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eRésumé. Nous présentons un mi
ros
ope di�ra
tif optique ave
 é
hantillon �xe et illuminationde dire
tions variables, un système 
apable d'imager une distribution d'indi
e 
omplexe en 3D.Nous rappelons d'abord les fondements théoriques : la di�ra
tion sous la première approximationde Born et son interprétation dans l'espa
e de Fourier des fréquen
es spatiales permettent d'expli-quer le lien entre le 
hamp di�ra
té, les fréquen
es spatiales de l'objet et ses propriétés physique.Dans la deuxième partie, le montage expérimental est dé
rit. Le pro
édé d'ouverture synthétiqueà la base de la tomographie est alors détaillé. La re
onstru
tion tomographique est appliquée à unsquelette (ou frustule) de diatomée, une algue uni
ellulaire dont les parois sont 
omposées de sili
e.Cette re
onstru
tion tomographique est ensuite 
omparée à la re
onstru
tion holographique. Dans ladernière partie, les méthodes tomographiques alternatives sont présentées et 
omparées au systèmedé
rit dans 
e papier. En parti
ulier, nous dis
utons du remplissage de l'espa
e de Fourier et de ses
onséquen
es sur la résolution.Pour 
iter 
et arti
le, faire référen
e à [1℄.I. INTRODUCTIONLa mi
ros
opie tomographique optique permet d'imager en trois dimensions un é
hantillonen utilisant une su

ession d'illuminations. Pour 
haque illumination, on enregistre 
haque ondedi�ra
tée qui va permettre de re
onstruire une image de 
et é
hantillon.Nous utilisons l'appro
he développée dans [2℄ : l'é
hantillon est �xe et les dire
tions d'illu-mination de la sour
e 
ohérente sont variables. Cette méthode permet une imagerie 3D hauterésolution et peut potentiellement devenir un système d'imagerie 3D rapide, 
ar la tomographieest e�e
tuée sans rotation de l'é
hantillon ni dépla
er d'éléments lourds. La dire
tion d'illumi-nation peut en e�et être 
hangée rapidement grâ
e à des miroirs galvanométriques ou en
oredes dé�e
teurs a
ousto-optique. Dans notre système, le déte
teur est pla
é dans un plan im-age, 
e qui simpli�e le montage et augmente la vitesse d'a
quisition. Dans 
e papier, nousdé
rivons d'abord les prin
ipes généraux sous-ja
ent pour atteindre une haute résolution. Nousdétaillons ensuite le montage expérimental et la méthode pour obtenir les images 3D. Nousdis
utons également des te
hniques tomographiques alternatives. En�n, nous 
on
luons ave
 lesdéveloppements et perspe
tives de la mi
ros
opie tomographique optique.II. FONDEMENTS THÉORIQUESNous donnons d'abord une brève des
ription de l'appro
he de la di�ra
tion par Wolf [3℄ sousla première approximation de Born, 
'est à dire pour des objets faiblement di�usant.Quand un objet est illuminé par une onde ψi, de ve
teur d'onde ki, il di�ra
te seulementune petite partie de la lumière in
idente et ψd dé
rit la part de ψi qui est di�usée dans touteles dire
tions. Le 
hamp di�ra
té est dé
omposé 
omme une somme d'onde plane de ve
teursd'onde kd. En outre, la 
ondition d'élasti
ité implique pour 
haque ve
teur kd que :

||kd|| = ||ki|| (1)il en résulte que l'ensemble des extrémités des ve
teurs kd dé
rivent une surfa
e sphérique,appelée la sphère d'Ewald. Wolf [3℄ a montré que pour une objet faiblement di�usant, illuminépar une onde plane, les ve
teurs dans l'espa
e ré
iproque sont liés par :
kd = ki + ko (2)De plus, le rayon de la sphère d'Ewald dans l'espa
e de Fourier est lié au module du ve
teurd'onde k = 2π/λ, où λ est la longueur d'onde d'observation. Il existe un lien dire
t en terme de
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Figure 1: Prin
ipe de la mi
ros
opie di�ra
tive optique : 
onstru
tion du support des fréquen
esspatiales dans le 
as de la mi
ros
opie en transmission (en haut) et du système en ré�e
tion (en bas).fréquen
es spatiales :
fd = fi + fo (3)où fd = kd/2π est une fréquen
e spatiale de l'onde di�ra
tée, fi = ki/2π est la fréquen
