut être écrite en utilisan t la fonction de

Green [Morse et F esh bac k, 1953]

g(rrr jrrr 0) =
1

4�R
:ej kR

(3.11)

où R = krrr � rrr 0k . Notons bien que g(rrr jrrr 0) , est une solution particulière de l'équa-

tion (3.10) dans le cas d'une inhomogénéité p onctuelle � (rrr � rrr 0) .

Le terme de droite de l'équation (3.10), qui constitue la source, p eut s'écrire

sous la forme d'une somme d'impulsions, c'est à dire une somme d'inhomogénéités

p onctuelles :

O(rrr )uuu(rrr ) =
ZZZ

O(rrr 0)uuu(rrr 0� (rrr � rrr 0)d3rrr 0
(3.12)

P ar conséquen t, le c hamp résultan t de cette somme de sources s'écrira comme la

con v olution de la source par la rép onse impulsionnelle, g(rrr ) , soit :

uuud(rrr ) =
ZZZ

g(rrr jrrr 0)O(rrr 0)uuu(rrr 0)d3rrr 0
(3.13)

L'équation (3.13) nous donne une expression de uuud en fonction de uuu et O . Or

d'après 3.7

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

donc

uuud(rrr ) =
ZZZ

g(rrr jrrr 0)O(rrr 0)uuui (rrr 0)d3rrr 0+
ZZZ

g(rrr jrrr 0)O(rrr 0)uuud(rrr 0)d3rrr 0
(3.14)

Le terme uuud(rrr ) est donc présen t de part et d'autre de la relation (3.14). Une

solution consiste alors à supp oser que kuuudk � k uuui k , ce qui revien t à supp oser
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que l'amplitude de l'onde di�usée est faible par rapp ort à l'amplitude de l'onde

d'illumination. Une telle appro ximation est app elée première appro ximation de

Born [Roman, 1965]. L'équation 3.14 s'écrit alors :

uuud(rrr ) =
ZZZ

O(rrr 0)uuui (rrr 0)g(rrr jrrr 0)d3rrr 0
(3.15)

Il faut main tenan t déduire la distribution O .

3.2.2 Reconstruction dans le domaine de F ourier

Si l'on écrit la décomp osition de l'onde sphérique g(rrr jrrr 0) sur une base d'ondes

planes 2D, on obtien t :

g(rrr jrrr 0) =
j k
2�

ZZ + 1

�1

1
m

ej k [p(x� x0)+ q(y� y0)+ m(z� z0)] dpdq (3.16)

a v ec :

m =

8
<

:

(1 � (p2 + q2)) (1=2) si p2 + q2 � 1

((p2 + q2) � 1)(1=2) si p2 + q2 > 1
(3.17)

sac han t que rrr (x; y; z) et rrr 0(x0; y0; z0) son t des v ecteurs de p osition p oin tan t res-

p ectiv emen t hors et dans l'ob jet. L'équation 3.16 fait in terv enir les comp osan tes

unitaires (p; q; m) du v ecteur d'onde di�usé kkkd = ( u; v; w) = k(p; m; q) .

L'équation (3.17) est liée à la condition d'élasticité :

jkkki j = jkkkdj = k (3.18)

Cette condition est essen tielle dans la suite du problème : elle p ermet de retrouv er

les trois comp osan tes du v ecteur d'onde di�usée.

P our rrr p oin tan t hors de l'ob jet on p eut alors écrire [W olf, 1969] :

uuud(rrr ) =
ZZ 1

�1
A(p; q; p0; q0)ei k(px+ qy+ mz )dpdq (3.19)

a v ec

A(p; q; p0; q0) = �
ik

8� 2m

ZZZ
O(rrr 0)ei k [(p� p0)x0+( q� q0)y0+( m� m0 )z0]d3rrr 0

(3.20)

Si m 2 < , c'est à dire si p2 + q2 � 1, alors, l'équation (3.20) s'iden ti�e comme

la transformée de F ourier 3D in v erse du p oten tiel ob jet O(rrr ) selon les v ariables

k(p � p0) , k(q � q0) et k(m � m0) .
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D'autre part, d'après l'équation (3.19), la v aleur du c hamp uuud dans le plan de

détection P tel que z = zc , est s'écrit :

uuud(x; y; zc) = ei kmzc

ZZ 1

�1
A(p; q; p0; q0)ei k(px+ qy)dpdq (3.21)

où l'on p eut iden ti�er l'in tégrale à la transformée de F ourier 2D in v erse de A(p; q; p0; q0)
selon les v ariables x et y . Cette iden ti�cation asso ciée à la précéden te (cf. équa-

tion (3.20)) p ermet d'écrire la relation donnée par [W olf, 1969] p our le plan P :

Ô(�; �; 
 ) =
iw
�

eiwz cûuud(u; v; zc) (3.22)

où Ô et ûuud représen ten t les transformées de F ourier resp ectiv es de O et uuud prises

selon les v ariables indiquées, a v ec :

� = u � kp0 (3.23)

� = v � kq0 (3.24)


 = � w � km0 (3.25)

et :

w =
p

� (k2 � (u2 + v2)) (3.26)

conformémen t à la relation (3.17).

Si l'on réécrit l'équation 3.26 on obtien t :

u2 + v2 + w2 = k2
(3.27)

Autremen t dit, les comp osan tes du v ecteur de di�usion kkkd dans le domaine de

F ourier décriv en t une sphère S�
d de ra y on k et cen trée sur l'origine. Cette sphère

est généralemen t app elée sphère d'Ew ald. Il faut bien noter que selon la p osition

du plan P qui corresp ond au plan du détecteur, il sera p ossible d'enregistrer soit

la partie transmise, soit la partie ré�éc hie du c hamp di�usé.

La Figure 3.4 sc hématise le phénomène p our une coup e selon le plan x � z dans

un soucis de lisibilité. P our une onde d'illumination de v ecteur kkki orien tan t l'axe z,

on p ourra distinguer deux zones : la zone z+
, où l'onde di�usée se propage dans le

sens des z croissan ts, on parlera alors de la partie transmise de l'onde di�usée, et

la zone z�
où l'onde di�usée se propage dans le sens des z décroissan ts, on parlera

alors de partie ré�éc hie de l'onde di�usée.

Si le plan de détection P : z = zc se situe dans la zone z+
( z = zc > 0), alors

les comp osan tes décriron t la demi-sphère S+
d (en bas à droite de la �gure). Si le

plan de détection P se situe dans la zone z�
( z = zc < 0), alors les comp osan tes

détectées décriron t la demi-sphère S�
d (en bas à gauc he de la �gure).
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z = zc < 0 z = zc > 0
(a)

(b) ré�exion (c) transmission

z� z+

z
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Fig. 3.4 � Sc héma illustran t en coup e 2D le problème de la détection de l'onde di�usée. Selon

la p osition du plan P on détectera les comp osan tes transmises ou ré�éc hies de l'onde di�usée (a).

Selon le cas, le supp ort 3D de ces comp osan tes dans le domaine de F ourier sera l'une ou l'autre

moitié de la sphère d'Ew ald représen tée en noir et en gras (b,c).

Dé�nissons main tenan t un v ecteur ob jet kkkO = ( �; �; 
 ) Les relations (3.23) à

(3.25) mon tren t que les comp osan tes de F ourier de l'ob jet Ô à partir des comp o-

san tes de l'onde di�usée et de l'onde inciden te, prises dans le domaine de F ourier,

sous la forme :

kkkO = kkkd � kkki (3.28)

les comp osan tes � , � et 
 de l'ob jet dans le domaine de F ourier décriron t alors

une demi-sphère de ra y on k et de cen tre (� kpO ; � kqO ; � kmO) . Autremen t dit, les

comp osan tes � , � et 
 décriv en t la demi-sphère S�
O , image de S�

d par la translation

de v ecteur � kkk i .

La Figure 3.5 illustre la reconstruction du supp ort des comp osan tes ob jets selon

ce pro cessus. On p eut constater sur cette �gure, que selon que l'on détecte les

comp osan tes transmises ou ré�éc hies de l'onde di�usée, les comp osan tes ob jets

reconstruites décriron t des supp orts di�éren ts. Il est tout à fait p ossible de tra v ailler

en ré�exion. P ar exemple, l'équip e de Gio v aninni à l'Institut F resnel de Marseille,

a déjà mise en place un mon tage exp érimen tal de ce t yp e [Gio v annini et coll.,

2007 ; Haeb erlé et coll., 2005]. Cep endan t, en ce qui nous concerne, nous nous

in téresserons par la suite aux con�gurations en transmission.
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Fig. 3.5 � Sc hémas en coup e 2D illustran t la relation v ectorielle en tre comp osan tes du c hamp

di�usé (en noir et en gras) et comp osan tes du supp ort de fréquence ob jet (en gris et en gras),

selon une détection des comp osan tes ré�éc hies (a) et transmises (b) de l'onde di�usée. Sur ces

sc hémas son t égalemen t présen tés le v ecteur inciden t kkk i en noir et en gras, un v ecteur d'onde

di�usé kkkd en p oin tillés et en noir et le v ecteur kkkO résultan t en gris. Le v ecteur � kkk i est présen té

en tirets.

En résumé, lorsqu'un ob jet O(x; y; z) est illuminé par une onde plane cohéren te

de v ecteur d'onde donné kkki , la transformée de F ourier 2D du c hamp di�usé par

l'ob jet pris dans un plan P : z = zc donne les v aleurs de la transformée de F ourier

3D Ô(�; �; 
 ) de l'ob jet sur une surface décriv an t, une demi-sphère S�
O de ra y on k

et de cen tre � kkki [W olf, 1969 ; Dändlik er et W eiss, 1970].

3.2.3 kkk -v ecteurs et fréquences spatiales

Rev enons sur la relation (3.28). Les termes de cette relation son t liés au domaine

des fréquence spatiales par le rapp ort 1=2� sac han t que jkkki j = jkkkdj = k = 2�=� .

On obtien t la relation suiv an te dans l'espace récipro que :

fff O = fff d � fff i (3.29)

où fff i = kkki =2� représen te la fréquence spatiale de l'onde d'illumination, fff d = kkkd=2�
la fréquence spatiale de l'onde di�usée et fff O = kkkO=2� la fréquence spatiale de la

p ermittivité de l'ob jet.

Le lien de prop ortionnalité existan t en tre supp ort des fréquences spatiales et

supp ort des comp osan tes ob jets indique que le supp ort des fréquences spatiales de

l'ob jet se construit sur des supp orts sphériques de façon analogue.

Il existe un lien en tre dimensions du supp ort de fréquence et résolution. Plus le

supp ort de fréquence sera étendu, meilleure sera la résolution. Sur la Figure 3.6 est
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Fig. 3.6 � Sc héma illustran t en 3D à gauc he, la con�guration p our une détection de l'onde

di�usée transmise, à droite, le supp ort 3D des fréquences accessibles p our une telle con�guration.

