
Université de haute-alsae
Thèse de dotoratSpéialité : Traitement du Signal

Appliation des tehniques dedéonvolution multinoyaux et detomographie di�rative optique àl'amélioration de l'imagerie mirosopique2D et 3DPrésentée pour obtenir le grade deDoteur en Sienes de l'Université de Haute-AlsaeparBertrand simonle 14 déembre 2007Jury :Vinent Loriette, Laboratoire Photon et Matière / ESPCI (Rapporteur)Philippe Réfrégier, Eole Centrale / Marseille (Rapporteur)Carmello Pirri, Laboratoire LPSE / Université de Haute-Alsae (Président)Vinent Georges, Laboratoire MIPS/ Université de Haute-Alsae (Enadrant)Olivier Haeberlé, Laboratoire MIPS / Université de Haute-Alsae (Direteur)





Connaître, e n'est point démonter, ni expliquer. C'est aéder à la vision. Mais,pour voir, il onvient d'abord de partiiper. Cela est dur apprentissage.Antoine de Saint-Exupéry, Pilote de guerre





à Marjorie





RemeriementsJe tiens à remerier,Pierre Ambs, direteur du Laboratoire MIPS de l'Université de Haute-Alsae,pour son aueil.Olivier Haeberlé, mon direteur de thèse, pour son attention permanente àl'évolution de mes travaux, pour ses onseils et pour son soutien lors de la rédaionde e manusrit. Il a guidé mes premiers pas dans la ommunauté sienti�que.Serge Jaquey fondateur ave Guy Shultz de notre équipe, pour son aueil àmon arrivée au laboratoire lors de mon stage de DEA.Vinent Georges, maître de onférene, pour son soutien et son enthousiasme,pour le temps qu'il a passé ave moi en salle d'optique ou devant le tableau etpour les enrihissantes disussions que nous avons pu avoir.Matthieu Debailleul, Ingénieur d'étude puis ingénieur de reherhe au labo-ratoire, pour son soutien, sa sympathie, son point de vue ritique et ses onseilsd'expérimentateur hevronné qui ont permis que es travaux arrivent à leur terme.Carmelo Pirri qui me fait l'honneur de présider e jury ainsi que PhilippeRéfrégier et Vinent Loriette qui ont aepté de rapporter es travaux malgré unemploi du temps hargé.Alain Dieterlen, Bruno Colihio, Christophe Cudel et Sophie Kolher, profes-seur et maîtres de onférenes de l'équipe, qui ont été de véritables soutiens.Il me faut également remerier Vinent Lauer ave qui notre équipe ollaboresur les problèmatiques de mirosopie tomographique et qui a prêté une attentionertaine à mes travaux.Je veux aussi remerier, Joël Lambert, tehniien au laboratoire, qui a usinéde nombreuses pièes de notre montage expérimental ainsi que Lavina Balan, Ro-dolphe Ja�ol et Dominique Voisin qui ont fourni la plupart des éhantillons pré-sentés dans es travaux.Arnaud De Meyer, dotorant dans la même équipe, qui a démarré sa thèse enmême temps que moi, et ave qui je n'ai pas seulement partagé un bureau, maisaussi les joies et les peines de la vie de dotorant. Je lui exprime tous mes voeuxde réussite pour la suite de ses travaux. Je formule également es voeux pour ElieMaalouf, dotorant au laboratoire depuis ette année.



Je voudrais aussi exprimer d'amiales pensée à Hervé Boeglen, également do-torant au laboratoire ave qui j'ai pu avoir de nombreuses disussions amiales,ainsi que Niolas Huebert qui a soutenu sa thèse ette année ave qui nous avonsertainement plus éhangé sur nos entres d'interêts ommuns que sur notre travailau laboratoire.Meri aussi à Renaud Greget, ave qui j'ai travaillé pendant son stage de DEAet ave qui j'ai eu une ollaboration amiale et frutueuse.Je ne peux oublier mes ollègues enseignants du département GEII de l'IUT deMulhouse et plus partiulièrement Jean Pierre Cayrou ave qui j'ai préparé mespremiers TP d'automatique et Jean Gaillard à qui j'ai suédé en TP d'outils ma-thématiques, mais aussi Dominique Haultoeur, Hubert Jemelen, Bernard Keltz,Benoit Vignes ave qui nous partageons souvent une tasse de afé.Il m'est di�ile de iter nommément tous les personnels de l'IUT ou du labo-ratoire qui ont pu me soutenir ou m'aider. J'espère qu'ils se reonnaîtront, je lesremerie.Je veux dédier es travaux,à eux qui m'ont mis en hemin, Mihèle et Jean-François,à elui qui est là à toutes les étapes, Pierre-Henri,à mes ompagnons de route, Alexis, Igor, Julien et Mathieuà elle que j'aime et qui illumine mon hemin, Marjorie.Bertrand SIMON



RésuméMots lés : mirosopie de �uoresene, mirosopie holographique,mirosopie tomographique optique di�rative, synthèse d'ouverture,déonvolution, traitement d'image.Le travail de ette thèse porte sur l'amélioration des tehniques de mirosopiesoptiques 2D et 3D.Dans une première partie des travaux, j'ai proposé une tehnique d'illuminationstruturée foalisée et des traitements numériques spéi�ques permettant un gainde la résolution latérale d'un fateur deux en mirosopie onfoale de �uoresene.La deuxième partie des travaux a onsisté à réaliser un montage expérimen-tal de mirosopie tomographique optique di�rative qui permet, après une étapede reonstrution numérique, l'imagerie de spéimen transparents en trois dimen-sions. La aratérisation du montage expérimental a montré que ette tehniquepermettait d'obtenir une information jusqu'alors inaessible : la artographie desindies optiques au sein du spéimen observé. En outre un gain en résolution visà vis des tehniques de mirosopie plus lassiques a été obtenu.AbstratKeywords : �uoresene mirosopy, holographi mirosopy, di�ra-tive optial tomographi mirosopy, syntheti aperture, deonvolution,image proessing.This work onerns the improvement of 2D and 3D optial mirosopy teh-niques.In a �rst part, I propose a foused strutured illumination tehnique withspei� numerial proessing allowing an improvement of a fator two of the lateralresolution in onfoal �uoresene mirosopy.The seond part of work onsisted in arrying an experimental di�rative op-tial tomographi mirosopy set-up. This one allows, after a stage of numerialproessing of the images, to image 3D transparent speimens. The harateri-zation of the experimental set-up showed that this tehnique allowed to obtaininformation not aessible before : the artography of the optial indies withinthe speimen observed. Moreover an improvement of the resolution with respetto the more traditional tehniques of mirosopy was obtained.
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IntrodutionLa vue est un sens essentiel dans la pereption du monde qui nous entoure.C'est pourquoi la ompréhension du déroulement d'un phénomène néessite sou-vent d'en avoir une approhe visuelle. Ainsi, Galilé avait-il sa lunette et Pasteur,son mirosope.Le mirosope optique, en o�rant des possibilités d'observation à l'éhelle dumiromètre, a susité et susite enore un vif intérêt. En e�et, il possède un grandnombre de hamps d'appliation aussi variés que la biologie, la physique des maté-riaux ou l'industrie de la miro-életronique. La mirosopie s'est diversi�ée avele nombre roissant des domaines où elle a fait son entrée et don ave la variétéroissante des objets à observer. Ainsi le mirosope en transmission qui est laon�guration la plus lassique, a évolué vers le mirosope en ré�exion, le miro-sope à lumière polarisée ou le mirosope à ontraste de phase.La biologie est un domaine où et instrument est partiulièrement utilisé. A elail y a plusieurs raisons. Tout d'abord, la ellule, élément de base onstitutif de touteforme de vie, présente des dimensions qui orrespondent à l'éhelle d'observationqu'o�re le mirosope. De plus, dans e domaine en partiulier, la ompréhensiondes fontions du vivant passe par l'observation de ses strutures aratéristiques.En�n l'avènement de la mirosopie de �uoresene qui permet le marquage destrutures ou de fontions spéi�ques a représenté une évolution marquante dansl'étude du vivant. Grâe à ette tehnique, les zones ou les fontions marquées, don�uoresentes, peuvent être étudiées isolément. Un grand nombre de sondes et demarqueurs ont don été développés pour permettre l'étude de fontions ellulairestelles que le métabolisme, la protéomique ou la biologie moléulaire.Ces possibilités d'imagerie se sont vues étendues ave l'apparition de la miro-sopie de �uoresene tridimensionnelle. Le prinipe onsiste à faire l'aquisitiond'une série d'images du spéimen à des profondeurs di�érentes par setion optique.L'image tridimensionnelle est alors reonstruite au moyen d'un ordinateur.On notera ependant que e type de mirosopie voit ses possibilités limitéesen raison de la di�ulté à séparer les plans le long de l'axe longitudinal. Cei est1



dû au proessus de formation d'image.De façon générale, la limite essentielle du mirosope optique tient à son pouvoirséparateur limité. Il existe deux voies pour remédier à e problème. La premièreonsiste à modi�er le mirosope. Autrement dit, à modi�er le proessus de forma-tion d'image pour améliorer le pouvoir séparateur. Une grande innovation dans edomaine est ertainement l'invention du mirosope onfoal par Marvin Minskien 1957. Depuis, de nouvelles tehniques ont vu le jour et des progrès ne essentd'être réalisés.Une autre voie onsiste à traiter les images numériquement en inversant leproessus de formation d'image au moyen d'algorithmes de déonvolution.Le Laboratoire MIPS de l'Université de Haute-Alsae travaille sur la modélisa-tion et la aratérisation instrumentale ainsi que sur les méthodes de déonvolutionen mirosopie de �uoresene depuis près de quinze ans.Les travaux présentés dans e manusrit s'insrivent dans ette thématique dulaboratoire en suivant deux approhes. Le plan adopté se déomposera don endeux grandes parties.La première partie onerne l'amélioration de la résolution en mirosopie de�uoresene à travers des propositions de montages théoriques permettant d'amé-liorer la résolution latérale. Ces propositions ont pu être simulées et évaluées aumoyen des modèles développés au laboratoire. La mise en ÷uvre de méthodes nu-mériques adaptées aux montages présentés prolonge les travaux réalisés dans etteéquipe sur la déonvolution.Dans la deuxième partie, nous partons du onstat que la non-homogénéité duspéimen est négligée dans le proessus de formation d'image ou dans les méthodesde déonvolution. Or l'utilisation, sur les mêmes spéimens, de tehniques de mi-rosopie telle que le ontraste de phase montre que eux-i sont inhomogènes.C'est pourquoi, Bruno Colihio, au ours de sa thèse présentée dans le labora-toire, a étudié une méthode de déonvolution suseptible de prendre en ompte lanon-homogénéité du spéimen. Pour fontionner, ette méthode néessite d'avoiraès aux propriétés optiques du spéimen. C'est pourquoi le laboratoire a déidéde réaliser un montage de mirosopie tomographique optique di�rative qui per-met de mesurer la distribution d'indies du spéimen. La deuxième partie de emanusrit rappelle don les bases théoriques de e type de mirosopie et déritla mise en ÷uvre du montage expérimental réalisé au ours de ette thèse. Lesrésultats expérimentaux obtenus sur e montage sont également présentés.
2