espatiale de l'onde d'illumination et f0 = k0/2π est une fréquen
e spatiale de la permittivité del'objet. Ce
i montre qu'il est possible de re
onstruire un sous-ensemble sphérique en 2D de lareprésentation tridimensionnelle de l'objet faiblement di�usant : la di�ra
tion est interprétée
omme une transformée de Fourier, dont les variables 
onjuguées sont les 
oordonnées de l'espa
eet les 
oordonnées fréquentielles prises en kd − ki [4℄.La �gure 1 montre 
omment l'espa
e de Fourier est rempli en faisant varier l'illumination.L'onde di�ra
tée par l'objet faiblement di�usant est enregistrée à la fois en amplitude et enphase grâ
e à une te
hnique holographique. Cependant, l'ensemble des 
omposantes de Fourierde l'onde di�ra
tée (ar
 de 
er
le en gras sur la �gure 1(a)) qui peuvent être enregistrées estlimité par l'ouverture numérique de l'obje
tif de mi
ros
ope (NAobj) utilisé en déte
tion.Pour une dire
tion in
idente donnée fi et une dire
tion d'observation fd, la fréquen
e spatiale
orrespondante de la permittivité de l'objet est fd − fi. L'ensemble des fréquen
es spatiales

fd − fi enregistrées est montré sur un ar
 de 
er
le sur la �gure 1(b). −fi est indiquée par une�è
he en tirets sur la �gure 1(b).
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Figure 2: Prin
ipe de la mi
ros
opie tomographique di�ra
tive : le support des fréquen
es déte
tées
orrespond au 
as où deux obje
tifs de mi
ros
ope sont utilisés : un pour la transmission (gris sombre)et un en ré�exion (gris 
lair)L'idée 
lé de la tomographie est d'augmenter l'ensemble des 
omposantes de Fourier quipeuvent être enregistrées a�n d'obtenir une re
onstru
tion plus pré
ise de la permittivité del'objet. Dans notre appro
he, le système de déte
tion et l'é
hantillon sont �xés. L'a
quisitiontomographique est e�e
tuée en 
hangeant l'angle d'in
iden
e de l'onde d'illumination. Ainsi, ladire
tion de l'onde in
idente est 
hangée mais les dire
tions d'observations restent les mêmes.Cependant, après un dé
alage 
orre
t �xé par l'onde d'illumination, d'autres ensembles defréquen
es sont déte
tées (Fig.1(
)). En parti
ulier, remarquez qu'une onde in
idente in
linéepermet d'enregistrer des fréquen
es spatiales du spé
imen plus élevées : il est don
 intéressantd'utiliser des angles d'illumination les plus élevés possible. Dans un mi
ros
ope tomographique,de la même façon que pour un mi
ros
ope à transmission 
lassique, l'utilisation d'un 
ondenseurà haute ouverture numérique NA permet d'atteindre de tels angles. Une version modi�ée de la�gure 1(a,b,
), 
orrespondant à la déte
tion d'onde ré�é
hies est montrée sur la �gure 1(g,h,i).Les pro
édés dé
rits sur les �gure 1(a,b,
) ou 1(g,h,i) dans le plan (fy, fz) plane sont aussivisibles sur la �gure 1(d,e,f) dans le plan (fx, fy). Les di�érentes parties de la �gure 1 perme-ttent de 
omprendre le remplissage de l'espa
e des fréquen
es spatiales dans les montages entransmission et ré�exion. Par exemple, le disque en tirets du haut de la �gure 1(f) 
orrespond àune illumination à 90◦. Ave
 un nombre su�sant d'in
iden
e, le support des fréquen
es déte
téesdans le plan (x, y, z = 0) devient un disque (�gure 1(f)).Dans le plan (y, z), le domaine de Fourier balayé ave
 un nombre d'ondes in
identes su�-isant prend la forme bien 
onnue en � papillon �de la fon
tion de transfert optique (FTO) dumi
ros
ope à transmission.Dans le 
as du dispositif en ré�exion (Fig. 1(g,h,i)), la forme du support et sa position dansl'espa
e de Fourier est di�érente de 
elle d'un mi
ros
ope en transmission.Notons également que le représentation étant en 2D, une 
alotte de sphère apparaît 
ommeun ar
 de 
er
le. En 3D, le support 
omplet est une portion de sphère (transmission+ré�exion)dont la limite est dé
rite par une ligne en tiret sur la �gure 1(i).Les �gures 1(a-i) ont été 
onstruites en 
onsidérant une faible ouverture numérique. 