On obtien t une demi-sphère Sf +
O de ra y on k=2� et de cen tre � kkki =2� . Notons que le supp ort est

d'épaisseur n ulle.

représen tée la demi-sphère des fréquences spatiales détectées de l'ob jet. On notera

� x;y les fréquences latérales et � les fréquences longitudinales [Streibl, 1985]. Bien

que les comp osan tes 2D détectées sur le plan P p ermetten t de placer les fréquences

spatiales de l'ob jet sur un supp ort tridimensionnel, celui-ci n'est en réalité qu'une

surface don t la dimension le long de l'axe � est très limitée. Ceci impliquera le

manque de résolution le long de cet axe.

P our améliorer la résolution, il faut donc élargir le supp ort ob jet. P our cela il

existe plusieurs tec hniques que nous allons présen ter.

3.3 T ec hniques de tomographie en transmission

Comme nous l'a v ons vu, il existe une métho de qui p ermet de reconstruire la

distribution d'indices optiques au sein d'un sp écimen. Cep endan t, dans la con�gu-

ration qui nous a servie de base théorique (une seule incidence de l'onde d'illumi-

nation, normale au plan de détection �xe), les comp osan tes ob jet (ou fréquences

spatiales) ne décriv en t pas un supp ort su�san t p our résoudre l'ob jet le long de

l'axe z, limitan t les p ossibilités d'imagerie tridimensionnelle.

P our résoudre ce problème il existe des métho des qui p ermetten t de mesurer

d'autres supp orts ob jet et donc � d'élargir la bande passan te � du système.
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3.3.1 Rotation de l'ob jet sur lui même

PSfrag replacemen ts
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kkky
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�

Fig. 3.7 � Sc héma en coup e 2D selon le plan kkky ; kkkz illustran t la rotation du supp ort ob jet en

transmission, induit par une rotation de l'ob jet d'un angle � le long de l'axe y .

Une première p ossibilité consiste à faire tourner l'ob jet sur lui-même autour d'un

axe. En raison de la symétrie circulaire du supp ort autour de l'axe z, la rotation

de l'ob jet autour de cet axe présen te p eu d'in térêt. En rev anc he, une rotation de

l'ob jet autour d'un axe du plan transv ersal p ermet d'accéder à d'autres fréquences

comme indiqué sur la Figure 3.7.

(a) (b)
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Fig. 3.8 � Sc hémas en coup e 2D donnan t (en gris) l'ensem ble des supp orts accessibles � O

p our une rotation de l'ob jet autour de l'axe x et une détection de la partie transmise de l'onde

di�usée. La coup e est représen tée selon le plan kkkx ; kkkz en (a) et selon le plan kkky ; kkkz en (b). Sur

(a) et (b) le cercle en noir corresp ond à la sphère d'Ew ald.
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La Figure 3.8 mon tre les coup es selon les plans kkkx ; kkkz et kkkx ; kkky du supp ort � O

obten u p our une rotation complète de l'ob jet autour de l'axe y . Sur cette �gure,

on constate bien que le supp ort ob jet est élargi. En rev anc he, on p eut noter la

présence d'un double cône de fréquences manquan tes le long de l'axe de rotation

x .

3.3.2 Rotation de l'ensem ble illumination/détecteur

Il est égalemen t p ossible de faire tourner en même temps l'illumination et la

détection autour de l'ob jet, à l'instar de ce qui se fait p our les scanners en imagerie

médicale.

Du p oin t de vue du supp ort de fréquences alors accessibles, ce cas se ramène à

celui cité précédemmen t et qui consiste à faire tourner l'ob jet. On p ourra tout de

même noter que la mise en ÷uvre d'une telle tec hnique dans le domaine de la mi-

croscopie s'a v ère complexe. En e�et le mon tage étan t basé sur un in terféromètre

(con trairemen t au cas du scanner), on préférera main tenir l'ensem ble illumina-

tion/détecteur �xe.

3.3.3 V ariation de la longueur d'onde d'illumination

Nous nous in téresserons main tenan t à une mo di�cation de la longueur d'onde

d'illumination, soit une v ariation de la norme du v ecteur d'onde k = jkkki j .

Nous a v ons vu que les comp osan tes du c hamp di�usé décriv aien t une sphère S�
d

de ra y on k . Les comp osan tes de Ô décriv en t alors une sphère S�
O de même ra y on

et de cen tre � kkki . Une v ariation de la longueur d'onde d'illumination en traîne donc

une v ariation du ra y on de la sphère S�
O décrite par les comp osan tes ob jet, ainsi

qu'un déplacemen t de son cen tre.

La Figure 3.9 donne les p ositions du supp ort ob jet accessible en fonction de

la longueur d'onde et à partir de la détection du c hamp di�usé transmis. On

p eut constater que grâce à une v ariation de la longueur d'onde sur une plage

recouvran t le domaine visible (appro ximé ici à des longueurs d'onde de 400 à

800nm ) il est p ossible d'accéder à des fréquences ob jets supplémen taires mais de

façon limitée [Dändlik er et W eiss, 1970].

3.3.4 Bala y age angulaire de l'illumination

Nous a v ons considéré, jusqu'à présen t, une illumination donnée a v ec une onde

d'illumination de direction �xe vis à vis du plan de détection. Mo di�er la direction

de l'onde d'illumination tout en conserv an t l'ob jet et le plan P �xé aura p our e�et
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Fig. 3.9 � Sc héma 2D en coup e kkkx;y ; kkkz illustran t l'e�et d'une v ariation de la longueur d'onde

d'illumination sur les comp osan tes ob jet accessibles à partir de la détection du c hamp di�usé

transmis. (a) : Les comp osan tes du c hamps di�usé son t représen tées en noir et en gras, les

comp osan tes ob jet reconstruites en gris et en gras. (b) la surface � O en gris représen te la coup e

2D du supp ort obten u p our une v ariation con tin ue de la longueur d'onde d'illumination en tre k0

et 2k0 . Le cercle en (b) représen te en coup e les dimensions de la sphère d'Ew ald p our k = 2 k0

à titre de comparaison. Notons que les supp orts présen tés son t circulaire-symètrique le long de

l'axe z .

de mo di�er la direction du v ecteur kkki . P ar conséquen t, la sphère supp ortan t les

comp osan tes ob jet S�
O v erra sa p osition mo di�ée [Dändlik er et W eiss, 1970].

La Figure 3.10(a) illustre le déplacemen t du supp ort ob jet en transmission p our

un c hangemen t d'incidence de l'illumination. On constate que ce c hangemen t d'in-

cidence p ermet de décrire de nouv eaux supp orts, c'est à dire d'accéder à de nou-

v elles fréquences.

La Figure 3.10(b) donne l'ensem ble des supp orts ob jet théoriquemen t accessible

par une v ariation con tin ue de l'incidence de l'onde d'illumination en tre � �= 2 et

�= 2. On p eut constater que faire v arier l'incidence de l'onde d'illumination p ermet

d'agrandir de façon signi�cativ e le supp ort ob jet, c'est à dire les fréquences ob jet.

On p ourra noter que l'on v oit des fréquences longitudinales manquan tes selon

l'axe kz . On retrouv e le � cône manquan t � décrit précédemmen t p our la FTO du

microscop e en transmission.

Ce mon tage présen te l'in térêt de main tenir la détection et le sp écimen à une

p osition �xe dans la mesure où ce son t des élémen ts ph ysiques di�ciles à déplacer

a v ec une précision su�san te. Il sem ble en e�et plus approprié de faire v arier l'illu-

mination puisque, dans ce cas, la stabilité de l'in terféromètre et du sp écimen est

assurée.
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Fig. 3.10 � Sc hémas 2D en coup e kkkx;y ; kkkz illustran t l'e�et d'un c hangemen t de direction de

l'illumination selon une détection des comp osan tes transmises. (a) Le supp ort des comp osan tes

du c hamp di�usé est représen té en noir et en gras, le supp ort des comp osan tes ob jet en gris. La

p osition p our une incidence normale au plan P est tracée en tirets gris. Son t égalemen t présen tés

le v ecteur inciden t kkk i en noir et en gras, un v ecteur d'onde di�usé kkkd en p oin tillés et en noir et

le v ecteur kkkO résultan t en gris. Le v ecteur � kkki est présen té en tirets noirs. (b) La surface � O

en gris représen te la coup e 2D du supp ort obten u p our une v ariation con tin ue de la direction

de l'onde d'illumination en tre � �= 2 et �= 2. Le cercle représen te en coup e les dimensions de la

sphère d'Ew ald à titre de comparaison. Les supp orts décrit en (a) et (b) présen ten t une symétrie

circulaire le long de l'axe z

3.3.5 E�et des con train tes angulaires, ouv erture n umérique

P our illustrer les di�éren tes tec hniques de tomographie, nous nous sommes placé

dans le cas puremen t théorique d'un plan de détection de dimensions in�nies.

Dans la pratique le capteur aura une taille limitée. La taille du capteur p ose une

con train te angulaire sur les comp osan tes du c hamp di�usé détectables. En mi-

croscopie, cette con train te angulaire est reliée à la notion d'ouv erture n umérique

NA obj de l'ob jectif, que nous a v ons présen tée dans la première partie de ce do cu-

men t.

A cause de la limitation due à l'ouv erture n umérique de la détection, les comp o-

san tes du c hamp di�usé détectées ne corresp onden t plus à une demi-sphère mais

à une calotte de sphère comme décrit dans la Figure 3.11.

S'il existe une con train te angulaire sur la détection, il p eut égalemen t en exister

une en illumination (particulièremen t dans la con�guration a v ec incidence v ariable
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Fig. 3.11 � Sc héma illustran t en coup e 2D la limitation induite par l'ouv erture n umérique. Les

comp osan tes du c hamp di�usé transmis détectables ne son t plus supp ortées que par une calotte

de sphère (en noir et en gras). Il en v a, par construction, de même p our le supp ort ob jet (en

gris).

à l'illumination et a v ec ob jet et détecteur �xes). En microscopie, cette con train te

angulaire se traduit par l'ouv erture n umérique du condenseur NA cond . Dans ce cas

le supp ort de fréquences accessibles v erra sa taille réduite comme illustré dans la

Figure 3.12 .
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Fig. 3.12 � Sc héma illustran t en coup e 2D la limitation induite par une con train te angulaire

sur l'incidence de l'illumination. Les comp osan tes du c hamp di�usé transmis détectables ne son t

plus supp ortés que par une calotte de sphère (en noir et en gras). Cep endan t, la distance du

supp ort ob jet détectable le plus éloigné en terme de fréquence (en gris) est limitée en raison de

l'angle d'ouv erture � .