Première partiePropositions pour l'amélioration dela résolution en mirosopie de�uoresene
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Chapitre 1Amélioration de la résolution enmirosopie de �uoresene :méthodes optiques
1.1 Prinipes généraux de la mirosopie de �uo-reseneLe mirosope de �uoresene est un as à part dans la mesure où la détetion sefait à une longueur d'onde di�érente de elle de l'élairage. Cei est dû au phéno-mène de �uoresene. Il est alors possible de distinguer ertaines zones, marquéespar une sonde présentant le phénomène de �uoresene, du reste du spéimen.1.1.1 Prinipe de la �uoreseneLa �uoresene appartient à la famille de phénomènes appelée photolumines-ene La photoluminesene onsiste en l'exitation et le passage à un niveaud'énergie plus élevée des életrons de la ouhe de valene d'une moléule, par unesoure d'énergie lumineuse. Ce passage est suivi par un retour des életrons à unétat d'énergie bas, se traduisant par l'émission de lumière. Selon que e retour auxbas niveaux passe ou non par un état triplet, le délai de retour sera plus ou moinslong. On parlera de �uoresene pour un délai de l'ordre de la nanoseonde (pasde passage par l'état triplet) ou de phosphoresene pour les délais de l'ordre dela miroseonde (passage par un état triplet).La transition de retour des életrons à l'état de repos provoque un dégagementd'énergie sous deux formes : une transition radiative (émission de lumière) et une4



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

h · c
λ

(1.1)où h = 6, 626.10−34 J.s est la onstante de Plank, c = 2, 99.108 m.s−1 la éléritéde la lumière dans le vide et λ la longueur d'onde dans le vide. La perte d'énergiedans la transition radiative se traduira par une augmentation de la longueur d'onderé-émise par la moléule �uoresente. On parle alors de déalage de Stokes.Déalage de Stokes et détetion de la �uoresene

Fig. 1.1 � Spetres d'absorption et d'émission de la moléule DAPI. Ce �uorohrome est utilisépour marquer les strutures nuléaires dans la ellule et possède un maximum de d'exitationdans l'U.V. et un maximum d'émission situé, dans le bleu, à une longueur d'onde de 461 nm(soure : Moleular Probes ©).Du fait du déalage de Stokes, les spetres d'exitation et d'émission d'un �uo-rohrome se trouveront déalés vers les grandes longueurs d'onde omme on peutle onstater sur la Figure 1.1 qui montre les spetres d'absorption et d'émissiond'un �uorophore partiulier, le DAPI. Cei permet, à la détetion, de séparer les5



ondes d'illumination et d'émission au moyen d'un simple �ltre monohromatiqueou d'un miroir dihroïque. De même, les spetres d'émission étant aratéristiquespour haque �uorohrome, il est également possible de séparer les diverses souresde �uoresene au moyen d'un jeu de �ltres permettant des tehniques omme laoloalisation. Cei est une propriété très importante de la �uoresene, dans lamesure où haque �uorohrome se �xe préférentiellement sur un plusieurs typesde strutures biologiques partiulières. Le phénomène de �uoresene est don unoutil de hoix pour les biologistes, dans la mesure où l'étude des organismes vivantsest très souvent basée sur une assoiation struture/fontion qui peut don êtreétudiée au moyen de �uorohromes spéi�ques.Perte de �uoresene : photoblanhiementOn appellera quenhing l'ensemble des phénomènes physio-himiques impli-quant la moléule �uoresente et qui se traduisent par une perte de �uoresene.Par exemple, il peut arriver, sous des onditions partiulières, qu'il y ait un phéno-mène de résonane se traduisant par des éhanges d'énergie entre le �uorohromeet une autre moléule. Le �uorohrome à l'état exité voit son surplus d'énergietransféré vers une autre moléule voisine pouvant alors à son tour émettre de la lu-mière (phénomène utilisé dans l'imagerie FRET (Fluoresene Resonane EnergyTransfert) ou dissiper l'énergie de façon non radiative. Dans tous les as, es phéno-mènes, voulus ou non, implique une diminution réversible de la �uoresene émisepar le �uorohrome.D'autre part, le hangement de niveau d'énergie des életrons de la ouhe devalene du �uorohrome peut in�uer sur sa réativité vis à vis des moléules quil'entourent. Certaines réations himiques ave un autre agent, omme par exemplel'oxygène, peuvent se produire. Dans e as, il y a une diminution non réversibledu signal de �uoresene, on parle alors de photoblanhiement, ou photobleahing.Ce phénomène est bien entendu fortement dépendant de l'environnement thermo-himique du �uorohrome à travers des paramètres omme le pH , la températureou les onentrations ioniques.1.1.2 Mirosope de �uoresene lassiqueUn mirosope à �uoresene est don un mirosope photonique équipé de deuxlampes, une lampe ordinaire qui fourni une lumière blanhe inohérente pour uneobservation lassique par transmission et une lampe à ar, ouplée ave un �ltre,fournissant une lumière adaptée à l'exitation de la �uoresene. Un point très im-portant est qu'il faut pouvoir séparer le rayonnement d'exitation du rayonnementde �uoresene. On équipe don le mirosope d'un �ltre dihroïque, qui rejette6



le rayonnement à la longueur d'onde d'exitation éventuellement renvoyée vers leapteur tout en laissant passer le rayonnement de �uoresene.

Fig. 1.2 � Foalisation dans un mirosope de �uoresene lassiqueL'image du spéimen est formée de manière globale à travers l'objetif pour êtreobservée diretement à l'÷il ou enregistrée par une améra. La Figure 1.2 indiqueles hemins optiques pour la détetion d'un point dans le plan foal et d'un pointhors plan foal. A ause des limitations du système optique (fontion de transfert),l'image d'un point n'est pas un point, mais une tahe d'Airy (a), qui dé�nira larésolution du mirosope. Notons aussi que dans un mirosope onventionnel,l'image d'un point en dehors du plan de foalisation est aussi présente dans le plande détetion (plan image), bien que �oue (b). De e fait, l'image d'un plan, si elleontient bien l'information du plan observé, est aussi dégradée par les informationsen provenane des autres plans.1.1.3 Mirosope de �uoresene onfoalPour palier aux défauts du mirosope onventionnel, on peut utiliser un mon-tage onfoal [Minsky, 1988℄. Un faiseau laser est foalisé et balaye le plan d'ob-servation. L'exitation n'est plus globale, mais assimilable à un point. La détetion7



se fait au travers d'un � pinhole � en position onfoale par rapport au spot d'ex-itation, 'est à dire que le système de détetion ne voit que la zone de foalisationdu faiseau d'exitation.

Fig. 1.3 � Foalisation dans un mirosope onfoalCe montage, dérit dans la Figure 1.3, permet de rejeter une très grande partiede la lumière (b) qui proviendrait des plans autres que le plan de foalisation :la résolution du mirosope onfoal est don meilleure que elle du mirosopeonventionnel. Le signal est déteté à l'aide d'un photomultipliateur, et l'image estdon formée point par point par balayage de l'objet. Si l'image est bien meilleure entermes de résolution, on peut ependant noter trois défauts inhérents à e système :� L'aquisition est souvent plus lente, à ause de la néessité de balayer lespéimen pour former une image.� Le rapport signal sur bruit est généralement plus faible que pour un miro-sope lassique.� L'illumination par un faiseau laser foalisé engendre des intensités loalestrès grandes qui peuvent induire un photo-blanhiment, voire endommagerle spéimen.Une variante du mirosope onfoal est le mirosope biphoton qui utilise uneexitation non-linéaire du �uorophore pour réaliser le on�nement de l'exitation,8



Fig. 1.4 � Prinipe général de l'aquisition 3D par oupes optiques sériées.la détetion pouvant être onfoale ou non.1.2 Aquisition 3DPar onstrution, le mirosope (onventionnel, onfoal ou bi-photon) ne per-met de visualiser des spéimens que sur les deux dimensions du plan foal. Ce-pendant, par déplaement de e dernier à travers le spéimen, on aquiert unepile d'images 2D à partir desquelles il est possible de reonstituer une image entrois dimensions. Cette tehnique dite des oupes sériées (optial setioning) sebase sur un balayage axial de l'objet observé. On peut e�etuer e balayage soiten déplaçant le spéimen via une platine motorisée, soit en déplaçant l'objetif,généralement à l'aide d'un élément piézo-életrique.La Figure 1.4 dérit le prinipe de mesure par oupes sériées. Le montage estonstitué d'un mirosope de �uoresene équipé d'un méanisme de déplaementsur l'axe optique et d'un apteur permettant de former une image. L'ensemble dupilotage et de l'aquisition se fait à partir de la station informatique qui aom-pagne et équipement. Ensuite, à l'aide d'outils de reonstrution informatique, ilest possible de traiter et de visualiser les images en 3D.
9



1.3 Ouverture numérique et limites de résolutionLe pouvoir de résolution d'un système optique traduit sa apaité à distinguerdes détails �ns. Il peut se dé�nir omme la distane minimale entre deux élémentsde l'objet observé telle qu'il existe deux éléments distints orrespondants dansl'image obtenue par e système.Un �uorophore exité peut être onsidérée omme une soure pontuelle émet-tant une onde lumineuse sphérique. Dans un mirosope, la lumière est olletéepar un objetif qui se aratérise par son ouverture numérique NA qui se dé�nitpar :
NA = n. sin u, (1.2)où n représente l'indie de réfration du milieu d'immersion et u le demi angle d'ou-verture de l'objetif. A ause de ette limitation angulaire seules les omposantesdont l'angle ave l'axe optique de l'objetif sont inférieur à u partiiperont au pro-essus de formation d'image. Il en résulte que l'image d'une soure pontuelle n'estpas un point mais une tâhe d'Airy.
(a) plan x − y

(b) plan x − zFig. 1.5 � RIO 3D mesurée, plan x − y et x − z. La mesure a été réalisée sur une bille delatex de 0, 1 µm de diamètre, ave un objetif d'ouverture numérique NA = 1.4 immergé dansune huile d'indie nh = 1.52 et une illumination de longueur d'onde 485 nm et une détetion à
515 nm. Le plan x − y est présenté en (a) et le plan x − z en (b). La barre d'éhelle représente
2 µm dans le plan transversal, l'éhelle en z est doublée dans un souis de lisibilité.10
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−ηmax

+ηmax

−µmax +µmax
u

Fig. 1.6 � Fontion de transfert optique d'un mirosope onventionnel : la fontion de transfertest présentée selon les axes µ (fréquenes latérales) et η (fréquenes longitudinales) sahant qu'elleprésente une symétrie irulaire le long de l'axe η. Seules les fréquenes spatiales omprises dansla bandes passante (∆µ,∆η) sont transmises. Un double �ne d'ouverture 2u (ouverture angulairede l'objetif) empêhe la transmission des fréquenes longitudinales.Par dé�nition, ette tahe d'Airy onstitue la réponse impulsionnelle ou RIO1du système. Cette RIO sert à aratériser le mirosope. Elle peut être alulée àl'aide de modèles se basant sur la théorie de la di�ration. Selon que l'on prenne enompte ou non les e�ets de polarisation, es modèle seront salaires ou vetoriels.La RIO peut également être mesurée en imageant des billes �uoresentes dont lesdimensions sont sub-résolution.La Figure 1.5 montre les oupes longitudinales et transversale d'une RIO me-surée. Le plan x − y montre bien une tahe et non un point tandis que le plan
x − z montre une onformation en forme de double �ne. On peut onstater queles intensités sont beauoup plus étalées dans e plan que dans le plan x − y.L'optique de Fourier nous montre que dans un tel système imageant, il existe unlien entre le spetre angulaire olleté et les fréquenes spatiales propres à l'objet.Par onséquent, du point de vue de l'automatiien, seules les basses fréquenesspatiales seront olletées, et le mirosope se omporte alors omme un �ltre passe-bas dont la fontion de transfert optique est aratérisée par l'ouverture numériquede l'objetif. Par dé�nition, ette fontion de transfert est la transformée de Fourierde la RIO. La Figure 1.6 donne une représentation du support de la fontion detransfert (ou FTO2) d'un mirosope lassique par rapport aux axes des fréqueneslatérales µ et longitudinales η, sahant que le support est irulaire symétriqueautour de l'axe η. La bande passante (∆µ,∆η) montre bien qu'il s'agit d'un �ltrepasse bas. D'autre part, un double �ne dont l'ouverture dépend de l'ouverture1RIO= Réponse Impulsionnelle Optique2FTO= Fontion de Transfert Optique 11



numérique de l'objetif empêhe la transmission des fréquenes longitudinales.Une onséquene importante de la bande passante limitée du système est quel'image d'un objet, onsidéré omme une olletion d'impulsions, est le résultat dela onvolution de et objet par la RIO du mirosope. Cette opération s'érit selonl'équation :
I(x, y, z) =