e quiexplique le large espa
e entre l'ensemble des fréquen
es déte
tées en transmission et en ré�exion(
omparez les �gures 1(
) et 1(i)). À haute ouverture numérique et pour des spé
imens trans-parents, le dispositif en ré�exion et transmission permet d'atteindre un support de fréquen
ebien plus important (Fig. 2). Dans 
e 
as, deux obje
tifs se faisant fa
e sont utilisés : ils sontutilisés l'un après l'autre en illumination et en déte
tion.Dans toutes les 
on�gurations (transmission seule, ré�exion seule ou les 2 
ombinées), lemi
ros
ope tomographique optique peut être vu simplement 
omme un mi
ros
ope qui a
quiertune su

ession d'hologrammes ave
 di�érents angles d'illumination. Si le pro
édé holographiqueest 
lassique, un point 
lé de 
e type de mi
ros
opie est l'extension du du support des fréquen
es
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Figure 3: Dispositif expérimental du mi
ros
ope tomographique en transmission. Sur la �gure 3(a), laCCD est dans un plan de Fourier, alors qu'elle est dans un plan image sur la �gure 3(b).de l'objet enregistrées, 
'est à dire la réalisation d'une synthèse d'ouverture. Cette extensiondu support est faite en re
alant 
orre
tement les fréquen
es spatial di�ra
tées par rapport à ladire
tion d'illumination a�n de pla
er 
orre
tement les fréquen
es spatiales de l'objet.III. DISPOSITIF EXPÉRIMENTAL EN TRANSMISSIONLa �gure 3a présente un s
héma du dispositif expérimental utilisé dans [2℄. Il est basé sur uninterféromètre de Ma
h-Zehnder pour réaliser l'holographie à dé
alage de phase [5℄.Un fais
eau laser He-Ne est séparé en 2 ondes par le séparateur de fais
eau BS1. L'onde deréféren
e en pointillé-tiret rouge sur la �gure 3 est rendue plane par les lentilles L3 and L4.L'holographie à dé
alage de phase est réalisée grâ
e à un miroir monté sur un dépla
ementpiézoéle
trique qui permet de 
ontr�ler la phase de l'onde de référen
e.Les lentilles L1 et L2 fo
alisent l'onde d'illumination (en trait plein vert) dans le plan fo
alobjet du 
ondenseur. Le 
ondenseur rend plan 
ette onde d'illumination ave
 un angle d'in
i-den
e qui varie ave
 la position de 
e point fo
al. Le fais
eau d'illumination est in
liné grâ
eau miroir motorisé in
linable : une légère in
linaison de 
e miroir génère un angle d'in
linaisonimportant par rapport à l'axe optique de l'onde d'illumination en sortie de 
ondenseur.L'é
hantillon di�ra
te l'onde d'illumination, générant une onde di�ra
tée (en tirets bleu).L'onde d'illumination et l'onde di�ra
tée sont 
olle
tées par l'obje
tif. Les lentilles LT et L5rendent plane l'onde di�ra
tée. Les ondes de référen
e, d'illumination et di�ra
tée sont re
om-binées par le 
ube BS2. Les interféren
es sont enregistrées par la CCD pla
ée au point fo
al del'onde non di�ra
tée, 
'est à dire dans un plan de Fourier.Pour 
haque dire
tion de l'onde d'illumination, 4 images sont enregistrées. Leur phase re-spe
tive est dé
alée de π/2. Une image 
omplexe en est déduite, utilisant la formule V =
I0 − Iπ + j(Iπ/2 − I3π/2) ou V est une valeur 
omplexe dé�nie pour 
haque pixel de la CCD.Cependant, pla
er la CCD dans un plan de Fourier a un désavantage majeur : dans un tel plan,l'onde non di�ra
tée génère un spot très brillant sur la 
améra. Si 
e point est pré
isément