Les dimensions et formes de supp orts accessibles en fonction des con train tes

angulaires sur l'illuminati on et la détection son t tout à fait similaires aux supp orts

fréquen tiels décrits p our la microscopie de �uorescence par [Streibl, 1985].
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Il faut bien noter que l'illumination étan t cohéren te et les co e�cien ts de F ourier

mesurés en amplitude et en phase, les supp orts ob jets collectés selon les di�é-

ren tes métho des présen tées, s'additionnen t de façon cohéren te. P ar conséquen t,

les supp orts totaux de fréquences dé�nissen t directemen t à la bande passan te du

système. Ceci est à comparer a v ec les tec hniques utilisan t une illumination et/ou

une détection incohéren te, où l'addition des div erses con tributions se fait de fa-

çon incohéren te. Dans ce cas, il apparaît une attén uation dans la transmission des

hautes fréquences.

Le supp ort total obten u donnan t directemen t la bande passan te du système, il est

donc p ossible d'év aluer sa résolution en fonction des paramètres de d'illumination

et de détection.
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Fig. 3.13 � Sc héma donnan t une coup e 2D des dimensions du supp ort total recueilli en trans-

mission p our une illumination d'incidence v ariable, limitée à NA = 1 ; 4 (p our un ob jectif immergé

dans une h uile d'indice n = 1 ; 515) et une détection limitée par la même con train te angulaire.

La Figure 3.13 donne les dimensions 2D du supp ort total recueilli en transmission

p our une illumination d'incidence v ariable limitée à 68� et une détection limitée par

la même con train te angulaire, c'est à dire un ob jectif et un condenseur d'ouv erture

n umérique NA obj = NA cond = 1; 4 immergés dans une h uile d'indice n = 1; 515.

Les dimensions se calculen t alors comme suit :
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� kx = 8�NA=�

� kz =
4�
�

(1 �
p

1 � NA 2=n2)

(3.30)

où � est la longueur d'onde d'illumination. La relation de prop ortionnalité qui

existe en tre les normes des kkk -v ecteurs et les fréquences spatiales donne une bande

passan te telle que :

� � x = 4NA=�

� � =
2
�

(1 �
p

1 � NA 2=n2)

P ar in v ersion directe, on obtien t alors la résolution théorique d'un tel système p our

� = 633 nm (p our un laser Hélium-Néon) :

r x;y = 113 nm

r z = 338 nm

Rapp elons à titre de comparaison que p our un microscop e en transmission en

lumière incohéren te et dans les même conditions, on aurait [Lauer, 2002] :

r x;y = 226 nm

r z = 676 nm

Dans c e chapitr e, nous avons étudié une métho de qui p ermet de r e c onstruir e,

sous la pr emièr e appr oximation de Born, la distribution 3D des indic es optiques

d'un sp é cimen à p artir de l'enr e gistr ement 2D du fr ont d'onde di�usé p ar c elui-ci

lorsqu'il est il luminé p ar une onde plane c ohér ente. Dans c e typ e de r e c onstruction,

les fr é quenc es sp atiales de l'objet sont supp orté es p ar une c alotte de sphèr e qui ne

p ermet p as d'obtenir une r ésolution su�sante, p articulièr ement le long de l'axe

optique.

L a mise en ÷uvr e de te chniques de tomo gr aphie p ermettent alors d'élar gir le

supp ort de fr é quenc e et d'amélior er ainsi la r ésolution �nale. Nous avons étudié

les di�ér entes pr op ositions de tel les c on�gur ations en tr ansmission.

On r etiendr a que la r ésolution d'un système de micr osc opie optique tomo gr a-

phique di�r active dép end de la c on�gur ation choisie et des p ar amètr es du système :

longueur d'onde, ouvertur es numériques. Ces éléments sont donc à pr endr e en

c ompte dans la r é alisation d'un montage exp érimental.
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Nous al lons maintenant pr ésenter le montage exp érimental que nous avons r é a-

lisé, b asé sur la dernièr e te chnique de tomo gr aphie pr ésenté e, et qui p ermet de

c ombiner c ette te chnique de micr osc opie ave c la micr osc opie c onfo c ale de �uor es-

c enc e.
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Chapitre 4

Construction d'un microscop e

tomographique optique di�ractif

Les con�gurations théoriques que nous a v ons présen tées dans le c hapitre précé-

den t on t toutes fait l'ob jet de mises en ÷uvre exp érimen tales. Le but de c haque

mon tage est d'étendre le plus p ossible l'ensem ble des supp orts ob jets détectés.

P armi les mon tages réalisés, un grand nom bre utilise une métho de de recons-

truction di�éren te de celle que nous a v ons exp osée, et qui se base sur une appro xi-

mation à l'ordre 0 du phénomène de di�raction.

Le mo dèle que nous a v ons présen té se base sur la supp osition que l'ob jet est

faiblemen t di�usan t. Ceci constitue une appro ximation au premier ordre (appro xi-

mation de Born). Il est toutefois p ossible dans certains cas de faire une appro xi-

mation à l'ordre 0. Ceci sous-en tend que la phase enregistrée au tra v ers du c hamp

di�usé est directemen t prop ortionnelle à la longueur du tra jet optique [Charrière

et coll., 2006b]. En d'autres termes, la di�raction, au sens strict du terme, est

considérée comme négligeable. L'enregistremen t du fron t d'onde sert alors à ex-

traire directemen t une information de phase. La reconstruction est ensuite réalisée

par un algorithme de retro-pro jection basé sur une transformée de Radon.

Cette appro ximation est p ossible dans le cas d'ob jets non di�ractan ts [Slaney

et coll., 1984] ainsi que dans le cas d'une faible ouv erture n umérique à la détection.

En e�et plus l'ouv erture n umérique sera faible, plus la courbure du supp ort ob jet

sera faible et p ourra être appro ximée par un plan. On parlera alors de pro jection

plutôt que de di�usion, ce qui revien t à faire une appro ximation à l'ordre 0.

P armi les mon tages existan ts, l'une des solutions qui est le plus courammen t

c hoisie consiste à faire tourner l'éc han tillon [W o o dford et coll., 1996 ; Charrière
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et coll., 2006b ; Gorski et Osten, 2007]. Nous a v ons vu que cette tec hnique p er-

mettait d'obtenir un supp ort de fréquences étendu le long de l'axe z. Dans ce t yp e

de mon tage, le sp écimen doit être mon té dans un micro-tub e. L'encom bremen t du

disp ositif implique l'utilisation d'ob jectifs à grande profondeur de c hamp et donc

à faible ouv erture n umérique. De ce fait, la plupart des reconstructions [Charrière

et coll., 2006b ; Gorski et Osten, 2007 ; F auv er et coll., 2005] son t alors réalisées

par une appro ximation à l'ordre 0 et se base sur une transformée de Radon et une

retro-pro jection. Notons que [Gorski et Osten, 2007] on t réalisé une comparaison

des deux mo des de reconstruction, tandis que [W o o dford et coll., 1996] on t réa-

lisé une reconstruction selon le mo dèle présen té dans le c hapitre précéden t. Ces

tec hniques on t fait apparaître l'in térêt de la métho de de [W olf, 1969] vis à vis

des franges de di�raction. En e�et, dans les reconstructions par retro-pro jection,

on utilise souv en t un �ltre a�n de faire disparaître ces franges. Dans le cas d'une

reconstruction telle que celle que nous a v ons présen tée, le phénomène de di�rac-

tion est pris en compte et la reconstruction p ermet d'éliminer en grande partie ces

franges.

D'autres métho des on t été utilisées, comme utiliser sim ultanémen t plusieurs illu-

minations, et/ou utiliser une v ariation de la longueur d'onde d'illumination [F er-

c her et coll., 1979 ; Mico et coll., 2007]. Ces tec hniques on t l'a v an tage de p ouv oir

faire une acquisition sim ultanée de plusieurs supp orts ob jet, mais présen ten t l'in-

con v énien t de limiter le nom bre de ces supp orts.

Dans d'autres cas, on p eut se baser sur une connaissance du sp écimen observ é

p our simpli�er la collection des données ou la reconstruction [Ka w ata et coll.,

1987 ; Chaumet et coll., 2004]. P ar exemple, [Ka w ata et coll., 1987] on t prop osé

une métho de d'illumination et de détection simpli�ée (bala y age angulaire réduit

et enregistremen t en holographie hors-axe) p our des ob jets supp osés puremen t

déphasan t. En e�et, supp oser que l'on observ e un tel l'ob jet p ermet de baser la re-

construction des fréquences sur une symétrie des comp osan tes de F ourier détectées.

Le bala y age p eut alors être simpli�é.

Les métho des mises en ÷uvres p euv en t égalemen t v arier selon le mo de de dé-

tection du c hamp di�usé. On notera trois alternativ es. La première consiste à

enregistrer le c hamp di�usé par des métho des d'holographie en ligne plutôt que

par décalage de phase [Dev aney et Sc hatzb erg, 1992]. Notons que dans ce cas, il

demeure une di�culté liée à l'estimation du fron t d'onde à la fois en amplitude et

en phase. La deuxième utilise l'imagerie à con traste de phase en lumière incohé-

ren te [No da et coll., 1992]. Ceci implique de supp oser le sp écimen observ é comme

puremen t déphasan t dans la mesure où le con traste obten u doit être relié unique-
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men t à la phase et non à l'absorption. La troisième et dernière métho de consiste

à remplacer l'holographie par décalage de phase par l'holographie hors-axe [Char-

rière et coll., 2006b]. Cette métho de, bien que plus simple de mise en ÷uvre, pré-

sen te l'incon v énien t de limiter le c hamp et la résolution transv ersale [Y amaguc hi

et Zhang, 1997].

P armi les mon tages existan ts, la réalisation la plus ab outie reste sans doute

celle de [Lauer, 2002]. Dans ce mon tage le c hamp di�usé transmis est détecté par

holographie à décalage de phase, tandis qu'un bala y age angulaire sur l'incidence

de l'illuminatio n est réalisé. Dans cet article [Lauer, 2002], il est égalemen t prop osé

une étude théorique d'un mon tage en ré�exion. Un tel mon tage est actuellemen t

en cours de réalisation à l'institut F resnel à Marseille [Gio v annini et coll., 2007].

Notons égalemen t que [F ukutak e et Milster, 2007] on t aussi prop osé un mon tage

com binan t une détection à la fois en transmission et en ré�exion.

4.1 Microscop e Holographique

La première étap e de la réalisation de notre mon tage exp érimen tal a tout d'ab ord

consisté à mettre en ÷uvre un microscop e holographique. Le princip e d'un tel

microscop e consiste à enregistrer, à tra v ers un ob jectif de microscop e, le fron t

d'onde di�usé par un ob jet illuminé par une onde plane cohéren te.