∫ +∞

−∞

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

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

λ

2NA
(1.5)

Ce ritère, valable pour les mirosopes lassiques a été dépassé depuis l'inven-tion du mirosope onfoal.Dans e type de mirosopie, le support de fréquene est élargi par une opéra-tion de onvolution entre la fontion de transfert de l'illumination et la fontionde transfert de la détetion. La Figure 1.7 montre les plans longitudinaux et trans-versaux des RIO et des FTO orrespondantes pour un mirosope onventionnelet un mirosope onfoal. La omparaison des Figures 1.7(f) et (h) montre bienl'élargissement du support de fréquenes longitudinales dans le as de la miroso-pie onfoale. En terme de résolution, la RIO onfoale peut être estimée ommeune élévation au arré de la RIO du mirosope onventionnel. Cei est visible surles Figures 1.7. Il est alors observé une amélioration de la résolution de l'ordre de12



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

25% en latéral et de 50% en longitudinal. Les RIO on été alulées au moyen dulogiiel XCOSM 3, basé sur le modèle salaire de [Gibson et Lanni, 1991℄.L'équation 1.5 montre que la résolution est liée à deux paramètres du système : lalongueur d'onde et l'ouverture numérique de l'objetif. En mirosopie de �uores-ene, les �uorohromes utilisés présentent des spetres d'exitation et d'émissiondont la distribution en longueur d'onde se situe en très grande partie dans le do-maine visible. Il existe don une marge de manoeuvre faible dans les longueursd'onde utilisables. Par onséquent, il ne peut s'agir d'un paramètre sur lequel ilest possible de jouer a�n d'améliorer la résolution. En revanhe, des progrès teh-niques réents dans la onstrution des objetifs autorise l'utilisation d' ouverturesnumériques au delà de NA = 1, 4. Cei onstitue don une voie possible pour l'amé-lioration de la résolution. Nous présentons don dans un premier temps l'utilisationd'un objetif d'ouverture NA = 1, 65 réemment développé et prévu initialementpour un type de mirosopie partiulier : la mirosopie à ré�exion totale internede �uoresene dont le but est de olleter et d'imager des �uorohromes exitéspar des ondes évanesentes.3Pour plus de détails sur le logiiel XCOSM voir http://www.essrl.wustl.edu/~preza/xosm/ 13



1.4 Objetifs à forte ouverture numériquePour améliorer la résolution, il apparaît don néessaire d'utiliser des objetifsde forte ouverture numérique (f. eq 1.5). Typiquement, il existe en mirosopiedeux types d'objetifs à grande ouverture numérique :� Les objetifs à immersion à huile d'ouverture numérique NA = 1, 4 et don-nant une résolution théorique selon Abbe de 160 nm pour une détetion à
λdet = 450 nm. Ces objetifs présentent l'inonvénient de s'utiliser dans unehuile d'immersion d'indie nhuile = 1, 515 alors que les spéimens biologiquesprésentent un indie généralement assimilé à elui de l'eau nspec = 1, 33. Cettedi�érene d'indie entre le milieu d'immersion et le spéimen provoque uneaberration sphérique de plus en plus importante lorsque la profondeur d'ob-servation dans le spéimen augmente, e qui dégrade les apaités d'imagerietridimensionnelle du mirosope.� Les objetifs à immersion à eau d'ouverture numérique NA = 1, 2 dont lesperformanes en terme de résolution sont moindres (du fait de la plus faibleouverture numérique) mais onstantes lorsque le plan de foalisation pénètreplus profondément dans le spéimen. Cei entraîne une meilleure apaitépour l'imagerie tridimensionnelle.Dans ette première étude sont onsidérés des objets pseudo 2-D ou pseudo 1-D. On peut iter par exemple des hromosomes en métaphase déposés sur unelame de verre, des mirotubules extraits d'une ellule ou des fragments d'ADNqui peuvent être onsidérés omme des spéimens 1-D. Ces spéimens n'étant pasvivants lors de leur observation, il est tout à fait envisageable de les préparer enles inluant dans un milieu dont l'indie orrespond à elui du milieu d'immersion,pour mesurer le béné�e de ette très grande ouverture numérique.Il serait alors possible d'utiliser l'objetif réemment développé par Olympuspour la mirosopie de �uoresene à ré�etion interne [Klar et Hell, 1999℄ et dontl'ouverture numérique est de NA = 1, 65 dans une huile d'immersion spéialedont l'indie est nhuile = 1, 78. Cet objetif s'utilisant ave des lamelles spéialedont l'indie est nlamelle = 1, 788. Nous onsidérons également dans ette étudele �uorohrome Casade Blue4 et dont la longueur d'onde d'exitation est λill =

400 nm pour une détetion à une longueur d'onde λdet = 450 nm.En raison des e�ets de dépolarisation induits par l'utilisation d'objetifs à forteouverture numérique, le modèle salaire [Gibson et Lanni, 1991℄ que nous avonsutilisé pour les aluls de RIO proposé par XCOSM (.f. Fig. 1.7, n'est pas adapté.4Moleular Probes 14



On utilise don le modèle vetoriel de [Török et Varga, 1997℄ modi�é par [Haeberlé,2003℄. La RIO de détetion est alulée ave le modèle de détetion d'un dip�leprésenté dans la référene [Haeberlé et oll., 2003℄ et adapté aux as biologiquesdans la référene [Haeberlé, 2004℄. L'adaptation de e modèle onsiste en unesimpli�ation aux as biologiques permettant de prendre en ompte de façon aiséeles spéi�ations du onstruteur de l'objetif [Gibson et Lanni, 1991℄.Par souis de simpli�ation, la RIO onfoale est alulée par une multipliationentre la RIO d'illumination et la RIO de détetion. On suppose aussi que lespolarisations de l'onde d'illumination et de l'onde détetée sont aléatoires. Danse as la RIO onfoale présente une symétrie irulaire.

Fig. 1.8 � Pro�l d'intensité de la RIO onfoale ave objetif d'ouverture numériqueNA = 1, 65dans un spéimen 2-D spéialement préparé (observation dans l'huile) et un objetif d'ouverturenumérique NA = 1, 4 observant dans l'eau. λill = 400 nm, λdet = 450 nm.La Figure 1.8 présente le pro�l de la RIO onfoale ainsi alulée pour le �uoro-hrome onsidéré. On mesure une largeur à mi-hauteur de 103 nm e qui représenteune amélioration de la résolution de l'ordre de 25 % par rapport à un mirosopeonfoal équipé d'un objetif d'ouverture numérique NA = 1, 4 imageant un spé-imen dont l'indie est assimilable à elui de l'eau. Il faut bien noter que le faitd'utiliser un tel objetif dans es onditions, limite son ouverture numérique utileà NA = 1, 33 et que la résolution onfoale théorique dans e as est de 130 nm.Cette amélioration de la résolution, qui passe par une utilisation d'un objetifà forte ouverture numérique utilisé dans des onditions partiulières, onstitue un15
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∼ λ/4Fig. 1.9 � Shéma montrant le problème posé par le on�nement de la lumière. La �gure duhaut montre le on�nement par un objetif dans une surfae dont les dimensions dans le plan,
x− z sont de l'ordre de λ/2 le long de l'axe x et de λ le long de l'axe z. La �gure du bas montreà titre de omparaison une �gure d'interférene dont la largeur à mi-hauteur est de l'ordre de
λ/4.premier progrès. La mirosopie onfoale onsiste, nous l'avons vu (se. 1.3), enune modi�ation du mode d'illumination assoié à une détetion onfoale. Onpeut l'interpréter omme une struturation de l'illumination réduisant le volumedans lequel les �uorohromes sont exités.L'amélioration de la résolution en mirosopie onfoale est don due à la a-paité à on�ner la lumière d'illumination dans un volume le plus petit possible.La �gure 1.9 montre les apaités de on�nement d'un objetif standard omparéà la largeur à mi-hauteur de l'interfrange d'une �gure d'interférene. Dans le asd'un objetif standard on obtient une largeur à mi-hauteur dont l'ordre de gran-deur est d'une longueur d'onde dans le plan longitudinal et d'une demi longueurd'onde dans le plan transversal. Le phénomène d'interférene quant à lui, permetd'obtenir une struturation de l'onde d'illumination ave une période de λ/4. Lestehniques que nous allons présenter maintenant mettent en jeu e phénomène àtravers diverses on�gurations.
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1.5 Tehniques existantes utilisant une illumina-tion struturée1.5.1 Illumination par interférene longitudinale de faiseauxen hamps largePour améliorer la résolution longitudinale, une solution proposée onsiste à réerune onde stationnaire par interférene de deux ondes planes se propageant en sensopposé le long de l'axe optique [Bailey et oll., 1993, 1994℄. La modulation d'am-plitude due au phénomène d'interférene génère un motif de Moiré. Dans l'espaedes fréquenes, e motif se traduit par l'apparition de deux pis de part et d'autredu �ne de fréquenes manquantes. Il en résulte que des fréquenes inaessiblespour un objetif donné, sont alors transférées dans l'espae des fréquenes théori-quement aessibles.L'information reueillie étant modulée par l'onde d'illumination struturée, il estnéessaire de proéder à une démodulation du signal. Cette démodulation néessitel'aquisition de trois images suessives pour trois valeurs de phase di�érentes del'onde d'illumination [Bailey et oll., 1993, 1994℄.Cependant, ette tehnique ne permet pas de olleter toutes les fréquenes in-termédiaires entre la FTO standard et les pis de Moiré, e qui peut, dans ertainsas, provoquer des problèmes de reonstrution tridimensionnelle du spéimen [Kri-shnamurthi et oll., 1996 ; Nagorni et Hell, 2001b℄.Une variante de e système onsiste à utiliser une illumination inohérente, enhamps large et mettant en oeuvre les interférenes se produisant entre des ondesplanes émergeant de deux objetifs opposés frontalement [Gustafsson et oll., 1995℄.Il s'agit ii aussi d'une tehnique de hamps large qui permet une meilleure dis-rimination le long de l'axe longitudinal. Cependant, la mirosopie I3M présentetoujours des fréquenes manquantes le long de et axe [Nagorni et Hell, 2001b℄.1.5.2 Illumination par interférene longitudinale de faiseauxfoaliséesLa mirosopie 4Pi [Hell et Stelzer, 1992℄ utilise également e phénomène d'in-terférene pour améliorer la résolution longitudinale. L'onde d'illumination estfoalisée par deux objetifs opposés frontalement et alignés le long de l'axe op-tique. On distingue 3 types de mirosopie 4Pi. Dans la mirosopie 4Pi A [Hellet Stelzer, 1992℄, on utilise une illumination struturée et une détetion onfoale17



par l'un des deux objetifs. Dans la mirosopie 4Pi B, la détetion est réalisée parinterférene des signaux détetés par les deux objetifs alors que l'illumination estonfoale. La mirosopie 4Pi de type C [Nagorni et Hell, 2001a℄, en�n, ombineà la fois une illumination struturée et une détetion ohérente.Le prinipal avantage que présente la mirosopie 4Pi tient au fait qu'il s'agitd'une tehnique impliquant un balayage du volume de l'éhantillon, permettantaussi une reonstrution direte du spéimen observé, les lobes présents de part etd'autre de la RIO étant retirés par une simple méthode de �ltrage numérique [Hell,1997℄.Il faut ependant bien noter que es tehniques (I3M et 4Pi) ne permettent pasde gain latéral en résolution par rapport à un mirosope onfoal lassique utiliséde façon optimale.1.5.3 Illumination par interférenes latérale de faiseaux enhamps largeIl est également possible d'améliorer la résolution latérale en mirosopie enhamps large en utilisant une illumination struturée latéralement, que se soitpar des méthodes d'interférenes [Gustafsson et oll., 1997℄ ou tout simplement enutilisant un réseau de di�ration [Heintzmann et Cremer, 1999℄. De façon analogueaux tehniques d'illumination struturée longitudinalement, le but est ii aussi deréer un e�et de Moiré permettant de déaler par modulation les informationshautes fréquenes vers le support des fréquenes détetables par l'objetif. Toutomme dans la mirosopie à onde stationnaire ou pour le I3M , il faut ii aussiprendre une série d'images pour démoduler le signal. L'aquisition de neuf imagesdu même spéimen doit être réalisée [Gustafsson, 2000℄. De même, il est possiblede réaliser une modulation spatiale 2-D [Frohn et oll., 2000℄L'avantage de ette tehnique est que toute la lumière est utilisée (pas de lumièrerejetée par un pinhole). De plus, s'agissant d'une tehnique en hamps large, uneaquisition rapide est possible (pas de balayage). D'autre part, les algorithmes dedémodulation sont plus rapides que les proédés habituels de déonvolution.
18