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(a) (b) (c)Figure 4: Vue d'ensemble des di�érentes étapes e�e
tuées pour re
onstruire une image du mi
ros
opetomographique di�ra
tif.déte
té, les autres fréquen
es sont sous le seuil de déte
tion du 
apteur. Pour résoudre 
e prob-lème, on peut utiliser un atténuateur de fais
eau et a
quérir 2 images 
omplexes pour 
haquedire
tion du fais
eau d'illumination.Une autre solution est de pla
er la CCD dans un plan image (Fig. 3(b)) : le fais
eau nondi�ra
té génère alors un fond uniforme mais sans saturer la 
améra. Après avoir extrait le frontgrâ
e à l'interférométrie à dé
alage de phase, une transformée de Fourier numérique permet deretrouver un spe
tre spatial dont on va extraire les fréquen
es spatiales de la permittivité del'objet. IV. TOMOGRAPHIE DIFFRACTIVE ET IMAGERIE 3DD'après l'équation 3, à in
iden
e �xée et pour un fais
eau di�ra
té donné, respe
tivement defréquen
e spatiale fi and fd, la fréquen
e objet 
orrespondante fo est
fo = fd − fi (4)La �gure 4 donne un résumé des opérations e�e
tuées, en 2D pour plus de simpli
ité. La CCDenregistre une proje
tion du front d'onde expérimental. L'holographie à dé
alage de phase etla FFT 2D fournissent l'amplitude 
omplexe pour 
haque 
omposante fréquentielle de l'ondedi�ra
té. L'ouverture numérique de l'obje
tif étant limitée, les fréquen
es spatiales se répartis-sent sur une 
alotte de sphère (au lieu d'une demie sphère). L'onde d'illumination étant planeet sa dire
tion 
onnue, on peut déduire les fréquen
es spatiales objet à l'aide des fréquen
esspatiales de l'onde di�ra
tée en utilisant la relation 4. Il faut 
ependant noter que l'origine desfréquen
es spatiales objet est dé�nie par la dire
tion d'illumination. Par 
onséquent, lorsquela dire
tion d'illumination varie, l'onde d'illumination varie en dire
tion et en phase : on doitalors ajuster les fréquen
es spatiales di�ra
tées a�n d'obtenir les fréquen
es spatiales de lapermittivité de l'objet. Ce re
alage est e�e
tué numériquement de la façon suivante :L'onde d'illumination étant plane, elle est 
ara
térisée par une fréquen
e spatiale unique. Deplus, l'objet étant faiblement di�usant, 
ette fréquen
e unique peut être déterminée grâ
e aumaximum d'intensité du 
hamp di�ra
té. De 
ette façon, on obtient fa
ilement l'origine desfréquen
es spatiales objet.Il faut de la même façon re
aler l'amplitude 
omplexe qui a varié : les dé
alages de phaseentre les di�érente illumination sont dues aux 
hangements mé
aniques dans les positions oules orientations lors des mouvements du miroir. Des variations d'amplitude peuvent se produiresi un système à haute ouverture numérique est utilisé. Une fois en
ore, l'objet étant faiblementdi�ra
tant, on peut supposer que l'onde d'illumination n'est pas perturbée par l'objet, et don
que l'amplitude 
omplexe de l'onde d'illumination peut être extraite à la position du maximumd'intensité de l'onde di�ra
tée. Finalement, la 
al
ul de l'amplitude 
omplexe de la permittivitéde l'objet est réalisé grâ
e a 
es 3 étapes :1. Extraire les 
oordonnées (fdxmax, fdymax , fdzmax) du maximum d'intensité du 
hampdi�ra
té. L'amplitude 
omplexe Ad(fdxmax, fdymax , fdzmax) à 
e point est égale à l'am-plitude 
omplexe de l'onde d'illumination.