La Figure 4.1 mon tre le sc héma de princip e d'un mon tage de microscop e holo-

graphique. Une source cohéren te est divisée en deux bras : un bras d'illumination

et un bras de référence. L'onde d'illumination est fo calisée dans le plan fo cal ar-

rière d'un condenseur, tra v erse le condenseur et en ressort plane p our illuminer

le sp écimen. Une partie de cette onde d'illumination est alors di�usée. L'ob jectif

collecte à la fois les parties di�usées et non di�usées de l'onde issue de l'ob jet.

La partie di�usée est ren v o y ée à l'in�ni par l'ob jectif puis fo calisée par la len tille

de T elan sur le détecteur p our y former une image, après a v oir tra v ersé le cub e

recom binateur. La partie non di�usée est fo calisée par l'ob jectif dans le plan fo cal

arrière de la len tille de T elan p our �nalemen t atteindre le détecteur comme une

onde plane. L'onde de référence est plane lorsqu'elle attein t le cub e recom binateur

puis le détecteur et in terfère a v ec les parties di�usée et non di�usée de l'onde ob jet.

L'ob jectif �nal du mon tage exp érimen tal que nous a v ons réalisé est de com bi-

ner de la microscopie de �uorescence confo cale et la microscopie tomographique

optique di�ractiv e (MTOD) sur un même appareil. Nous a v ons donc c hoisi de

construire notre instrumen t sur un bâti de microscop e de �uorescence. Il faut no-

ter cep endan t qu'un tel c hoix présen te certaines con train tes exp érimen tales.

84



PSfrag replacemen ts

laser He-Ne

condenseur

éc han tillon

ob jectif

L 1
L 2

L 3
L 4

L T

cub e sép.

cub e rec.

CCD

uuui

uuur

uuud

Fig. 4.1 � Sc héma de princip e d'un microscop e holographique. Abréviations utilisées : cub e

sép. cub e séparateur, cub e r e c. cub e recom binateur.

4.1.1 Mon tage sur le bâti IX71

Le bâti don t le lab oratoire s'est équip é dev ait donc o�rir à la fois une conception

su�sammen t a v ancée p our p ermettre de faire de la microscopie de �uorescence

a v ec des ob jectifs à immersion (grandes ouv ertures n umériques) mais aussi des

p ossibilités d'adaptation à un mon tage p our la microscopie tomographique. Notre

c hoix s'est p orté sur un microscop e de rec herc he in v ersé fourni par Olympus qui

présen te l'a v an tage d'o�rir plusieurs p orts d'en trée-sortie exploitables en plus de

ceux nécessaires à la microscopie confo cale.

La Figure 4.2 mon tre la con�guration de base du bâti sur lequel nous a v ons

réalisé notre mon tage exp érimen tal. A l'origine, un premier sélecteur (miroir esca-

motable) p ermet de sélectionner ou une sortie v ers le p ort doit (noté C ) ou v ers

les p orts A , B , D et bino culaire. Un second sélecteur (cub e séparateur 100=0%)

p ermet de c hoisir une sortie v ers le p ort bino culaire ou v ers le p ort gauc he. La

tête confo cale que le lab oratoire s'est pro curée équip e le p ort gauc he ( A ). Nous

a v ons donc c hoisit d'équip er le p ort arrière ( B ) a v ec le mon tage de tomographie.

P our cela, il a fallu a jouter un cub e séparateur 100=0% au deuxième sélecteur.

Désormais, le p ort bino culaire et le p ort D son t condamnés, tandis que le sélec-

teur p ermet de c hoisir ou le p ort A ou le p ort B selon que l'on v eut utiliser la

�uorescence ou la tomographie.
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Fig. 4.2 � Microscop e IX-71, principaux tra jets optiques et en trées/sorties : 9 axes d'en-

trée/sortie don t 3 p orts d'en trées indép endan ts et 5 plans images directs accessible de façon

alternativ e sur le côté gauc he, le côté droit, le fond et/ou l'arrière.
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A�n d'insérer un tel bâti dans le bras d'un in terféromètre, il a fallu pro céder

à des adaptations. T out d'ab ord, une nouv elle colonne d'illumination adaptable

sur le bâti p ermettan t de placer des élémen ts optiques p our la mise en forme du

faisceau et capable de supp orter le condenseur a donc été usinée.

Une autre con train te est liée à la con�guration v erticale du bâti, alors que l'es-

sen tiel des autres parties de l'in terféromètre est prévu p our être disp osé horizon ta-

lemen t sur une table optique. A�n de faciliter le transp ort de l'onde d'illumination,

nous a v ons donc opté p our l'utilisation de �bre optique dans les deux bras de l'in-

terféromètre.

Nous a v ons utilisé des �bres monomo des, de longueur 2 m , cliv ées à plat et mon-

tées sur des connecteurs standards t yp e F C. Les �bres présen ten t une ouv erture

n umérique comprises en tre 0; 1 et 0; 14 (données constructeur) et une longueur

d'onde de coupure de 550 � 50 nm . P our réaliser l'injection, nous utilisons des

ob jectifs 5� qui présen ten t une ouv erture n umérique de 0; 1.

Con trairemen t à [Lauer, 2002], nous a v ons c hoisi d'enregistrer les hologrammes

dans le plan image plutôt que dans le plan conjugué. Ceci présen te l'a v an tage de

faciliter les op érations de mise au p oin t et limite le nom bre d'images à acquérir.

En e�et, dans son mon tage, Lauer doit doubler le nom bre d'images à acquérir en

raison de la forte dynamique qui existe dans le plan conjugué. Cep endan t, il existe

une autre con train te qui tien t à l'encom bremen t des élémen ts optiques autour du

bâti. En e�et, l'onde ob jet en sortie de bâti est fo calisée par la len tille de T elan à

une distance de 102mm du bâti. En raison de cette faible distance il n'est maté-

riellemen t pas p ossible de placer le capteur CCD dans le plan image de la len tille

de T elan. C'est p ourquoi nous a v ons dû utiliser un doublet de len tilles en con�-

guration afo cale a�n de gagner l'espace nécessaire. On notera d'autre part que ce

doublet de len tille p ermet égalemen t d'adapter le grandissemen t du système. Ceci,

nous le v errons p eut présen ter un in térêt vis à vis du problème de l'éc han tillonnage.

La Figure 4.3 présen te un sc héma de notre disp ositif exp érimen tal de microsco-

pie holographique. Un faisceau laser He-Ne est séparé en deux ondes par un cub e

séparateur de faisceau. Les deux ondes son t injectées dans les �bres monomo des.

En sortie de la �bre du bras d'illumination, les len tilles L 1 et L 2 fo calisen t l'onde

dans le plan fo cal arrière du condenseur. L'onde ressort plane du condenseur p our

illuminer l'éc han tillon. Ce dernier di�racte une partie de l'onde d'illumination gé-

néran t une onde di�usée. Les partie di�usée et non di�usée de l'onde d'illumination

son t collectées par l'ob jectif. En sortie d'ob jectif, une len tille de T elan ( L T ) assure
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Fig. 4.3 � Sc héma de notre microscop e holographique exp érimen tal. Dans un souci de clarté,

l'injection dans les �bres n'a pas été détaillée. Abréviations utilisées : cub e sép. cub e sépara-

teur, cub e r e c. cub e recom binateur, cub e sél. cub e de sélection du bâti, Pz. actuateur piezo-

électrique. M représen te, dans un premier temps, un miroir de ren v oi �xe.

la mise en forme de l'onde en sortie de bâti. T andis que l'onde d'illumination res-

sort plane, l'onde di�usée est fo calisé p our former une image à 102 mm du bâti.

Le doublet de len tille L 5; L 6 placé en con�guration afo cale, p ermet de reformer

l'image dans le plan du capteur CCD. L'onde di�usée forme alors une image sur

le capteur, tandis que l'onde d'illumination arriv e plane. Le rapp ort de fo cale des

len tilles L 5 et L 6 p ermet de jouer sur le grandissemen t de l'image formée.

En sortie de �bre du bras de référence, les len tilles L 3 et L 4 formen t un faisceaux

collimaté. Cette dernière attein t un miroir mon té sur un actuateur piezo-électrique

qui p ermet de réaliser l'holographie à décalage de phase. L'onde est ensuite ren-

v o y ée v ers le cub e recom binateur p our atteindre le capteur CCD où elle in terfère

a v ec les parties di�usées et non di�usées de l'onde d'illumination.

Le laser Hélium-Néon de 20 mW que nous utilisons était présen t dans les sto c ks

de matériel du lab oratoire. Notons que c'est un matériel ancien qui présen te une

puissance en deçà de la v aleur nominale et une longueur de cohérence de 50 cm
en viron. Si la puissance o�erte par cette source ne présen te pas une con train te

particulière, la longueur de cohérence en est une. En e�et, a�n que les ondes

ob jet et référence in terfèren t au niv eau du capteur, il est nécessaire d'assurer une

longueur égale à 50 cm près des deux bras de l'in terféromètre. En raison de la

longueur des tra jets du bras ob jet autour et dans le bâti, on obtien t au �nal un

in terféromètre don t les bras présen ten t une longueur de l'ordre du mètre. Ceci le
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rend très sensible aux vibrations et aux p erturbations atmosphériques.

A�n de résoudre le problème des vibrations, la table optique sur laquelle a été

réalisée le mon tage exp érimen tal a été isolée du sol par un système pneumatique.

Ceci p ermet d'éviter la transmission de vibrations hautes fréquences depuis le sol.

La structure en nid d'ab eille de la table optique assure le reste de l'isolation aux

vibrations.

D'autre part, a�n d'éviter les �ux d'air et les dép ôts de p oussière sur les élémen ts

optiques, une bâc he a été placée au dessus du mon tage exp érimen tal.

4.1.2 Holographie à décalage de phase : calibration exp éri-

men tale

P our enregistrer le fron t d'onde di�usé, nous a v ons recours à l'holographie à

décalage de phase.

A�n de réaliser le décalage de phase de l'onde de référence, nous mo di�ons la

longueur du c hemin optique parcouru. P our cela, nous utilisons un miroir mon té

sur un élémen t piezo-électrique don t nous con trôlons l'extension au mo y en d'un

générateur de tension.

L'élémen t piezo-électrique a p our dimensions 5� 5� 2 mm . Son extension p our

une tension de 100 V est donnée par le fabrican t à 2; 2 �m garan ti à 20% près.

Ce renseignemen t p ermet de donner un ordre de grandeur utile dans le c hoix du

matériel, mais qui est insu�samen t précis p our notre application. C'est p ourquoi

nous dev ons réaliser un étalonnage de notre actuateur piezo-électrique.