1.6 Tehnique proposée : illumination par interfé-rene latérale de faiseaux foalisés1.6.1 Apodisation de l'objetifNous avons tout d'abord proposé d'utiliser une illumination modi�ée par unetehnique d'apodisation [Haeberlé et Simon, 2006℄. Cette tehnique onsiste à uti-liser une lame de phase partiulière qui inverse la phase de l'onde d'illuminationsur la moitié de la fae d'entrée de l'objetif. Une telle lame de phase a déjà été uti-lisée dans la mise en forme de faiseau d'illumination en mirosopie STED [Klaret oll., 2001℄. Nous proposons d'utiliser e type de lame de phase dans un miro-sope onfoal lassique dans le but de réduire la taille de la RIO d'illumination,la taille de la RIO de détetion onfoale demeurant inhangée.

Fig. 1.10 � Shéma de foalisation d'une onde plane par un objetif de mirosope ave unefontion d'apodisation. La partie grisée de l'objetif représente la zone où l'onde d'illuminationest déphasée de π (dans un souis de simpliité, un seul milieu est représenté).Nous dérivons ii de façon suinte le modèle de alul de RIO utilisé pourette étude. Considérons une onde d'illumination plane de veteur d'onde k0, linéai-rement polarisée le long de l'axe x et foalisée par un objetif de grande ouverturenumérique. A�n de aluler la RIO d'illumination de e type de montage, le hampséletrique est estimé au point P (xp, yp, zp) situé au voisinage du point foal. Nousutilisons les oordonnées sphériques polaires (rp, θp, φp) ave r > 0, 0 ≤ θp < π et
19



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

yp = rp sin θp sin φp

zp = rp cos θpLa géométrie du problème est dérite par la Figure 1.10. Nous onsidérons le asd'un milieu strati�é à trois interfaes, omposé du milieu d'immersion, de la la-melle et du spéimen d'indie n1, n2 et n3 respetivement. Les interfaes milieud'immersion-lamelle et lamelle-spéimen sont respetivement situées au oordon-nées z = −h1 et z = −h2 [Haeberlé, 2003, 2004 ; Haeberlé et oll., 2003 ; Török etVarga, 1997℄. La Figure dérit ette on�guration.

Fig. 1.11 � Shéma dérivant la foalisation d'une onde plane d'illumination à travers un milieustrati�é à trois ouhes.Le alul de la RIO résultante néessite l'utilisation d'un modèle vetoriel, a�nde prendre en ompte les e�et de dépolarisations induits par les objetifs de forteouverture numérique. Nous utilisons le modèle vetoriel de di�ration proposéespar [Török et Varga, 1997℄. Ave la fontion d'apodisation onsidérée, il n'y a pasde symétrie irulaire, il onvient don d'utiliser les intégrales de di�rations 2-Ddérites dans e modèle. Notons que dans l'équation qui suit et dans la suite del'étude, kn représente le veteur d'onde dans la nieme ouhe du milieu strati�é. Lehamps au point rp est donné par l'équation :
E(rp) =

∫ α

0

∫ 2π

0

Eeirpκeik0Ψieik3rp cos θp cos θn sin θ1dφdθ1 (1.6)20



ave
E = A(θ1)B(θ, φ)




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

−Tp sin θ3 cos φ



 (1.7)où A(θ) orrespond à la fontion d'apodisation, qui pour un système sans aber-ration et obéissant à la ondition des sinus s'érit A(θ) = cos1/2 (θ). La fontion
B(θ) dérit quant à elle l'in�uene de la lame de phase utilisée pour modi�erl'illumination. Les termes Ψi et κ se alulent ave :

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

t12s,pt23s,p exp (iβ)

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

tmn+1,s =
2nn cos θn

nn cos θn + nn+1 cos θn+1

tmn+1,p =
2nn cos θn

nn+1 cos θn + nn cos θn+1

rmn+1,s =
nn cos θn − nn+1 cos θn+1

nn cos θn + nn+1 cos θn+1

rmn+1,p =
nn+1 cos θn − nn cos θn+1

nn+1 cos θn + nn cos θn+1En mirosopie de �uoresene, on onsidère l'intensité de la réponse impulsionnelleoptique en illumination :
PSFill(x, y, z) = |E|2 = |Ex + Ey + Ez|2 (1.11)Ces équations ont été adaptées aux on�gurations renontrées en biologie, par [Hae-berlé, 2004℄ dans un ode de alul utilisé pour ette étude.La lame de phase que nous utilisons, introduit un déalage de phase de π sur lamoitié du hamps du faiseau d'illumination. On a don :

B(θ, φ) = sign(φ − π) (1.12)21



Fig. 1.12 � RIO d'illumination à deux lobes obtenue au moyen d'un montage ave une lame dephase dans le plan foal arrière de l'objetif ave λill = 400 nm et NA = 1, 65. (a) plan transversal(x− y), (b) plan longitudinal (y− z). Les �èhes représentent une longueur de 200 nm ( l'éhellele long de l'axe z étant doublée). () et (d) donnent à titre de omparaison la RIO d'illuminationlassique, sans lame de phase.Les Figures 1.12(a) et 1.12() montrent les plans transversaux et longitudinauxla RIO d'illumination obtenue ave la lame de phase pour un objetif d'ouverturenumérique NA = 1, 65 une longueur d'onde d'exitation λill = 400 nm. A titrede omparaison, les Figures 1.12(b) et 1.12(d) montrent la RIO obtenue pour unmontage onfoal lassique (détetion à λdet = 450 nm). Sur la RIO modi�ée,on peut noter l'existene de deux lobes de part et d'autre d'une vallée orientéele long de l'axe x. Les pis d'intensité maximale sont situés sur l'axe y. Il estimportant de noter que l'orientation de la polarisation par rapport à elle de lalame de phase est ritique pour l'obtention d'un tel résultat [Klar et oll., 2001℄.La largeur à mi-hauteur de haun des lobes est de l'ordre de 105 nm. Pour uneRIO d'illumination lassique obtenue à travers le même objetif, ave un faiseaunon polarisé, la largeur à mi-hauteur est de 135 nm.La Figure 1.13(a) donne le pro�l d'intensité de la RIO à deux lobes le long del'axe y. Les deux lobes étant bien séparés, Il est possible de les isoler en utilisant unmontage onfoal partiulier où le pinhole serait déalé sur un �té (typiquement
90 nm). La Figure 1.13(b) montre la RIO de détetion orrespondante, aluléeà partir du modèle vetoriel de détetion présenté en [Haeberlé, 2004℄ et pourune détetion à λ = 450 nm. La RIO onfoale ainsi obtenue est présentée sur laFigure 1.13(). Sa largeur à mi-hauteur est de 90 nm. Ce qui représente un gain22



(a) (b) ()Fig. 1.13 � Pro�ls d'intensité le long de l'axe y (a) de la RIO d'illumination à deux lobes dela Figure 1.12, (b) de la RIO de détetion déalée de 90 nm et () de la RIO onfoal résultantedont la largeur à mi-hauteur est de 90 nm.en résolution de 12, 5 % par rapport au montage onfoal sans lame de phase pourlequel on a une largeur à mi-hauteur de103 nm.A titre de omparaison, la RIO onfoale obtenue ave la même fontion d'apo-disation et un objetif plus onventionnel d'ouverture numérique NA = 1, 4, pré-sente une largeur à mi-hauteur de 105 nm. Ce qui représente un gain en résolutionde 25 % par rapport au mirosope onfoal onventionel ave le même objetif.Cei montre qu'un gain important en résolution peut également être obtenu avedes objetifs plus largement usités sans pour autant mettre en oeuvre un montageomplexe et en onservant une relative simpliité dans la préparation du spéimen.Cependant, une étude plus détaillée de la Figure 1.12 montre que les lobes de laRIO du montage ave lame de phase, dans son plan longitudinal (Figure 1.12(b)),sont plus étalés que elui obtenu dans le as d'un montage onfoal ave le mêmeobjetif (Figure 1.12(d)). En e�et, la lame de phase étant plaée en amont del'objetif, elle sépare le faiseau en deux parties. Chaune des parties du faiseaun'illumine alors que la moitié du plan foal arrière de l'objetif. Par onséquent,haque � demi-faiseau �produit un spot plus large que pour un faiseau uniqueoupant la totalité du plan foal arrière de l'objetif. Cei se traduit par uneperte de résolution. Dans le plan transversal, le phénomène d'interférene permetde réduire la taille de haun de es spots. En revanhe, dans le plan longitudinal,le phénomène d'interférene ne se produit que sur l'axe z. En onséquene, il n'ya pas de rédution de l'élongation de la RIO longitudinalement.
23



1.6.2 Faiseaux déalésUne solution à e problème onsisterait don à faire interférer deux ou plusieursfaiseaux remplissant haun la totalité du plan foal arrière de l'objetif, légère-ment déalés dans le plan foal et orretement déphasés. Pour le alul de la RIOrésultante d'une telle on�guration nous avons utilisé le modèle dérit en [Haeberlé,2003℄.On utilisera don pour aluler la RIO au point P (x, y, z) l'équation 1.11, lestrois omposantes du hamps életrique Ex, Ey et Ez étant données par :
Ex = −i(I0ill + I2ill cos 2φp)
Ey = −i(I2ill sin 2φp)
Ez = −2I1ill cos φp

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

I0ill =

∫ α

0

√
cos θ1 sin θ1J0(k1rp sin θ1 sin θp)

× (T2s + T2p cos θ3) exp (ik0Ψi)

× exp (ik3rp cos θp cos θ3)dθ1

I1ill =

∫ α

0

√
cos θ1 sin θ1J1(k1rp sin θ1 sin θp)

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

I2ill =

∫ α

0

√
cos θ1 sin θ1J2(k1rp sin θ1 sin θp)

× (T2s − T2p cos θ3) exp (ik0Ψi)