62. Normaliser l'amplitude de l'onde di�ra
tée par rapport à l'amplitude 
omplexe de l'onded'illumination :
Adxnorm(fdx, fdy, fdz) = Ad(fdx, fdy, fdz)/Ad(fdxmax, fdymax, fdzmax) (5)3. Translater 
ette amplitude 
omplexe normalisée d'une valeur de 
oordonnées opposéesaux 
oordonnées du maximum d'intensité, menant alors à l'amplitude 
omplexe de lapermittivité objet Aobj :
Aobj(fox, foy, foz) = Anorm(fdx + fdxmax, fdy + fdymax, fdz + fdzmax) (6)Ces trois opérations sont réalisées pour les fronts d'onde su

essivement obtenus en faisantvarier la dire
tion d'illumination. Des amplitudes 
omplexes peuvent être redondantes à 
er-taines fréquen
es spatiales. Dans 
e 
as, la moyenne entre 
es valeurs redondantes est prise, 
equi permet de lisser le bruit. En�n, la transformée de Fourier 3D inverse permet d'obtenir lapermittivité 
omplexe de l'objet.V. RÉSULTATS EN TRANSMISSIONUne 
omparaison entre les re
onstru
tions holographiques et tomographiques (792 angles) estprésentée sur la �gure 5 pour des plans (x, y) et (y, z). Ces te
hniques ont été appliquée à desdiatomées Cos
inusdis
us sp dont le squelette(ou frustule) est 
omposé de sili
e. Ces donnéesont été a
quises ave
 NAobj=1,4 et dans le 
as tomographique, ave
 NAcond=1,1.a. Plan transverse Comparé au 
as holographique, la re
onstru
tion tomographiqueprésente une meilleure résolution grâ
e au pro
édé d'ouverture synthétique sous-ja
ent. Cete�et est 
lairement visible sur un plan (x, y) en 
omparant les �gures 5(a) et (5b). Les détailsapparaissent au fur et à mesure que l'ouverture synthétique s'agrandit : stru
ture interne dusquelette, petits objets en haut à droite, invisibles sur l'hologramme. . .Les bords deviennentnets lorsque des fréquen
es plus élevées sont ajoutées. 
ontrairement au 
as de l'hologrammeunique, les informations des autres plans z, rendant �ous une 
oupe holographique, ne sont pasprésentes dans un plan (x, y) donné. Le bruit est également lissé, grâ
e à la fusion d'informationsdes di�érents hologrammes.b. Plan longitudinal Sur la �gure 5(
), l'image présente des franges typique d'une re
on-stru
tion holographique. Ces franges fournissent une information qui est di�
ile à interpréter,ex
epté pour les bords et une analyse morphologique est quasiment impossible. Ce
i peut êtreexpliqué par l'extension longitudinale limitée du support de fréquen
es déte
tées en holographie,tel que dé
rit sur la �gure 1.Sur l'image obtenue ave
 la re
onstru
tion tomographique (Fig. 5(d)), la morphologie dela 
ellule, ave
 sa stru
ture des parois périodique, est bien visible. Des mesures morphologiquepeuvent désormais être réalisées, même si la résolution est inférieure à 
elle d'un plan transverse,
omme souligné dans la se
tion II.Néanmoins, il faut noter que 
e montage expérimental a quelques in
onvénients : 
omme onpeut le voir sur la �gure 5(d), les parois horizontales sont di�
iles à imager à 
ause du 
�ne defréquen
es manquant le long de l'axe longitudinal dans l'espa
e de Fourier. Ce 
�ne manquantpeut être rempli à l'aide d'un dispositif en ré�exion ou ave
 un é
hantillon tournant (voir se
tionVI).VI. MÉTHODES DE MICROSCOPIE TOMOGRAPHIQUES ALTERNATIVESLa mi
ros
opie tomographique est l'objet de nombreuses re
her
hes et di�érentes te
hniquestomographiques ont été développées a�n de remplir au mieux l'espa
e de Fourier, de déte
terl'onde di�ra
tée et don
 d'améliorer la résolution.