Nous a v ons c hoisi d'utiliser une métho de à 4 sauts de phases successifs. Outre

le fait que cette métho de limite le nom bre d'images à acquérir comparativ emen t

aux métho des à 5 sauts, elle est facile de mise en ÷uvre et p ermet de calibrer in

situ la rép onse de l'élémen t piezo-électrique aux éc helons de tension. En e�et, si

l'on observ e les équations (3.3), on s'ap erçoit que p our un saut de phase de �= 2,

on trouv e l'égalité suiv an te :

I 0 � I 1 = I 3 � I 2 (4.1)

On p eut alors établir un critère d'erreur � sur le déphasage :

� =
X

pixels

[(I 0 � I 1) � (I 3 � I 2)]2
(4.2)
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A�n de calibrer l'élémen t piezo-électrique, on calculera alors ce critère p our des

séries de 4 hologrammes a v ec un saut de tension de � V en tre c haque hologramme,

soit 4 consignes de tension 0; � V;2� V;3� V . Le saut de tension � V adéquat p our

un déphasage de �= 2 étan t celui qui minimise le critère � .
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Fig. 4.4 � Courb e de calibration de l'élémen t piezo-électrique. La v aleur du critère � est donné

en fonction du saut de tension � V . On rep ère un minim um p our � V = 4 ; 2 V .

La Figure 4.4 donne une courb e de calibration de l'élémen t piezo-électrique. La

v aleur du critère � est représen tée en fonction du saut de tension � V appliqué

en tre c hacun des 4 hologrammes de la série. On constate à la lecture de la courb e

que la v aleur de � V minimisan t le critère � est de 4; 2 V . On retiendra donc cette

v aleur p our réaliser un saut de phase de �= 2.

4.1.3 Holographie n umérique : CCD et condition d'éc han-

tillonnage

A�n d'enregistrer les hologrammes, nous utilisons un capteur CCD 8 bits noir

et blanc une taille de 748� 570 pixels. Le rapp ort signal à bruit est donné par le

constructeur comme sup érieur à 58 dB . La taille des pixels est de 11 �m . Notons

que les capteurs CCD p ossèden t une vitre de protection. Lors d'une utilisation

en in terféromètrie, la présence de cette vitre génère des franges parasites qui son t

gênan tes dans le cadre de notre application. Notre capteur CCD a donc été mo di�é

et nous utilisons le capteur CCD à n u.
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La caméra est reliée à un PC par un p ort analogique via une carte d'acquisition

NI-IMA Q, fournie par National Instrumen t.

L'utilisation d'un capteur CCD p our l'enregistremen t des hologrammes implique

un éc han tillonnage du signal. Il est donc nécessaire de s'assurer que cet éc han tillon-

nage est correct.
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Fig. 4.5 � Géométrie du problème d'éc han tillonnage. On a a jouté en sortie de bâti un doublet

de len tille L 5; L 6 . Le lien en tre � et � 00
p ermet de calculer la plus p etite mo dulation que devra

détecter le capteur CCD.

Dans notre mon tage, on enregistre une comp osan te plane uuu1 forman t un angle

� a v ec l'axe optique, collectée par l'ob jectif, et tra v ersan t le doublet afo cal L 5; L 6

p our atteindre le capteur CCD a v ec un angle � 00
où elle doit in terférer a v ec l'onde

de référence plane uuu2 atteignan t le capteur CCD a v ec une incidence n ulle. La

Figure 4.5 décrit la géométrie du problème.

Nous c herc hons tout d'ab ord à relier les angle � et � 00
. La relation des sin us

d'Abb e nous donne :

n sin� = G sin� 0
(4.3)

où n est l'indice du milieu d'immersion et G le grandissemen t fourni par l'ensem ble

ob jectif/T elan. D'autre part, p our un ra y on passan t par le fo y er ob jet de L 5 on a :

f 5 tan � 0 = f 6 tan � 00
(4.4)

où f 5 et f 6 son t les distances fo cales resp ectiv es des len tilles L 5 et L 6 . Aux p etits

angles on p eut écrire :

tan � 0 = sin � 0

tan � 00 = sin � 00
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Il vien t alors :

sin� 0 =
f 6

f 5
sin� 00

(4.5)

La relation des sin us d'Abb e devien t alors :

n sin� =
Gf 6

f 5
sin� 00

(4.6)

Ce qui nous p ermet de relier les angle � et � 00
.

In téressons nous main tenan t au problème d'éc han tillonnage. L'in terférence des

deux ondes planes détectées sur le capteur CCD fait apparaître une mo dulation

régulière don t l'in terfrange i dép end de la longueur d'onde � et de l'angle � 00

i =
�

sin� 00
(4.7)

La plus p etite p ério de détectable p ossible corresp ond à un angle � 00
maxim um

(noté � 00
m ), ce qui équiv aut à un angle � maxim um, soit, par dé�nition, n sin� =

NA . On p eut alors écrire :

sin� 00
m =

NAf 5

Gf 6
(4.8)

P our réaliser un éc han tillonage correct, il faut que :

i � 2d (4.9)

où d représen te la plus grande distance en tre deux pixels consécutifs sur la CCD

(i.e. 2 pixels en diagonale). Si on remplace i par son expression en fonction de NA
on obtien t alors la condition suiv an te :

�Gf 6

NAf 5
� 2d (4.10)

ce qui se traduit par la condition suiv an te sur les fo cales des len tilles L 1 et L 2 :

f 5

f 6
�

�G
2dNA

(4.11)

La Figure 4.6 mon tre la géométrie du capteur CCD. On considère des pixels

carrés de côté Tp . La plus grande distance en tre deux pixels consécutifs est alors

d =
p

2Tp . Les pixels de notre CCD a y an t des cotés de 11 �m , p our une longueur

d'onde de 633nm , un ob jectif d'ouv erture n umérique 1:4 immergé dans une h uile

d'indice n = 1:515 et o�ran t un grandissemen t de 100, la condition sur le rapp ort

de fo cales sera donc :

f 5=f6 � 2; 9 (4.12)
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Tpp
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Fig. 4.6 � Sc héma illustran t les distances en tre pixels consécutifs : la plus grande distance en tre

deux pixel consécutifs sur la diagonale est bien de

p
2Tp .

4.1.4 Reconstruction

Nous v enons de présen ter un mon tage de microscopie holographique à partir du-

quel nous sommes capables d'enregistrer une série de quatre hologrammes. D'après

les élémen ts théoriques présen tés dans le c hapitre précéden t, nous a v ons mis en

place un algorithme qui p ermet de reconstruire la distribution d'indice tridimen-

sionnelle de l'ob jet observ é.

Les principales étap es de cet algorithme son t reprises dans la Figure 4.7. A par-

tir des 4 hologrammes mesurés, on calcule la v aleur du c hamp di�usé dans le plan

de la CCD. On réalise ensuite une transformée de F ourier 2D p our obtenir les

comp osan tes 2D de ce c hamp. Le mo dule de l'image complexe alors obten ue fait

apparaître un maxim um qui corresp ond à la partie non di�usée de l'onde d'illu-

mination. Les co ordonnées 2D de ce maxim um p ermetten t de retrouv er les trois

comp osan tes du v ecteur d'illumination kkki grâce à la condition d'élasticité. Ces

comp osan tes donnen t alors le cen tre de la sphère qui supp orte les fréquences spa-

tiales de l'ob jet. Comme nous enregistrons l'onde di�usée en transmission, limitée

par l'ouv erture n umérique de l'ob jectif, le supp ort de fréquence se limite à une ca-

lotte de sphère. Les comp osan tes 2D de l'onde di�usée son t donc n umériquemen t

disp osées sur cette calotte de sphère. Une transformée de F ourier 3D in v erse nous

donne �nalemen t une distribution 3D complexe de la p ermittivité de l'ob jet.

La Figure 4.8 mon tre un exemple de reconstruction tridimensionnelle d'un sp é-

cimen illuminé par une seule onde plane cohéren te en incidence oblique, selon la

métho de décrite précédemmen t. Le sp écimen est une frustule de diatomée ( Co c-

cino dus sp ). On p eut constater sur la coup e x � y (Fig. 4.8(a)) que les b ords du

sp écimen son t mal dé�nis et que des franges son t présen tes. Ceci est con�rmé sur

la Figure 4.8(b). En e�et, sur cette coup e x � z, on ne distingue que les franges

caractéristiques du phénomène de di�raction : la forme du sp écimen n'est pas ré-

solue. On notera de plus que ces franges son t inclinées par rapp ort à l'axe z, ce

qui traduit l'inclinaison de l'onde d'illumination.
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TF � 1 3D

Fig. 4.7 � Sc héma récapitulan t des étap es de l'algorithme de reconstruction. A partir des 4
hologrammes enregistrés (a), on calcule les parties réelle et imaginaire du c hamp di�usé sur le plan

du capteur CCD (b). Une transformée de F ourier n umérique nous donne alors les comp osan tes 2D

du c hamp dans le domaine de F ourier (c). Il apparaît alors un maxim um d'in tensité qui corresp ond

à la partie non di�usée de l'onde d'illumination. Les co ordonnées de ce maxim um p ermetten t

de retrouv er les co ordonnées 3D du cen tre de la calotte sphère supp ortan t les fréquences ob jet.

Les v aleurs complexes obten ues dans (c) son t alors pro jetées sur cette calotte de sphère (d). Une

transformée de F ourier 3D in v erse donne alors la v aleur complexe de la fonction de p ermittivité

de l'ob jet (e).
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Fig. 4.8 � Images en microscopie holographique de la partie imaginaire d'une frustule de

diatomée ( Co c cino dus sp ) illuminée en incidence oblique. La reconstruction a été réalisée p our

un seul angle d'illumination. La Figure (a) donne la coup e le long du plan x � y et (b) le long

du plan x � z . La barre d'éc helle représen te 4�m .

Ce premier résultat con�rme les limites que nous a v ons mises en évidence dans

le c hapitre précéden t. En e�et, si le supp ort de fréquence ob jet est bien inscrit dans

un v olume, son élongation le long de l'axe f z demeure limitée. P ar conséquen t, la

résolution est limitée, particulièremen t le long de cet axe, comme nous v enons de

l'observ er.

P our améliorer la résolution, nous décriv ons par la suite la mise ÷uvre d'un

mon tage de tomographie.

4.2 Microscop e tomographique

P our étendre le supp ort de fréquences ob jet collectées, nous a v ons c hoisi une

métho de de tomographie en transmission où l'ob jet est �xe et où l'on fait v arier

l'incidence de l'illumination. Nous allons main tenan t présen ter le mon tage de mi-

croscopie tomographique optique di�ractiv e (MTOD) que nous a v ons réalisé et qui

p ermet d'élargir le supp ort de fréquences dans le but d'améliorer la résolution.

4.2.1 Bala y age angulaire de l'illumination

Nous a v ons vu dans le c hapitre précéden t que dans ce cas, les dimensions du

supp ort collecté dép endait de l'ouv erture n umérique du condenseur et de l'ob jectif.