× exp (ik3rp cos θp cos θ3)dθ1Les équations (1.13) et (1.14) montrent que la RIO d'illumination présente unedépendane vis à vis de φp. Par onséquent, l'utilisation d'une polarisation linéaireinduit une dissymétrie dans la forme de la RIO obtenue qui présente une légèreélongation le long de l'axe y pour une polarisation le long de l'axe x.On onsidère maintenant un montage ave deux faiseaux légèrement déaléset orretement déphasés. La Figure 1.14(a) présente ette on�guration pour un24
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Fig. 1.14 � Shéma illustrant la on�guration d'illumination à deux faiseaux, (a) ave déalagele long de l'axe x. Ce montage ne permet pas d'obtenir d'interférenes destrutives entre les deuxRIO. (b) ave déalage le long de l'axe y permettant le phénomène d'interférene.déalage de deux faiseaux le long de l'axe x. Une analyse de l'équation (1.13)montre que pour deux faiseaux d'illumination polarisés linéairement le long del'axe x et légèrement déalés le long de e même axe, le point P situé dans ettezone de reouvrement sera repéré par φ1p = 0 et φ2p = π. Les omposantes deshamps életriques E1 et E2 sont données par :
E1x = −i(I0ill + I2ill)
E1y = 0
E1z = −2I1ill

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

(1.16)Il apparaît que si les omposantes Ey sont nulles, les omposantes Ex ne peuventinterférer de façon destrutive sans qu'il y ait une interférene onstrutive entreles omposantes Ez.En revanhe, si l'on onsidère deux faiseaux légèrement déalés le long de l'axe
y, omme sur la Figure 1.14(b), le point P situé dans la zone de reouvrement sera25



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

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

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

(1.18)Les omposantes Ey et Ez sont nulles. Il est don possible de réer une interfé-rene destrutive entre les deux omposantes Ex en les déphasant de π l'une parrapport à l'autre.
Fig. 1.15 � Diagramme illustrant la on�guration un montage d'illumination à trois faiseaux,déalés le long de l'axe y et permettant une diminution de la taille de la RIO entrale parinterférenes destrutives.Par extension, ette tehnique permet de faire interférer trois faiseaux foalisésa�n de réduire la taille de la zone entrale de la RIO. La Figure 1.15 dérit laon�guration envisagée, ave trois faiseaux polarisés le long de l'axe x donnanttrois RIO d'illumination légèrement déalées le long de l'axe y. Par un déphasagede π des faiseaux donnant les spots extrêmes et onformément au alul desomposantes du hamps életrique dans la zone de foalisation des trois faiseaux,on voit alors apparaître le phénomène d'interférene destrutive qui a pour e�etde réduire les dimensions du spot entral le long de l'axe y.On onsidère une telle on�guration que l'on ompare à une on�guration onfo-ale lassique. La longueur d'onde d'observation est λdet = 500 nm pour une ex-itation à λill = 395 nm (orrespondant au �uorohrome Bis-ANS (B153) tubulin26



(a) (b)

() (d)Fig. 1.16 � (a) RIO d'illumination pour un faiseau polarisé linéairement le long de l'axe x.(b) RIO onfoale orrespondante. () RIO d'illumination obtenue d'après le montage présentéFigure 1.15. (d) RIO onfoale orrespondante : les lobes latéraux sont supprimés. Pour touteses Figures : NA = 1, 65, λill = 400 nm et λdet = 500 nm.de hez Moleular Probes ©). La RIO de détetion est alulée selon le modèlevetoriel simpli�é aux as biologiques et en onsidérant une polarisation aléatoirede l'émission de �uoresene.La Figure 1.16(a) montre le plan transversal de la RIO d'illumination pourun montage onfoal lassique ave une illumination polarisée linéairement selonl'axe x. La Figure 1.16(b) montre la RIO onfoale orrespondante obtenue par lamultipliation de la RIO d'illumination par la RIO de détetion.La Figure 1.16() montre la RIO d'illumination à trois faiseaux alulée pourle shéma proposé. Comme attendu, le spot entral est plus étroit que le spot dela Figure 1.16(a), mais on peut noter la présene de lobes latéraux. Le passagepar une détetion onfoale permet de supprimer es lobes, omme illustré par la27



Fig. 1.17 � Pro�ls d'intensité, le long de l'axe y des RIO d'illumination trois faiseaux (traitplein), RIO de détetion (tirets) et RIO onfoale résultante (pontillés) dont la largeur à mi-hauteur est de 75 nm.Figure 1.16(d).La Figure 1.17 représente le pro�l d'intensité de la RIO d'illumination 3-faiseaux(RIO3ill), la RIO de détetion (RIOdet) et la RIO onfoale résultante (RIO3conf).On mesure une largeur à mi-hauteur du lobe entral de 75 nm pour (RIO3ill).Notons que la largeur à mi-hauteur pour RIO3conf est très prohe, soit 73 nm. Ii,en e�et, le gain en résolution n'est pas dû à la détetion onfoale, ontrairement àun mirosope onfoal lassique, mais à une illumination struturée. La détetiononfoale n'a ii pour but que d'éliminer les lobes latéraux. Notons également que
RIO3ill a été alulée pour un déalage entre les faiseaux hoisi par optimisation.Ce résultat est important dans la pratique. En e�et, dans un mirosope onfoallassique, la taille du pinhole est sensée être in�niment petite. Cependant, l'utili-sateur se voit souvent obligé d'ouvrir e pinhole a�n de olleter une quantité dephotons plus importante. Il en résulte une perte importante de résolution. Dans leas d'une illumination struturée à trois faiseaux foalisés, 'est la rédution dela taille du lobe entral de la RIO d'illumination par le phénomène d'interférenequi améliore la résolution du système. L'ouverture du pinhole aura pour onsé-quene d'augmenter l'intensité des lobes latéraux. Cei a un e�et dommageablesur la qualité des images obtenues qui se verraient entahées d'un double éholatéral. Cependant, e as est très similaire à elui du mirosope 4Pi [Hell, 1997℄qui présente, lui, des lobes longitudinaux. Dans notre as, il est don envisageable28



d'appliquer la solution de traitement numérique des images de mirosopie 4Pi quionsiste en un simple �ltrage, tant que l'intensité des lobes latéraux reste à 30 %inférieure à elle du lobe entral [Hell et Stelzer, 1992℄.On pourra noter, en partiulier sur la Figure 1.16(d), que la RIO 3-faiseauxonfoale obtenue présente une forte dissymétrie : le gain en résolution n'est pos-sible que selon l'axe y. Par onséquent, les images produite par un tel systèmeprésenteraient don une résolution fortement anisotrope.Nous avons présenté dans e hapitre les prinipes de la mirosopie de �uores-ene avant d'en souligner les limites en terme de résolution. Nous avons présentéune première possibilité d'amélioration de ette résolution qui porterait sur l'uti-lisation d'objetifs à forte ouverture numérique et une préparation partiulière duspéimen. Puis, après un bref rappel des dernières tehniques d'amélioration de larésolution utilisant une illumination struturée obtenue par le phénomène d'interfé-rene, nous avons proposé deux voies possibles pour l'amélioration de la résolutionlatérale. La première onsiste à utiliser une lame de phase, la deuxième une illu-mination à trois faiseaux mettant en jeu des interférenes latérales. Les résultatsobtenus montrent qu'il est possible d'obtenir un gain sensible le long d'un axe.Dans le hapitre suivant, nous présenterons plusieurs tehniques ombinant plu-sieurs images présentant une résolution améliorée selon un axe seulement. Cestehniques basée sur des traitements numériques autorisent une amélioration iso-trope de la résolution 2-D. Nous les appliquerons à des images simulée de l'illumi-nation modi�ée que nous venons de présenter.
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Chapitre 2Amélioration de la résolution :méthodes numériques
2.1 IntrodutionNous avons montré qu'il était possible d'améliorer la résolution latérale en mi-rosopie onfoale de �uoresene en utilisant une illumination modi�ée, forméeà partir de l'interférene de trois faiseaux foalisés. Nous avons obtenu un gainen résolution d'un fateur deux par rapport à un mirosope en hamps large.Cependant, e gain en résolution ne onerne qu'une diretion dans le plan trans-versal. Il est toutefois envisageable de faire l'aquisition de plusieurs images dumême spéimen ave di�érentes orientations de la RIO3conf vis-à-vis de l'objet,de sorte à obtenir un gain en résolution suivant di�érentes diretions. Notons qued'un point de vue théorique, le fait de tourner l'objet autour de l'axe z a�n dehanger son orientation vis-à-vis de l'illumination ne présente pas de di�éreneave le fait de modi�er l'orientation de l'illumination vis-à-vis de l'objet. Cepen-dant, et omme nous l'avons montré préédemment, le fait d'obtenir l'interférenesouhaitée entre les trois faiseaux de l'illumination néessite un état de polarisa-tion partiulier. D'un point de vue expérimental, il paraît don sans doute plusopportun d'envisager de tourner l'objet le long de l'axe z.2.2 Con�guration onsidéréeUne méthode d'imagerie ombinant une illumination 3-faiseaux à une détetiononfoale, ouplée à l'aquisition d'une série d'images pour lesquelles l'orientationde l'objet vis-à-vis de l'illumination varie, permettrait don d'aéder à une réso-lution améliorée dans toutes les diretions. Cependant, une étape de traitementnumérique est néessaire pour ombiner dans une seule et même image �nale les30



Fig. 2.1 � Vue shématique de l'objet numérique ave dimensions.gains en résolution selon les di�érentes diretions. Plusieurs méthodes seront pro-posées et évaluées dans e hapitre. A�n d'évaluer es dernières, des simulationsd'aquisitions d'images doivent être réalisées. Ces simulations utilisent les modèlesités préédemment. Les paramètres retenus au ours de ette étude sont les sui-vants :� objetif : NA = 1.2, immersion dans l'eau� longueur d'onde d'illumination : λ = 395 nm� détetion à une longueur d'onde λ = 500 nmCe qui orrespond à l'utilisation du �uorohrome bis-ANS de hez MoleularProbes ©, marqueur de la myosine, dans le adre d'une étude biologique ave unobjetif à immersion à eau.Un mirosope onfoal lassique dans es onditions o�re une résolution théo-rique de 208 nm. La on�guration ave une illumination à 3 faiseaux et unedétetion onfoale dans les même onditions, présente quant à elle une largeur àmi-hauteur de 100 nm dans sa partie la plus étroite. En onséquene, nous avonsréalisé es simulations pour l'aquisition d'un objet numérique dont la forme etles dimensions permettent d'évaluer les apaités de nos méthodes numériques enterme de résolution.Nous onsidérons don un objet, présenté sur la Figure 2.1. Cet objet a été om-posé numériquement ave une onformation radiale et des dimensions partiulières,dans le but de mieux évaluer un gain éventuel en résolution selon les di�érentes31



(a)(b) () (d) (e)
(f) (g) (h) (i)Fig. 2.2 � Images simulées pour un système onfoal lassique et pour un système onfoalà illumination 3-faiseaux. (a) Objet numérique original. (b) RIO onfoale normale, (-e) RIO3-faiseaux orientées respetivement à θ = 0�, 45� et 90�par rapport à l'axe x. (f-i) Imagessimulées orrespondantes alulées pour NA = 1.2, λill = 400 nm et λdet = 500 nm.diretions. Le erle interne à la �gure présente un diamètre c = 410 nm, la dis-tane entre le erle et les rayons, noté d est de 112 nm, la plus petite distaneentre deux rayons b est de 105 nm tandis que la distane la plus grande a est de

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



L'aquisition par un système 3-faiseaux d'un série d'images pour lesquellesl'orientation de la RIO varie permet don d'aéder à une meilleure résolutionselon di�érentes diretions. Combiner les informations obtenues pour les imagesd'une même série d'aquisitions devrait don permettre d'obtenir une résolutionaméliorée dans toutes les diretions.D'autre part, pour omparer les résultats obtenus, nous avons besoin d'un ritèred'erreur ce sur l'e�aité des traitements numériques et que nous utiliserons toutau long de e hapitre. Nous avons hoisi e rière ce tel que :
ce =