. Con
ernant le remplissage de l'espa
e de Fourier, 
es di�érentes te
hniques ont été util-isé :1. une alternative 
ourante est de faire tourner l'é
hantillon au lieu de faire varier la dire
tiond'illumination [7�9℄. Dans un tel dispositif, l'é
hantillon doit être installé dans un 
ylindre.Ce dispositif peut être modi�é pour une utilisation en lumière in
ohérente.[10℄. Les auteurs[8�10℄ utilise une transformée de Radon, 
e qui peut être vu 
omme une approximation
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Figure 5: Comparaison holographie et tomographie. Sur le 
�té gau
he sont présentées 2 
oupes ex-traites d'un hologramme sur un plan (x, y) (Fig. 5(a)) et un plan (x, z) (Fig. 5(
)). A droite, le mêmeobjet dans le 
as tomographique : plan (x, y) (Fig. 5(b)) et plan (x, z) (Fig. 5(d)). La barre d'é
hellevaut 5 µm.valide aux faibles ouvertures numériques. Dans [7℄, une proje
tion exa
te a été faite. Dans[9℄, une 
omparaison entre la proje
tion exa
t et la transformée de Radon a été faite.2. Une autre solutions, est d'utiliser plusieurs illuminations simultanée ave
 plusieurs fais-
eaux parallèles. [6, 11℄. Un nombre limité d'illuminations peut seulement être utilisé,mais l'avantage est que 
es illuminations sont simultanées.3. En�n, Il est également possible de faire varier la longueur d'onde d'illumination.[11℄.Dans 
e papier, l'espa
e de Fourier est rempli par variations des dire
tions d'illumination.L'avantage est une 
ertaine simpli
ité d'utilisation, l'é
hantillon n'a pas besoin d'être spé
iale-ment préparé, et un remplissage 
orre
t de l'espa
e de Fourier. Cependant, 
haque alternativea des avantages spé
i�ques selon la situation et le remplissage de l'espa
e de Fourier di�ère à
haque fois.d. Con
ernant la déte
tion de l'onde di�ra
tée, di�érentes méthodes ont également été pro-posées :1. une alternative est d'utiliser l'holographie en ligne [13℄ plut�t que d'utiliser des ondesde référen
e et d'illumination séparées. Cependant, l'algorithme de re
onstru
tion de laphase utilisé ne permet pas de retrouver fa
ilement à la fois la phase et l'amplitude del'ensemble du fais
eau di�ra
té.2. La te
hnique d'holographie en ligne peut être modi�ée pour être utilisée en lumière in-
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ohérente auquel 
as l'imagerie de 
ontraste de phase est utilisée à la pla
e de l'holo-graphie [14℄. Dans 
et exemple, l'é
hantillon est supposé purement déphasant (
.à.d. nonabsorbant).3. Un hologramme peut être a
quis ave
 un seule image (au lieu de 3 interférogrammesminimum dans le 
as de l'interférométrie à dé
alage de phase), en holographie hors axe [8℄mais 
ette alternative fournit une 
hamp de vision et une résolution transversale réduite[5℄.Nous avons utilisé l'holographie à dé
alage de phase pour maximiser à la fois le 
hamp devision et la résolution.e. Con
ernant l'amélioration de la résolution : Des informations 
onnues à priori sur l'objetpeuvent être utilisée a�n d'améliorer la résolution [15, 16℄. Ces te
hniques peuvent devenir un
omplément intéressant à l'appro
he développée dans 
e papierVII. CONCLUSIONSLa mi
ros
opie tomographique di�ra
tive permet d'imager en haute résolution un é
hantillonde façon quantitative en trois dimensions. Alors que la mi
ros
opie de �uores
en
e a 
onnu uneévolution importante ave
 la généralisation de la mi
ros
opie de �uores
en
e 
onfo
ale, il n'y apas eu d'évolution similaire pour la mi
ros
opie optique en transmission et en ré�exion. L'utili-sation des mi
ros
opes 
onfo
aux en transmission pour l'imagerie 3D soulève 
ertains problèmeset son utilisation n'a don
 pas été généralisée. Nous espérons que le mi
ros
ope tomographiqueapportera l'amélioration dont a besoin le mi
ros
ope optique en transmission pour rester dansla 
ourse fa
e à l'imagerie de �uores
en
e 
onfo
ale. Le mi
ros
ope tomographique présentédans 
e papier, permet l'imagerie 
omplexe haute résolution d'é
hantillon non marqués : 
etteinformation supplémentaire quantitative en 3D pourra 
ompléter 
elles des images obtenues en
onfo
al, à la pla
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