Notre mon tage utilise donc un ob jectif et un condenseur à immersion o�ran t tous

les deux une ouv erture n umérique de NA = 1; 4.
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D'autre part, nous a v ons utilisé un supp ort mécanique qui p ermet de faire v arier

l'inclinaison du miroir M (c.f. Fig. 4.3). L'inclinaison du miroir p ermet de con trôler

la p osition du p oin t fo cal en sortie de L 2 dans le plan fo cal arrière du condenseur.

Nous p ouv ons ainsi con trôler l'angle d'incidence de l'onde d'illumination en sortie

du condenseur. Grâce au grandissemen t fourni par ce dernier, une p etite v ariation

de l'inclinaison du miroir en traîne une grande v ariation de l'illumination au niv eau

de l'éc han tillon. T ypiquemen t, une v ariation de 5� de l'orien tation du miroir de part

et d'autre de la normale p ermet de couvrir la totalité de l'ouv erture n umérique en

sortie de condenseur, soit un angle d'illumination de 68�p our une h uile d'immersion

d'indice n = 1; 515.

A�n de remplir le supp ort de fréquences étendu, il est nécessaire de faire un grand

nom bre d'acquisitions p our un grand nom bre d'angles d'illumination couvran t la

totalité de l'ouv erture n umérique du condenseur. C'est p ourquoi, il a été nécessaire

d'automatiser notre mon tage.

L'automatisation du mon tage exp érimen tal nécessite de p ouv oir commander

l'inclinaison du miroir M , les éc helons de tensions appliqués à l'actuateur piezo-

électrique ainsi que l'acquisition des images par le capteur CCD. Dans ce but, le

supp ort mécanique du miroir M a été équip é de deux moteurs pas à pas. Ces

moteurs son t commandés par deux con trôleurs, eux même reliés a v ec un PC par

une liaison RS232. Le générateur de tension qui p ermet de con trôler l'élémen t

piezo-électrique généran t le décalage de phase a été relié au même PC par une

liaison GP IB . En�n, le capteur CCD est relié par une liaison analogique à une

carte d'acquisition du PC.

Il a ensuite fallu mettre en place une in terface de commande de ces di�éren ts

élémen ts selon leurs proto coles resp ectifs. P our cela, nous a v ons c hoisi d'utiliser

le logiciel Lab view qui nous a p ermis de con�gurer rapidemen t les liaisons en tre

le PC et les élémen ts à commander et de programmer une séquence d'acquisition

rép ondan t à nos b esoins. La Figure 4.9 résume la structure de l'in terface d'auto-

matisation ainsi que les proto coles utilisés.

T ypiquemen t, la con�guration actuelle p ermet de réaliser l'acquisition p our 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 déplacemen t des moteurs

est de 3 s p our une longue course et de 1 s p our un déplacemen t en tre deux p o-

sitions v oisines. La durée totale d'acquisition est donc fortemen t allongée par le

temps de déplacemen t des moteurs pas-à-pas en raison du temps nécessaire à leur

stabilisation.
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Fig. 4.9 � Sc héma illustran t l'automatisation du mon tage exp érimen tal de tomographie
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La Figure 4.10 mon tre le mon tage exp érimen tal dans son ensem ble. La partie

confo cale est p ositionnée sur le p ort de gauc he, tandis que le mon tage de tomogra-

phie utilise la colonne d'illumination que nous a v ons reconstruite et le p ort arrière.

Le mon tage actuel o ccup e une grande partie de la table optique. Une év olution

sera de le condenser, p our faciliter les réglages et sa robustesse.

PSfrag replacemen ts

L 1
L 2 L 3

L 4

L 6

L 6

M

Pz.

(1)

(2)

CCD

moteurs pas à pas

condenseur

(a)

(b)

Fig. 4.10 � Photographie du mon tage exp érimen tal. (a) La tête confo cale (1) se

p ositionne sur la gauc he du bâti (2). (b) V ue d'ensem ble du bâti a v ec le mon tage

tomographique. On retrouv e les principaux élémen ts présen tés dans la Figure 4.3.
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Fig. 4.11 � Sc héma récapitulatif des étap es de l'algorithme de reconstruction des données

tomographiques. (V oir texte p our détails)
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4.2.2 Reconstruction des données

Le mon tage tomographique nous p ermet d'acquérir un grand nom bre d'holo-

grammes de l'éc han tillon obten us p our un grand nom bre d'incidences de l'onde

d'illumination. L'étap e suiv an te consiste à reconstruire le supp ort étendu des fré-

quences ob jet à partir de cette série d'hologrammes.

La Figure 4.11 décrit l'algorithme de reconstruction. A partir des 4 hologrammes

obten us p our une incidence (a) on calcule la v aleur du c hamp di�usé dans le plan

de la CCD (b). On réalise ensuite une transformée de F ourier 2D p our obtenir

les comp osan tes 2D du c hamp di�usé (c). Le mo dule de l'image complexe alors

obten ue fait apparaître un maxim um qui corresp ond à la partie non di�usée de

l'onde d'illumination. Les co ordonnées 2D de ce maxim um p ermetten t de retrouv er

les trois comp osan tes du v ecteur d'illumination kkki grâce à la condition d'élasticité

(d). Ces comp osan tes donnen t alors le cen tre de la calotte de sphère supp ortan t

les fréquences de l'ob jet p our l'angle d'illumination considéré. Les comp osan tes

2D de l'onde di�usée son t donc n umériquemen t disp osées sur cette calotte de

sphère (e). Les étap es (a) à (e) son t rép étées autan t de fois qu'il y a d'angles

d'illumination. Les fréquences ob jets son t alors accum ulées dans un supp ort de

fréquences ob jet étendu (f ). Au �nal une transformée de F ourier 3D in v erse nous

donne une distribution 3D complexe de la p ermittivité de l'ob jet (g).

Deux remarques imp ortan tes doiv en t être faites au sujet de cet algorithme.

La première concerne les mouv emen ts du miroir. Si dans le cas d'une seule in-

cidence la phase de l'onde d'illumination ne p ose pas de soucis dans les étap es de

reconstruction, il en v a di�éremmen t dans le cas d'une reconstruction de données

tomographiques. En e�et, les mouv emen ts mécaniques du miroir M pro v o quen t

inévitablemen t un déphasage parasite p our c haque angle de l'onde d'illumination.

A�n d'assurer une reconstruction correcte, il est donc imp ératif de corriger ces

déphasages en normalisan t l'amplitude complexe du c hamp di�usé. P our cela à

l'étap e (d) on divise l'ensem ble du c hamp complexe par sa v aleur au niv eau du

maxim um d'in tensité (qui corresp ond à la partie non di�usée de l'onde d'illumi-

nation).

La deuxième remarque concerne l'accum ulation des fréquences ob jets dans le

supp ort étendu. Le remplissage du supp ort implique que certaines fréquences son t

obten ues de façon redondan te. Con trairemen t à la microscopie classique en trans-

mission, la tec hnique d'imagerie et la structure séquen tielle de la reconstruction

nous p ermetten t ici de dénom brer les fréquences redondan tes et ainsi d'en calculer

la mo y enne.
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4.3 Résultats exp érimen taux

4.3.1 Comparaison du microscop e holographique a v ec la MTOD

PSfrag replacemen ts

(a) (b)

(c) (d)

x x

x

xy

z z

z

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

sp ) p our une série de 1000 angles d'illumination couvran t la totalité de l'ouv erture n umérique

du condenseur ( NA = 1 :4 dans une h uile d'indice n = 1 :515). (a) mon tre la coup e le long du

plan x � y et (b) le long du plan x � z de la partie imaginaire de l'image obten ue en microscopie

holographique, (c) et (d) les coup es corresp ondan tes en MTOD. La barre d'éc helle représen te

4�m .

La Figure 4.12 mon tre une comparaison des images d'une frustule de Co c cino dus

sp obten ues en microscopie holographique (a,b) (cf Fig. 4.8) et des images obten ues

en MTOD (c,d) p our une série de 1000angles d'illumination qui couvren t la totalité

de l'ouv erture n umérique du condenseur ( NA = 1; 4 dans une h uile d'immersion

d'indice n = 1; 151). Si l'on compare les coup es dans le plan x � y (a) et (c)

on p eut noter une nette amélioration de la résolution dans le cas de la MTOD.
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En e�et les b ords de la frustule son t mieux dé�nis et les franges on t disparu.

D'autre part on p eut noter que la structure �ne du sp écimen apparaît et on note

la présence d'alv éoles. Dans la coup e (a) cette structure �ne apparaît sous forme

d'une gran ulosité couvran t l'ensem ble du sp écimen. Dans le cas de la coup e (c),

les alv éoles ne son t présen tes que dans la partie sup érieure du sp écimen. En fait

l'ob jet est légèremen t incliné par rapp ort au c hamp observ é. Dans le cas de la

coup e (a) on v oit les structures présen tes dans les di�éren ts plans. Dans la coup e

(c) les alv éoles n'apparaissen t pas au cen tre du sp écimen parcequ'elles se trouv en t

dans un autre plan qui est discriminé. Ceci est con�rmé dans les coup es selon le

plan x � z (b,d). Si dans la coup e (b) on ne v oit que des franges de di�raction, dans

la coup e (d) la structure de l'ob jet apparaît. La MTOD couplée à une tec hnique

de reconstruction adaptée p ermet donc bien d'obtenir une image tridimensionnelle

de l'ob jet observ é.

Fig. 4.13 � Planc he regroupan t des images en mo dule d'une frustule de diatomée ( Co c cino dus

sp ). Chaque image est une pro jection en (x; y) du maxim um d'in tensité de l'image 3D. L'angle de

pro jection en tre c haque image v arie de 8� autour de l'axe y . La barre d'éc helle représen te 10�m

La planc he de la Figure 4.13 donne une meilleure idée des capacités d'imagerie

3D de notre système. La planc he représen te une série d'images en mo dule d'une

frustule de diatomée de la même esp èce ( Co c cino dus sp. ). Chaque image représen te
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une pro jection du maxim um d'in tensité de l'image 3D sous di�éren ts angles. En tre

c haque image, l'angle de pro jection v arie de 8� autour de l'axe y . On p eut noter la

présence d'une deuxième diatomée en forme de bâtonnet qui apparaît sur la droite

de la Co c cino dus sp dans la première image. Sa p osition qui v arie dans la série

de pro jection p ermet de se faire une meilleure idée de l'organisation du v olume

observ é.

4.3.2 Étude exp érimen tale de la résolution

Dans le c hapitre précéden t nous a v ons mené une étude théorique de la résolu-

tion d'un système MTOD basée sur un calcul à partir des dimensions du supp ort

de fréquence. Nous souhaitons main tenan t sa v oir si notre système présen te des

capacités de résolution latérale en accord a v ec les résultats théoriques obten us.