∑∑
(Ǐ ′ − Ǒ)2 (2.1)où Ǐ ′ représente l'image estimée normalisée par rapport à son propre maximumd'intensité et Ǒ l'objet normalisé de la même manière. Ce ritère di�ère légèrementde la dé�nition lassique de l'erreur quadratique. Cependant il est prohe de edernier et peut y être relié par un rapport de proportionnalité.2.3 Tehniques par fusion de données2.3.1 Moyennage des donnéesL'aquisition d'une série d'images pour di�érentes orientations de la RIO 3-faiseaux onfoale donne don aès à une amélioration de la résolution selon unediretion di�érente dans haque image. A�n de ombiner dans une seule et mêmeimage les améliorations de la résolution dans toutes les diretions, l'idée la plusnaturelle onsiste à simplement moyenner es images . On obtient alors une imagerésultante I ′ :

I ′ =
1

n

n∑

i=0

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



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



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

(d) ce = 2, 05.104 (e) ce = 2, 09.104 (f)ce = 2, 09.104Fig. 2.4 � Moyennes d'images non bruitées. (a) Objet, (b) Image obtenue pour un systèmeonfoal lassique, () pour un système onfoal 3-faiseaux, (d) moyenne de 2 images onfoales3-faiseaux formant un angle de 90�, (e) moyenne de 4 images onfoales 3-faiseaux aluléespour des angles de 0, 45, 90 et 135�, (f) moyenne de 8 images onfoales 3-faiseaux aluléespour 8 angles séparés d'un pas de 22, 5�. La barre d'éhelle représente 200 nm.par alul d'une image moyenne. Dans l'image simulée pour e système, la partieentrale, hormis le bord intérieur du erle, n'est pas résolue alors que la partie pé-riphérique l'est à peine. Cei orrespond bien aux limites de résolutions théoriquesd'un système onfoal lassique vis-à-vis des dimensions de l'objet onsidéré. Lerésultat obtenu pour les séries simulées ave n = 2 RIO onfoale à 3-faiseaux (Fi-gure 2.4(d)) est déjà sensiblement di�érent. Le ritère d'erreur vis-à-vis de l'objet
ce = 2, 05.104 augmente de plus de 30 % par rapport au as d'une image simuléepour une seule RIO onfoale 3-faiseaux ce = 1, 51.104. En e�et, si la résolution lelong de l'axe x semble améliorée, la résolution le long de l'axe y est moins bonne :les rayons dont la diretion est prohe de l'axe x sont maintenant distints les unsdes autres dans leur partie périphérique, alors que les bases des rayons dont lesdiretions sont prohes l'axe y, sont maintenant onfondues. Le résultat obtenupour la fusion d'une série ave n = 4 (Figure 2.4(e)), ne présente pas d'améliora-tion visible de la résolution par rapport au as préédent. D'ailleurs, la valeur duritère d'erreur (ce = 2, 09.104) subit une légère augmentation par rapport au as
n = 2. En e�et, si la forme de la zone entre le erle et les rayons semble mieuxrésolue, ela s'aompagne d'une perte de ontraste par rapport à elui obtenupréedemment le long des axes x et y. Le résultat obtenu pour la fusion d'une sérieave n = 8 (Figure 2.4(f)), est quasiment identique au préédent, sans améliora-tion visible de la résolution ni de hangement de ontraste importants. Le ritèred'erreur ce = 2, 09.104 ne subit plus de variations signi�ative.35



n = 2 n = 4 n = 8

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



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



(a) (b) ()Fig. 2.7 � Modules des FTO : onfoale lassique (a), onfoale 3-faiseaux pour une po-larisation de l'illumination le long de l'axe x (b), onfoale 3-faiseaux pour polarisation del'illumination le long de l'axe y.de la résolution sur l'axe y, permise par l'illumination à trois faiseaux, peut s'in-terpréter omme une meilleure transmission des fréquenes spatiales de l'objet lelong de et axe.Autrement dit, le support de l'OTF du système est plus étendu et les hautesfréquenes moins atténuées le long de l'axe ωy pour une illumination à trois fais-eaux onfoalisée, que pour un système onfoal lassique.La Figure 2.7 donne le modules des FTO : onfoale lassique (a), onfoale3-faiseaux (b) et onfoale 3-faiseaux pour une illumination orientée à 90�parrapport à l'axe x. On peut onstater sur ette �gure que les fréquenes sont mieuxtransmises selon un axe pour les FTO onfoales 3-faiseaux. Une série d'imagesaquises pour di�érentes orientations de l'illumination à trois faiseaux orresponddon au �ltrage par une série d'OTF dont les supports montrent une élongationdans di�érentes diretions. Cei se traduira par une série d'images dans lesquellesles détails seront mieux représentés le long de di�érentes diretions. Par onsé-quent, au ours de la série d'aquisition, les fréquenes transmises ouvrent unsupport élargi dans plusieurs diretions.Il existe don, dans haque image d'une même série, des fréquenes mieux trans-mises que dans les autres. La méthode proposée onsiste en l'ourrene, pour unemême série d'images, à omparer point à point le niveau de signal dans le domainede Fourier et d'extraire la valeur du point de plus grande énergie. Pour un pixel deoordonnées (x, y), dans une série de n images prises dans le domaine de Fourieron dé�nit Îm(x, y) tel que :
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(a) (b) ce = 2, 56.104 () ce = 1, 51.104

(d) ce = 1, 59.104 (e) ce = 1, 46.104 (f) ce = 1, 38.104Fig. 2.8 � Résultats d'une fusion FIF d'images non bruitées. (a) Objet, (b) Image obtenuepour un système onfoal lassique, () pour un système onfoal 3-faiseau. (d) fusion FIF de2 images onfoales 3-faiseaux formant un angle de 90�, (e) fusion FIF de images onfoales3-faiseaux alulées pour des angles de 0, 45, 90 et 135�, (f) fusion FIF de 8 images onfoales3-faiseaux alulées pour 8 angles séparés d'un pas de 22, 5 �. La barre d'éhelle représente
200 nm.La valeur omplexe de la transformée de Fourier Î ′ au pixel (x, y) est don donnéepar :

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



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

(a) objet (b) ce = 2, 46.104 () ce = 2, 46.104 (d) ce = 2, 35.104Fig. 2.9 � Fusion FIF d'images onfoales lassiques bruitées. (a) objet binaire, les �guressuivantes présentent le résultat de la fusion de : (b) 2 images, () 3 images et (d) 4 images. Lerapport signal à bruit dans les images avant moyennage est de 20 dB. Le ritère d'erreur cevis-à-vis de l'objet est donné pour haque résultat de fusion. La barre représente 200 nmLe �ltre utilisé est une simple fontion porte qui oupe les fréquenes au-delàd'une fréquene de oupure fc. Cette fréquene de oupure est égale à la plus hautefréquene spatiale transmise par le support de l'OTF onfoale 3-faiseaux et epour toutes les images. Le �ltre Π s'érit don :
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(2.5)La Figure 2.9 présente les résultats de fusion FIF obtenus pour des imagesbruitées simulées pour un système onfoal lassique. Le rapport signal à bruitdans les images avant fusion est de 20 dB. Les fusions ont été alulées en prenanten ompte des séries de 2 (Fig.2.9(b)), 4 (Fig.2.9()) et 8 (Fig.2.9(d)) images. Lesrésultats obtenus présentent des partiularités due à la méthode utilisée. En e�et,la valeur du ritère d'erreur est identique dans les deux premier as : ce = 2, 46.104pour n = 2 et n = 4. D'autre part, le ritère diminue à ce = 2, 35.104 pour n = 8.Les images utilisées sont a priori omparables en terme de rapport signal à bruitet de fréquenes transmises. D'autre part, on attend pas ii d'e�et de lissage. Ladiminution du ritère d'erreur peut s'expliquer di�éremment. Dans haque image,les fréquenes portées par le support de l'OTF ne sont transmises que partielle-ment. L'addition de bruit ouplé au �ltrage des hautes fréquenes implique unrehaussement de ertaines fréquenes transmises par le support de l'OTF. Ce phé-nomène peut alors arti�iellement avantager des fréquenes de l'objet qui n'étaientque partiellement transmises. Cei se traduit alors par une diminution du ritèred'erreur.Les fusions FIF d'images bruitées pour un système 3-faiseaux onfoal sontprésentées dans la Figure 2.10. 42



objet
n = 2 n = 4 n = 820 db S/B (a) ce = 1, 58.104 (b) ce = 1, 45.104 () ce = 1, 38.1043 db S/B (d) ce = 1, 54.104 (e) ce = 1, 41.104 (f) ce = 1, 32.104Fig. 2.10 � Fusions d'images simulées pour une RIO onfoale 3-faiseaux. (a) objet. Lesimages d'origine sont bruitées ave un rapport S/B de 20 dB (a-) puis de 3 dB (d-f), pour desséries à n = 2,4 et 8 images. Le ritère d'erreur ce vis-à-vis de l'objet est donné pour haquerésultat de fusion. La barre représente 200 nm.

43



La Figure 2.10 illustre le omportement de la fusion FIF sur des série d'imagessimulée pour un système 3-faiseaux onfoal. Les images d'origine sont bruitéesave un rapport S/B de 20 dB (a-) puis de 3 dB (d-f), pour des séries à n = 2,4et 8 images.Tout d'abord, on peut onstater que pour un même niveau de bruit, le ritèred'erreur diminue ave le nombre d'images d'origines dans la série. Pour un rapportsignal à bruit de 20 dB, la valeur du ritère d'erreur passe de ce = 1, 58.104pour n = 2 (Fig. 2.10(b)) à ce = 1, 45.104 pour n = 4 (Fig. 2.10()) et atteint
ce = 1, 38.104 pour n = 8 (Fig. 2.10(d)). Pour les séries où les images d'originessont bruitées ave un rapport signal à bruit de 3 dB les valeurs du ritère d'erreursont ce = 1, 54.104, ce = 1, 41.104 et ce = 1, 32.104 respetivement pour n = 2,4 et
8 (Fig. 2.10(e-g)).Le deuxième point intéressant à noter est que, paradoxalement, l'erreur diminuequand le niveau de bruit augmente, en partiulier pour les séries à n = 8. Onretrouve e qui a été observé dans la Figure 2.9 et on peut avaner la mêmeexpliation. Ces résultats amènent quelques ré�exions.Tout d'abord, nous sommes ii dans le as d'un objet binaire très partiulierave des bords frans qui représentent une information très étendue en terme defréquenes spatiales. Ensuite, le fait que le ritère d'erreur diminue, ne permet pasd'assurer de façon ertaine que l'image reonstruite soit plus prohe de la réalité.En e�et, l'observation minutieuse la Figure 2.10(g), montre qu'il y a une ertainegranulosité dans l'image obtenue. Or, un observateur n'ayant auune informationa priori sur l'objet serait sans doute induit en erreur quant à la forme de l'objet.On retiendra don simplement que le bruit n'a�ete pas de façon déterminante leproédé de fusion FIF assoiée à un pré-�ltrage. Au �nal, tout dépend du om-promis souhaité entre le gain en résolution et le rendu �nal. Rappelons toutefoisque le but de e montage assoié à ette méthode de fusion n'est pas de ombattrele bruit, mais bien d'obtenir une résolution améliorée dans toutes les diretionsde l'espae. La reherhe d'un niveau de bruit minimum doit alors être menée enamont, durant le proessus d'aquisition.2.4 Tehniques de déonvolution2.4.1 Rappels sur la déonvolutionLa déonvolution est une méthode de traitement numérique de l'image ayantpour but d'améliorer la résolution d'une image a�n de la rendre plus �dèle à l'objet44