P our cela, nous a v ons étudié la rép onse du système à un b ord. La Figure 4.14

mon tre une planc he résuman t une telle étude menée sur les motifs d'une mire t yp e

USAF

1

. Cette mire a été réalisée par un dép ôt d'or sur une lame de v erre par une

métho de de photogra vure. La Figure 4.14(a) résume l'étude de la résolution p our

un système de microscopie holographique, la Figure 4.14(b) p our notre système

MTOD. Les images représen ten t des coup es x � y de la partie réelle des résultats

de la reconstruction. Les courb es représen ten t les pro�ls corresp ondan ts obten us

le long de la ligne représen tée en tirets blanc. P our c haque courb e, une partie

corresp ondan t à une transition de b ord a été agrandie. La résolution exp érimen tale

p eut-être év aluée selon deux critères. Le premier critère consiste à dénom brer les

pixels séparan t les minim ums et les maxim ums de la zone de transition (critère le

plus défa v orable). Il est égalemen t p ossible d'év aluer les niv eaux mo y ens de part

et d'autre du b ord (représen tés en p oin tillés sur les parties agrandies des courb es)

et de dénom brer le nom bre de pixels séparan t ces deux niv eaux dans la zone de

transition (critère le plus fa v orable).

Selon le critère pic à pic, on trouv e 6 pixels dans le cas du microscop e holo-

graphique et 3 pixels dans le cas MTOD. P our une taille de pixel de 110 nm on

obtien t une transition en 660nm p our le microscop e holographique et en 330nm
p our le MTOD. Selon le critère des niv eaux mo y ens, on trouv e 4 pixels dans le

cas du microscop e holographique, soit une transition en 440 nm , et 1 pixel p our

le MTOD, soit une transition en 110nm .

En théorie, la résolution latérale d'un système MTOD dans les mêmes conditions

(condenseur et ob jectif d'ouv erture n umérique NA = 1; 4 immergés dans une h uile

1
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r

Ro dolphe Ja�ol de l'Institut Jacques Delauna y de l'Univ ersité
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Fig. 4.14 � Étude comparativ e de la résolution à partir de la rép onse à un b ord. La barre

d'éc helle représen te 5�m (v oir texte p our détails)
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d'indice n = 1; 151 et longueur d'onde d'illumination � = 633 nm ) a été calculée

dans le c hapitre précéden t à :

r x;y = 113 nm (4.13)

On p eut noter que selon le critère pic à pic, notre système fourni une résolution

moins b onne que ce qui est théoriquemen t prévu, tandis qu'elle est comparable

selon le critère des niv eaux mo y ens. La résolution exp érimen tale réelle se trouv e

certainemen t en tre ces deux v aleurs. Ce que l'on p eut retenir, c'est que le fait de

réaliser une tomographie p ermet d'améliorer la résolution latérale par rapp ort à

la microscopie holographique. Dans la mesure où le supp ort de fréquence v oit ses

dimensions latérales doubler selon que l'on utilise la microscopie holographique ou

la MTOD, la résolution devrait, en théorie, être améliorée d'un facteur 2 selon que

l'on utilise l'une ou l'autre tec hnique. Les mesures réalisées mon tre e�ectiv emen t

une amélioration dans des prop ortions comparables.

Notons en�n que l'ob jet utilisé dans cette étude présen te des propriétés optiques

particulières dans la mesure où il est métallique et présen te des b ords francs. Il est

donc p ossible de s'in terroger sur le fait qu'il remplisse les conditions de la première

appro ximation de Born.

4.3.3 Observ ation exp érimen tale de l'indice complexe

Dans le c hapitre précéden t, nous a v ons égalemen t vu que les images reconstruites

selon la métho de présen tée par [W olf, 1969] corresp ondaien t à la p ermittivité de

l'ob jet, c'est à dire à la distribution tridimensionnelle des indices optiques au sein

du sp écimen. Nous v enons de mon trer que les images que nous obtenions o�raien t

une résolution su�san te p our p ermettre une imagerie tridimensionnelle. Il con vien t

main tenan t de s'in terroger sur la capacité de notre système à traduire les v ariations

de la p ermittivité au sein du sp écimen.

La Figure 4.15 mon tre une planc he d'images obten ues sur des ob jets absorban ts

ou déphasan ts. Les images (a) et (b) mon tren t resp ectiv emen t des coup es trans-

v ersales des parties réelles et imaginaires de la reconstruction de graduations d'un

micromètre ob jectif. Ces graduations consisten t en un dép ôt de p ein ture que nous

considérons totalemen t absorban te. Les images (c) et (d) mon tren t resp ectiv emen t

les même coup es p our la reconstruction d'un éc han tillon constitué de deux p o-

lymères de même épaisseur placés côte à côte

2

et don t l'indice de réfraction est

di�éren t. Le p olymère de gauc he présen te un indice de réfraction n1 = 1; 48, celui

2

Cet éc han tillon a été aimablemen t préparé par le D

r

La vinia Balan du Départemen t de

Photo c himie Générale de l'Ecole Nationale Sup érieure de Chimie de Mulhouse
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Fig. 4.15 � Observ ation exp érimen tale de l'indice complexe : comparaison des parties réelles

et imaginaires p our des ob jets absorban ts et déphasan ts. (v oir texte p our détail)
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de droite un indice de n2 = 1; 54. Les courb es présen ten t le pro�l de niv eaux de

gris le long de la ligne rep érée en tirets blancs sur les images.

Dans le cas du micromètre ob jectif, les graduations en traînen t une v ariation

signi�cativ e des niv eaux de gris dans la partie réelle, tandis que cette v ariation est

quasimen t n ulle dans la partie imaginaire. Dans le cas des p olymères, la v ariation

d'indice de réfraction se traduit par une v ariation signi�cativ e du con traste de la

partie imaginaire tandis que la partie réelle ne présen te aucun con traste.

L'étude de ces images et de ces pro�ls mon tren t qu'une v ariation de l'absorp-

tion se traduit par une v ariation des niv eaux de gris dans la partie réelle alors

qu'une v ariation de l'indice de réfraction se traduit par une v ariation dans la par-

tie imaginaire. Ceci est conforme au cadre théorique que nous a v ons exp osé dans

le c hapitre précéden t. On p eut donc esp érer qu'une calibration du système p er-

mettrait de quan ti�er les données en absorption et en réfraction. De telles mesures

présen teraien t l'a v an tage d'obtenir une information sur les propriétés ph ysiques du

sp écimen observ é, autres que celles concernan t sa morphologie. Il faut cep endan t

être pruden t dans la mesure où tous les sp écimens p euv en t ne pas con v enir p our ce

t yp e de mesure. [Slaney et coll., 1984] a présen té une étude théorique qui mon tre

qu'au delà de certaines dimensions ou de certaines v ariations d'indice, la première

appro ximation de Born est mise quan titativ emen t en défaut.

La Figure 4.16 présen te les coup es transv ersales de la partie réelle (a) et imagi-

naire (b) d'une image de cellules d'un épithélium buccal. On p eut constater sur les

agrandissemen ts (1) et (2) de la zone autour du no y au que selon que l'on observ e

l'absorption ou la réfraction, certaines structures son t présen tes ou non.
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Fig. 4.16 � Exemple d'indices complexes sur un cas biologique. (a) et (b) présen ten t des

coup es transv ersales des parties réelles et imaginaires d'images de cellules épithéliales buccales.

Les agrandissemen t (1) et (2) mon tren t des structures dans et autour d'un no y au qui apparaissen t

ou non selon que l'on regarde la partie réelle ou imaginaire.
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4.3.4 Couplage a v ec la microscopie confo cale

Un des ob jectifs �xés au début de ce tra v ail était de coupler la microscopie

tomographique optique di�ractiv e a v ec la microscopie confo cale. Notre mon tage

exp érimen tal a été conçu en fonction de cet ob jectif.

PSfrag replacemen ts

(a) (b) (c)

(d) (e) (f )

xxx

x x x

y y y

zzz

MTOD : partie réelle

MTOD : partie imaginaire Microscop e confo cal

Fig. 4.17 � Com binaison MTOD/Microscopie confo cale, images en coup e x � y et x � z d'un

grain de p ollen de p erce-neige. (a,c) partie réelle en MTOD, (b,d) partie imaginaire, (c,e) image

en microscopie confo cale en auto�uorescence. Les barres d'éc helle représen ten t 4�m

La Figure 4.17 présen te les coup es transv ersales (a-c) et longitudinales (d-f )

des images d'un grain de p ollen de p erce-neige obten ues en MTOD (a,b),(d,e)

et en microscopie confo cale par auto�uorescence (c),(f ). Les coup es (a) et (d)

présen ten t la partie réelle de l'image obten ue en MTOD, tandis que les coup es

(b) et (e) représen ten t la partie imaginaire. Il est clairemen t visible sur les coup es

(d-f ) que la résolution longitudinale obten ue en MTOD est moins b onne que celle

des images en microscopie confo cale. Ceci s'explique par le fait que le supp ort de

fréquences transmis par notre système présen te un cône manquan t caractéristique

des microscop es en transmission, ce qui n'est pas le cas du microscop e confo cal.
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Les images obten ues par couplage des deux tec hniques de microscopie n'on t pas

encore fait l'ob jet d'une analyse p oussée. Nous esp érons cep endan t p ouv oir mettre

en évidence l'app ort d'information qu'app orte le fait d'utiliser deux tec hniques de

microscopie.

4.4 P ersp ectiv es d'év olution

Nous v enons de présen ter la réalisation d'un système de MTOD qui o�re des ca-

pacités d'imagerie tridimensionnelle à partir de la p ermittivité d'ob jets faiblemen t

di�usan ts. Plusieurs pistes d'améliorations ou d'év olutions de ce système p euv en t

être en visagées.

Un des in térêts essen tiel du système de microscopie que nous présen tons est sa

capacité à fournir une information sur la distribution d'indice. Une étap e imp or-

tan te serait donc de réaliser une calibration précise. P our cela, il est nécessaire de

disp oser de sp écimens présen tan t des v ariations d'indice conn us. Une collab oration

a v ec le départemen t de Photo c himie Générale de l'Ecole Nationale Sup érieure de

Chimie de Mulhouse est en cours.

Une limite imp ortan te que nous a v ons notée est la len teur de l'acquisition qui le

rend sensible aux problèmes de v ariations de l'en vironnemen t ou du sp écimen dans

le temps. Nous a v ons vu que cette durée d'acquisition dép endait essen tiellemen t

du temps que metten t les moteurs pas à pas p our réaliser le bala y age angulaire.

Une première piste d'amélioration serait donc de passer à un système de bala y age

plus rapide en utilisan t par exemple un bala y age con tin u réalisé par un système

galv anomètrique [Choi et coll., 2007].

A�n d'améliorer la vitesse d'acquisition il est égalemen t en visageable d'extraire

le fron t d'onde di�usé plus rapidemen t. P our cela plusieurs pistes son t p ossibles.

Une première solution serait de disp oser d'une caméra rapide. Une autre consis-

terait à remplacer l'holographie à sauts de phase par l'holographie hors-axe, ce

qui réduirait le nom bre d'hologrammes à acquérir. Nous a vions cep endan t écarté

cette tec hnique au départ parcequ'elle exigeait un c hamp de détection plus im-

p ortan t. Une autre piste consisterait à utiliser un système acousto-optique p our

réaliser le déphasage de l'onde de référence [Choi et coll., 2007] ce qui p ermettrait

d'acquérir plus rapidemen t les di�éren ts hologrammes nécessaires à l'holographie à

sauts de phase. En�n, la dernière solution consisterait à enregistrer sim ultanémen t

les 4 hologrammes en utilisan t un système comparable à celui présen té dans la

référence [Dunsb y et coll., 2003]
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En MTOD, la résolution longitudinale, bien qu'améliorée par rapp ort à celle

d'un microscop e holographique, est limitée en raison d'un cône de fréquences man-

quan tes le long de l'axe optique. Cette résolution longitudinale p eut-être amélio-

rée en détectan t la partie ré�éc hie de l'onde di�usée en plus de la partie trans-

mise [Lauer, 2002 ; F ukutak e et Milster, 2007]. P our cela, il serait nécessaire de

concev oir un nouv eau système qui utiliserait deux ob jectifs opp osés fron talemen t.

L'illumination p ourrait être alors réalisée à tra v ers l'un des ob jectif a v ec une ou-

v erture n umérique comparable à celle du condenseur, les parties transmises et

ré�éc hies de l'onde di�usée étan t détectées à tra v ers les deux ob jectifs. Notons

qu'un tel système a été récemmen t présen té, sans a v oir encore fait l'ob jet d'une

réalisation ab outie [F ukutak e et Milster, 2007].

Dans c e chapitr e, nous avons pr ésenté une pr emièr e r é alisation de micr osc op e

holo gr aphique dont nous avons vu qu'el le pr ésentait un intér êt limité en r aison de

son manque de r ésolution longitudinale.

Nous avons p ar la suite pr ésenté le montage tomo gr aphique que nous avons

r é alisé. Ce montage p ermet d'étendr e le supp ort de fr é quenc es objet obtenu p ar

r app ort au micr osc op e holo gr aphique et p ermet donc de r é aliser une imagerie tri-

dimensionnel le.

L es r ésultats exp érimentaux que nous avons pr ésentés nous ont p ermis d'évaluer

les c ap acités de notr e système tant en terme de r ésolution que de r ép onse aux

variations d'indic es optiques.

Nous avons é galement pr ésenté des r ésultats r é c ents qui montr ent la c ap acité

de notr e système à r é aliser sur un même sp é cimen l'imagerie en MTOD et en

micr osc opie c onfo c ale.

En�n, nous avons pr op osé des p ossibilités d'amélior ations de notr e montage ex-

p érimental ainsi que des p ersp e ctives c onc ernant les évolutions p ossibles de c ette

te chnique de micr osc opie.
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Conclusion

La microscopie de �uorescence est dev en ue un outil de c hoix dans l'observ ation

du viv an t. L'utilisation de marqueurs sp éci�ques p ermet en e�et d'étudier isolé-

men t certaines structures et fonctions cellulaires. Grâce à la microscopie confo cale

en particulier, il est égalemen t p ossible d'obtenir des images tridimensionnelles.

Cep endan t, nous a v ons pu constater que la résolution o�erte demeurait limitée.

Dans ce man uscrit, nous a v ons présen té une première p ossibilité d'amélioration

de cette résolution qui p orterait sur l'utilisation d'ob jectifs à forte ouv erture n u-

mérique et une préparation particulière du sp écimen.

Puis, nous a v ons brièv emen t rapp elé les dernières tec hniques d'amélioration de

la résolution qui utilisen t une illumination structurée obten ue par le phénomène

d'in terférence à l'excitation du sp écimen.

Nous a v ons alors prop osé deux nouv elles tec hniques d'illumination structurée

visan t à améliorer la résolution latérale uniquemen t. La première consiste à utiliser

une lame de phase, la deuxième une illumination à trois faisceaux mettan t en

jeu des in terférences latérales. Les résultats obten us mon tren t qu'il est p ossible

d'obtenir un gain sensible le long d'un axe du plan transv ersal.

L'amélioration de la résolution passe aussi par des traitemen ts n umériques et en

particulier la décon v olution.

Nous a v ons donc étudié des métho des n umériques p ermettan t d'améliorer de

façon isotrop e la résolution du système confo cal 3-faisceaux que nous a v ons pro-

p osé. La tec hnique de fusion par mo y enne nous est apparue p eu adaptée à ce cas.

La tec hnique de fusion dans le domaine de F ourier étudiée app orte déjà des amé-

liorations sensibles. La tec hnique de décon v olution à no y aux m ultiples app orte une

amélioration signi�cativ e tan t du p oin t de vue de la résolution que de la robustesse

au bruit et qu'au c hoix des paramètres utilisés.

Nous a v ons égalemen t pu noter que de nom breuses tec hniques de microscopie

2D ou 3D présen taien t des rép onses impulsionnelles asymétriques et p ourraien t

donc constituer d'autres applications p ossibles des métho des n umériques que nous

a v ons prop osées.
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Nous a v ons ensuite év o qué le rôle du sp écimen dans le pro cessus de formation

d'image et noté que son rôle n'était pas neutre. Nous a v ons donc étudié une tec h-

nique dite de microscopie holographique. Cette tec hnique se décomp ose en deux

étap es. La première consiste à enregistrer l'onde di�usée par le sp écimen à la fois en

amplitude et en phase. La seconde dite de reconstruction et e�ectuée n umérique-

men t dans le cadre de la première appro ximation de Born, donne la distribution 3D

des indices optiques du sp écimen. Mais, la résolution obten ue n'est pas su�san te

p our extraire une distribution d'indice tridimensionnelle.

Nous a v ons donc étudié, d'un p oin t de vue théorique, certaines tec hniques de

tomographie qui p ermetten t d'élargir le supp ort de fréquences et d'améliorer ainsi

la résolution �nale. Nous a v ons étudié les di�éren tes prop ositions de telles con�-

gurations en transmission.

Ensuite, nous a v ons dans un premier temps, présen té une réalisation de micro-

scop e holographique don t nous a v ons vu qu'elle présen tait un in térêt limité, puis

le mon tage tomographique en transmission que nous a v ons construit.

Ce mon tage p ermet d'étendre le supp ort de fréquences ob jet obten u par rapp ort

au microscop e holographique et p ermet donc d'obtenir réellemen t une imagerie tri-

dimensionnelle.

Les résultats exp érimen taux que nous a v ons présen tés nous on t p ermis d'év a-

luer les capacités de notre système en terme de résolution. Celle-ci a été év aluée

exp érimen talemen t à partir d'une rép onse à un b ord. Nous a v ons égalemen t mon-

tré que notre système était capable de mesurer des v ariations d'indices optiques

comme prévu par la théorie. En�n, nous a v ons couplé notre MTOD a v ec une tête

confo cale. Nous sommes donc main tenan t en mesure de faire les deux t yp es d'ima-

gerie sur le même sp écimen. Ce résultat ouvre la v oie à une mise en ÷uvre des

tec hniques de décon v olution adaptativ e étudiée au lab oratoire (thèse B. Colicc hio,

2004 ; thèse E. Maalouf, en cours).

Les tra v aux présen tés dans ce man uscrit devraien t connaître plusieurs dév elop-

p emen ts. T out d'ab ord nous en visageons de mettre en ÷uvre et de v alider ex-

p érimen talemen t les tec hniques d'illuminations strucurées prop osées ainsi que les

métho des de reconstruction en visagées.

Notre mon tage exp érimen tal de microscopie tomographique optique di�ractiv e

devra être calibré en indice. Améliorer la vitesse d'acquisition sera un p oin t crucial.

Nous a v ons p our cela en visagé l'utilisation de con�gurations optiques autre que

l'holographie à décalage de phase.

En�n, notre microscop e fourni aux biologistes une information jusqu'alors non

disp onible : la distribution d'indice au sein du sp écimen. Nous p ensons que cette
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information supplémen taire p ourrait o�rir des opp ortunités nouv elles dans l'étude

des sp écimens biologiques.
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Résumé

Mots clés : microscopie de �uorescence, microscopie holographique,

microscopie tomographique optique di�ractiv e, syn thèse d'ouv erture,

décon v olution, traitemen t d'image.

Le tra v ail de cette thèse p orte sur l'amélioration des tec hniques de microscopies

optiques 2D et 3D.

Dans une première partie des tra v aux, j'ai prop osé une tec hnique d'illumination

structurée fo calisée et des traitemen ts n umériques sp éci�ques p ermettan t un gain

de la résolution latérale d'un facteur deux en microscopie confo cale de �uorescence.

La deuxième partie des tra v aux a consisté à réaliser un mon tage exp érimen-

tal de microscopie tomographique optique di�ractiv e qui p ermet, après une étap e

de reconstruction n umérique, l'imagerie de sp écimen transparen ts en trois dimen-

sions. La caractérisation du mon tage exp érimen tal a mon tré que cette tec hnique

p ermettait d'obtenir une information jusqu'alors inaccessible : la cartographie des

indices optiques au sein du sp écimen observ é. En outre un gain en résolution vis

à vis des tec hniques de microscopie plus classiques a été obten u.

Abstract

Keyw ords : �uorescence microscop y , holographic microscop y , di�rac-

tiv e optical tomographic microscop y , syn thetic ap erture, decon v olution,

image pro cessing.

This w ork concerns the impro v emen t of 2D and 3D optical microscop y tec h-

niques.

In a �rst part, I prop ose a fo cused structured illumination tec hnique with

sp eci�c n umerical pro cessing allo wing an impro v emen t of a factor t w o of the lateral

resolution in confo cal �uorescence microscop y .

The second part of w ork consisted in carrying an exp erimen tal di�ractiv e op-

tical tomographic microscop y set-up. This one allo ws, after a stage of n umerical

pro cessing of the images, to image 3D transparen t sp ecimens. The c haracteri-

zation of the exp erimen tal set-up sho w ed that this tec hnique allo w ed to obtain

information not accessible b efore : the cartograph y of the optical indices within

the sp ecimen observ ed. Moreo v er an impro v emen t of the resolution with resp ect

to the more traditional tec hniques of microscop y w as obtained.
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