observé [MNally et oll., 1999 ; Verveer, 1998℄. L'équipe au sein de laquelle a étéréalisé ette étude travaille sur e sujet depuis quinze ans et a aquis une expertisedans e domaine [Chomik, 1997 ; Chomik et oll., 1997 ; Colihio et oll., 2005 ;Haeberlé et oll., 2001℄. C'est pourquoi ette méthode a été envisagée parmi lestraitements numériques appliables au as de la tehnique basée sur une suessiond'illuminations 3-faiseaux.Plus préisément, la déonvolution onsiste à résoudre par des méthodes nu-mériques le problème posé par la résolution de l'équation (1.3) a�n d'estimer aumieux O [Atkinson, 1997℄. Dans ette équation, seule I est onnue, de façon pré-ise. La RIO (H) peut-être inonnue ou partiellement onnue. On parle alors dedéonvolution myope ou aveugle [Holmes et O'Connor, 2000 ; Holmes, 1992 ; Ma-Callum, 1990℄. Toutefois, la plupart du temps, on onsidère que la RIO est onnue,soit qu'elle ait été mesurée, soit qu'elle ait été alulée. D'autre part, on peut esti-mer les propriétés statistiques du bruit b. En�n il est onevable que dans ertainas, on puisse avoir une onnaissane a priori sur ertaines propriétés de l'objet
O [Homem et oll., 2002℄.A�n de trouver une solution à e problème, il faut avoir reourt à des algo-rithmes qui néessitent la mise en plae de plusieurs outils. Le premiers de esoutils est un ritère d'erreur qui permet d'évaluer le degré de ressemblane durésultat obtenu. Généralement, les algorithmes de déonvolution se basent sur unompromis à réaliser entre la ressemblane, et l'ampli�ation du bruit [Tikhonovet Arsenin, 1977℄. C'est pourquoi, le deuxième outil à mettre en plae onsiste enune fontion de oût qui permet d'évaluer e ompromis. D'autre part, il arrivequ'une onnaissane a priori de ertaines aratéristiques de l'objet permette debaliser l'espae des solutions. En�n, le dernier outil onsiste en un algorithme deminimisation, ayant pour but de trouver le minimum de la fontion de oût.Bien que leur struture générale soit la même, il est possible de distinguer deuxgrandes familles d'algorithmes de déonvolution. En e�et, il existe au moins deuxapprohes du proessus de formation d'images. L'approhe déterministe [Janssonet oll., 1984 ; Meinel, 1986 ; Van Cittert, 1931℄ et l'approhe Bayesienne [Conhello,1998 ; Demoment et Idier, 2001 ; Holmes, 1988 ; Holmes et Liu, 1989 ; Hunt, 1994 ;Luy, 1974 ; Rihardson, 1972℄. L'approhe déterministe est diretement basée surles lois de l'optique di�rative, et l'image �nale orrespond bien à une olletionde RIO.L'approhe Bayesienne, quant à elle, fait référene à une approhe statistique dela formation d'image où l'on étudie la probabilité pour un photon d'être loalisé45



dans l'espae image. Cette approhe est basée sur la statistique Poissonnienne dansla mesure où 'est à ette loi qu'obéit la probabilité de détetion d'un photon surun apteur CCD.Parmi es deux grandes familles d'algorithmes, on peut distinguer deux autressous-groupes dans haque famille selon qu'il existe une solution analytique ou nonau problème de la minimisation de la fontion de oût. Dans le as d'une solutionanalytique existante, on parlera d'algorithme diret . Dans le as ontraire, unproessus itératif est utilisé pour trouver e minimum, on parle alors d'algorithmeitératifs.La mise en ÷uvre d'un algorithme de déonvolution adapté à notre problèmede tirer le meilleur partie d'une série d'images présentant des gains en résolutionselon di�érentes diretions, semble a priori possible. Cependant, les algorithmeslassiques ne mettent pas en jeu des séries d'images obtenues pour des séries deRIO di�érentes. Dans le adre de la tehnique que nous proposons, il faudrait alorsréaliser plusieurs déonvolutions dont on fusionnerait ensuite les résultats. Deuxraisons essentielles nous ont détourné de ette approhe. La première tient au faitque la déonvolution d'une image représente un oût en temps de alul qui peut,dans ertains as être onsidéré omme handiapant. A fortiori, pour une sériede déonvolutions le temps serait multiplié autant de fois qu'il y a d'images dansla série. D'autre part, un algorithme de déonvolution multi-noyaux a été étudiépar [Goudail et oll., 2000℄ et orrespondrait bien à la problématique qui nous estposée.2.4.2 Déonvolution à n-noyaux[Ghiglia, 1984℄ a proposé une approhe à noyaux multiples pour la déonvolutionsimultanée de plusieurs images représentant plusieurs versions d'une même sène.Par plusieurs versions, il faut omprendre des images aquises ave une fontion detransfert variant au ours de la série. Cette approhe permet de prendre en omptela diversité des informations transmises au travers des di�érentes aquisitions.De plus, elle permet de s'a�ranhir en partie d'une ontrainte importante destehniques de déonvolutions : la présene de zéros dans la fontion de transfertimpliquant la perte de ertaines fréquenes. Dans le as d'une approhe à plusieursversions, la fontion de transfert variant pour haune d'elle, les zéros seront enpartie di�éremment plaés. De e fait, les fréquenes absentes dans une image,seront présentes dans une autre.
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Une étude approfondie de la déonvolution à plusieurs noyaux a été menéepar [Goudail et oll., 2000℄ dans le but d'en évaluer l'e�aité et la robustesse.Nous proposons d'évaluer ette méthode dans le adre de l'illumination à troisfaiseaux. Considérons l'aquisition d'une série de k images d'une même sène Oonvoluée par les k noyaux résultant des k rotations de la RIO d'illumination3-faiseaux. Dans e as partiulier et dans le domaine des fréquenes spatiales,l'équation 1.3 devient :
I(k)(x, y, z) =

∫ +∞

−∞

H(k)(x − x1, y − y1, z − z1)O
(k)(x1, y1, z1))dx1dy1dz1 ⊕ b(k)(x, y, z)(2.6)où b(k) est onsidéré omme un tirage indépendant de bruit blan Gaussien pourhaque image de la série. La méthode de déonvolution onsidérée par [Goudailet oll., 2000℄ onsiste en une régularisation selon Thikonov utilisant la norme d'un�ltre Laplaien omme fontion de régularisation dont le but est de ontrebalanerl'e�et des hautes fréquenes. L'objet estimé est la solution minimisant la fontionde oût F :

F (O′) =
n∑

k=1

∥∥I
(k) −H

(k) ⊗O
′
∥∥2

+ ξ‖L⊗ O
′‖2 (2.7)où O

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

n∑
k=1

Ĥk(ωx, ωy) × Îk(ωx, ωy)

n∑
k=1

∣∣∣Ĥk(ωx, ωy)
∣∣∣
2

+ ξ|L(ωx, ωy)|2
(2.8)Il doit être préisé que les déonvolutions présentées par la suite ont été e�etuéespour une valeur de ξ minimisant le ritère d'erreur. Cei implique la réalisationd'une série de déonvolutions pour lesquelles le paramètre ξ varie et l'erreur estestimée. Il est ependant tout à fait envisageable d'automatiser ette proédure àl'instar de e qui a été réalisé pour les algorithmes LLS et MAP par [Colihioet oll., 2005℄ durant sa thèse au laboratoire MIPS.47



Appliation de la déonvolution n-noyaux à un système 3-faiseauxonfoal
(b)ec = 0, 79.104

(a)objet ()ec = 0, 76.104

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



long proessus d'aquisition. Notons que dans le as de spéimens pour lesquels ilexiste une information a priori omme par exemple une orientation préférentiellede �bres ou des spéimens 1-D omme des fragments d'ADN ou des mirotubules,il est tout à fait envisageable de hoisir des diretions de polarisation préférentiellesa�n de réduire le nombre d'aquisitions tout en assurant un transfert optimal desfréquenes de l'objet et don une reonstrution performante.La suite de ette étude a été publiée en 2006 à partir de résultats simulés pourun objet binaire représentant la formule d'Abbe. Le hoix de et objet partiulierest un hommage à e sienti�que dont le entenaire de la mort avait lieu en 2005alors que es travaux étaient présentés au ongrès Fous on Mirosopy à Jena,sa ville natale. D'autre part, et objet a pour avantage de présenter un géométrieplus quelonque que la mire radiale préédemment utilisée. La Figure 2.12 donneles résultats obtenus pour et objet dont les aquisitions et les déonvolutionsont été simulées de la même façon que dans la Figure 2.12. Dans la Figure 2.12l'aquisition a été simulée pour n = 2 et θ = 0� et 90� (Fig. 2.12(b)), n = 4 et
θ = 0�, 45�, 90�et 135�(Fig. 2.12()), et �nalement pour n = 8 ave θ variant parpas de 22, 5�(Fig. 2.12(d)). 1 On peut onstater sur ette �gure que le résultat estdéjà satisfaisant pour une déonvolution à n = 4 noyaux.

Fig. 2.12 � Déonvolution multi-noyaux alulé pour un objet binaire (a) dont l'aquisition aété simulée pour (b) n = 2 et θ = 0�et 90�, () n = 4 et θ = 0�, 45�, 90�, et 135�, (d) n = 8 et
θ variant par pas de 22, 5�.1Il doit être préisé que es déonvolutions ont été e�etuée pour une valeur de ξ minimisantle ritère d'erreur.
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E�et du bruit dans la déonvolution n-noyauxUn autre paramètre limitant de la déonvolution est la présene de bruit. Ene�et, le bruit peut, à travers le proessus de déonvolution, se trouver ampli�é defaçon importante, réduisant ainsi de façon drastique la qualité du résultat obtenu,jusqu'à rendre nul l'intérêt du proessus lui-même. Il onvient don, dans le proédéde déonvolution, de déterminer le niveau de régularisation optimal en fontion duniveau de bruit dans l'image [Colihio et oll., 2005℄.Dans le as de la déonvolution à plusieurs noyaux, le as est plus favorable.En e�et, on peut onsidérer que haque image d'une série est entahée d'uneréalisation de bruit di�érente. [Goudail et oll., 2000℄ ont étudié l'avantage quereprésente l'approhe de la déonvolution à plusieurs noyaux quant à la robustesseau bruit dans le as d'une déonvolution à deux noyaux. Les auteurs mettent enévidene l'e�et positif du moyennage du bruit permit par ette approhe. En e�et,ette dernière est basée en partie sur l'addition des di�érentes images de la série(Eq. (2.8)). Par onséquent, il est envisageable d'augmenter la robustesse au bruiten augmentant le nombre d'images aquises ave di�érentes fontions de trans-fert. L'avantage que présente la déonvolution à plusieurs noyaux assoiée à unetehnique d'illumination permettant des RIO de largeur réduite, est don double :augmenter la résolution �nale par la ombinaison d'information obtenues à traversplusieurs vues d'une même sène, mais aussi diminuer la sensibilité au bruit duproédé de déonvolution.Dans les Figures 2.13(b-d), sont représentées les simulations de l'aquisitionde l'objet représenté dans la Figure 2.12(a) alulées pour des réalisations debruit dont les rapports signal sur bruit sont di�érents et pour une illuminationà trois faiseaux, une détetion onfoale et une même orientation de la polari-sation θ = 90 �. Les Figures 2.13(e-g) montrent le résultat des déonvolutions4-noyaux basées sur des série de 4 images simulées pour des noyaux orientés à
θ = 0�, 45�, 90�et 135�, et un rapport signal à bruit de 20 dB et 3 dB respeti-vement. A titre de omparaison, les Figures 2.13(h-j) montrent le résultat d'unedéonvolution mono-noyau sur des images simulant une aquisition onventionnelleen mirosopie onfoale pour une RIO lassique obtenue pour une polarisation lelong de l'axe x ave les même rapports signal à bruit.Les déonvolutions à un noyau ont été obtenues simplement en utilisant l'équa-tion (2.8) ave n = 1. Dans le but d'obtenir une omparaison équitable, les Fi-gures 2.13(h-j) représentent la moyenne de quatre déonvolutions pour quatreimages simulées ave quatre réalisations de bruit di�érentes, a�n de réduire l'e�etdu bruit omme le fait la déonvolution à plusieurs noyaux.50



Fig. 2.13 � Comparaison de la déonvolution multi-noyaux ave une RIO rétréie latéralementet une déonvolution mono-noyau ave une RIO onfoale lassique, pour di�érents niveaux debruit : sans bruit, S/B = 20 dB et S/B = 3 dB. (a) Objet, (b)-(d) : simulations de l'aquisitionave une RIO onfoale 3-faiseaux orientée à θ = 90�respetivement sans bruit (b) et ave unrapport signal à bruit de 20 dB () et 3 dB (d). (e-g) déonvolutions 4-noyaux orrespondantes.(h-j) moyennes orrespondantes de 4 déonvolutions mono-noyau.Pour haun des as envisagés, le résultat de la déonvolution à 4 noyaux sembledonner un résultat de meilleure qualité que la déonvolution à un seul noyau : unexamen détaillé montre par exemple que la qualité du résultat obtenu dans laFigure 2.13(i) pour une déonvolution à un noyau et pour un rapport signal surbruit de 20 dB est omparable à elui obtenu dans la Figure 2.13(g) mais pourune déonvolution à noyaux multiple et pour un rapport signal sur bruit de 3 dB.Cependant, e ritère visuel ne peut-être retenu en raison de sa subjetivité. C'estpourquoi un ritère quantitatif mesurant l'éart du résultat de la déonvolution etl'objet doit être alulé.Choix du paramètre de régularisationComme il a été préisé, la valeur hoisie pour le paramètre de régularisation ξimporte sur les résultats obtenus lors de la déonvolution. Il onvient don d'étudierl'e�et de la variation de e paramètre sur la qualité de la reonstrution et e enfontion des niveaux de bruit simulés. 51



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

(a) (b)
cece

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



E�et d'une erreur de RIOUne autre propriété de la déonvolution mutli-noyaux mise en évidene parGoudail (et oll.) onerne la robustesse par rapport à la onnaissane exate dela RIO utilisée pour la déonvolution.Il paraît évident que la qualité de la déonvolution ave l'algorithme que nousavons hoisi, dépend de la onnaissane du noyau à utiliser, 'est à dire la RIOdu système. En raison de l'impréision des modèles, ou de la qualité des mesurese�etuées, ette onnaissane de la RIO du système est toujours entahée d'uneerreur d'estimation. Il existe don un déalage entre la RIO réelle du système etla RIO supposée, utilisée pour la déonvolution.

PSfrag replaements ce

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



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



Perspetives d'évolutionNous avons montré que l'utilisation d'une illumination par interférene de fais-eaux foalisés permettait d'améliorer la résolution latérale par un fateur deuxdans le as d'un mirosope onfoal. Comme il a été montré, e gain en résolutionne peut être obtenu que dans une seule diretion, en raison des e�ets de polari-sation sur les faiseaux foalisés. Nous venons de montrer qu'il était possible deombiner ette tehnique ave une méthode de déonvolution à plusieurs noyauxde sorte à obtenir une résolution améliorée à la fois le long des axes x et y.Il faut bien noter que la tehnique d'illumination par interférene de trois fais-eaux foalisés [Haeberlé et Simon, 2006 ; Simon et Haeberlé, 2006℄ qui a été déritedans e hapitre présente un gain en résolution latéral tout à fait omparable àelle de l'illumination struturée linéaire qui néessite également une série d'aqui-sitions sous di�érentes onditions. D'autre part, la tehnique d'illumination stru-turée non-linéaire permet un gain en résolution enore plus important. L'avantageque présente es dernières tehniques, omparativement à l'illumination 3-faiseauxonfoale, tient au fait qu'il s'agit de tehniques en hamps large. il n'y a pas derejet de photons par le pinhole, e qui présente un intérêt ertain dans le as del'utilisation de �uorophores sensibles au phénomène de photoblanhiement.Cependant, si la tehnique 3-faiseaux onfoale que nous présentons peut s'avé-rer limitée vis-à-vis des phénomènes de photoblanhiement, elle présente l'avantaged'être ompatible ave les tehniques d'illumination bi-photon, impossible à mettreen ÷uvre dans le as de l'illumination struturée en raison de la puissane nées-saire pour induire l'e�et bi-photon. Notons également que dans la mirosopiebi-photon, il existe une perte de résolution latérale due au doublement de la lon-gueur d'onde d'illumination, qui n'est pas ompensé par l'élévation au arré de sonintensité de la RIO d'illumination. La méthode que nous avons présentée permet-trait de ompenser en partie ette perte de résolution latérale due à l'exitationbi-photon.L'idée qui onsiste à utiliser une interférene de faiseaux a�n de réer une illu-mination struturée a également été appliquée au as de la mirosopie TIRF, onparle alors de mirosopie SW-TIRF2 [Chung et oll., 2006℄. Ce montage onsisteà réer une illumination en faisant interférer deux faiseaux qui génèrent l'illumi-nation par ondes évanesentes struturée. La Figure 2.17 montre les RIO mesuréepour un mirosope TIRF lassique (a) et un mirosope SW-TIRF. Ce derniertype de mirosopie fourni une RIO étroite ave deux lobes latéraux qui présentent2SW-TIRF : Standing Wave-Total Internal Re�exion Fluoresene55



Fig. 2.17 � RIO mesurées pour un mirosope TIRF standard (a) et un mirosope SW-TIRFà une diretion. La largeur à mi-hauteur de la RIO en TIRF lassique a été mesurée à 272 nmontre 119 nm pour la RIO TIRF à illumination struturée [Chung et oll., 2006℄.

Fig. 2.18 � Images expérimetnales de �uorophores déposés sur une surfae. On voit sur (a) plan
x−y illumination STED, (b) le même spéimen imagé à travers un système onfoal lassique, ()présente une déonvolution de l'image (a). On peut noter que ertaines moléules sont présentesen (a) et non en (b) en raison du phénomène de photo-blanhiement. La tehnique permet unerédution d'un fateur 5 de la largeur à mi-hauteur de la RIO le long de l'axe x. Image extraitede [Westphal et oll., 2003℄.des aratéristiques assez similaires à la RIO onfoale 3-faiseaux que nous avonsétudiée dans e hapitre. L'équipe qui a mis en plae ette nouvelle méthode ad'ailleurs étendu son prinipe en réalisant deux enregistrements suessifs ave ro-tation de 90�du spéimen, les images étant alors simplement moyennées. Il seraitdon intéressant d'adapter les tehniques de déonvolution multi-noyaux à e typede mirosopie.Parmi les meilleurs résultats obtenus en terme de résolution, on trouve la miro-sopie STED, qui peut aussi utiliser une RIO d'illumination asymétrique résultantd'une illumination foalisée subissant une dépletion par un faiseaux STED pré-sentant une vallée de dépletion dans une diretion [Westphal et oll., 2003℄. Grâeà ette méthode, une résolution de l'ordre de 40 nm a pu être obtenue et améliorée56



à 28nm par déonvolution. Ce résultat n'est don possible que selon une dire-tion seulement. La Figure 2.18 présente des RIO mesurées pour (a) un mirosopeSTED, (b) un mirosope onfoal lassique, () le résultat d'un �ltrage linéairealulé au moyen d'une RIO isolée. On peut voir sur ette �gure qu'il existe bienune asymétrie de la RIO. Pour le as où il serait possible d'obtenir via ette teh-nique une série d'images pour di�érentes orientations de ette vallée de dépletion,la méthode de déonvolution multi-noyaux pourrait alors servir à reonstruire unspéimen 2-D ave la résolution obtenue en 1-D.La déonvolution multi-noyaux peut don être adaptée à tous es types de mi-rosopie permettant une amélioration de la résolution transversale. Cependant, larésolution longitudinale est quant à elle inhangée, e qui fait que ette tehnique nes'adapte qu'à des spéimens très peu épais. Toutefois, le mirosope onfoal, dansle as d'une utilisation ave des objetifs de forte ouverture numérique, présenteune résolution anisotrope. Dans le as où l'on pourrait faire l'aquisition d'unesérie d'images 3-D du spéimen sous di�érents angles (en plaçant, par exemple, lespéimen dans un miro-tube identique à elui utilisé dans [Kikuhi et oll., 1996℄,mais ii, en le faisant tourner au lieu d'utiliser un double système d'imagerie) uneextension de la déonvolution multi-noyaux à la 3-D permettrait de reonstruireune image 3-D présentant une résolution isotrope améliorée.Il existe une autre tehnique à laquelle la déonvolution multi-noyaux pourraitonvenir. Il s'agit de la mirosopie à axe d'imagerie multiple (MIAM3) [Swogeret oll., 2003℄. Dans les as les plus ourant, l'imagerie de spéimens de taille im-portante passe par l'utilisation d'objetif ayant une grande distane de travail.Cependant, dans e type de mirosopie, les images obtenues présentent une mau-vaise résolution le long de l'axe optique du fait que la RIO de tels objetifs présenteune importante élongation le long de et axe. Dans la tehnique MIAM, l'image estobtenue à travers un jeu de 4 objetifs plaés dans une on�guration tetraédriquedans le but d'obtenir des images du spéimen selon 4 diretions. Les 4 images 3-Drésultantes sont alors reombinées de sorte que le défaut de résolution le long del'axe optique d'un objetif soit ompensé par la meilleure résolution latérale des 3autres. Dans l'artile original [Swoger et oll., 2003℄, ette reonstrution onsistesimplement à sommer les images obtenues à travers haun des objetifs. Cettesituation représente en fait une extension 3-D de elle que nous avons envisagéeà travers l'illumination 3-faiseaux. Une extension, enore à réaliser, de la déon-volution multi-noyaux pourrait don apporter une solution intéressante pour letraitement des images obtenues via ette tehnique.3MIAM : Multiple Imaging Axis Mirosopy57



Fig. 2.19 � Appliation de l'illumination 3-faiseaux à la mirosopie 4Pi A. Le �gures pré-sentent les plans transversaux (a-d) et longitudinaux (e-h) de (a,e) : RIO onfoale lassique.(b-f) : RIO onfoale 4Pi A. (-g) RIO ave illumination 3 faiseaux et 4Pi A ombinée. (d-h) RIO3-faiseaux-4Pi A onfoale. (NA = 1, 2 exitation et détetion respetivement à λill = 400 nm,
λdet = 500 nm).La mirosopie à illumination par séletion de plan (SPIM4) [Huisken et oll.,2004℄ est une autre tehnique permettant d'imager de grand spéimen ave unehaute résolution. Dans ette tehnique, une grande série d'images du même spé-imen sous di�érents angles est aquise au moyen d'un support rotatif. Bien queette ette tehnique utilise des objetifs à longue distane de travail, la résolutionobtenue à la détetion est quasi isotrope grâe à un système d'illumination parséletion de plan obtenue au moyen d'une lentille ylindrique. Toutefois une légèreanisotropie peut subsister, en raison de la �nesse du plan illuminé ainsi que del'ouverture numérique de l'objetif. Pour ette tehnique également, l'utilisationd'une déonvolution multi-noyaux 3-D permettrait sans doute d'obtenir au �nalune résolution isotrope tout en réduisant le nombre d'images néessaires.D'autre part, l'utilisation d'une illumination par interférene de faiseaux foa-lisé peut théoriquement être ombinée ave le phénomène d'interférenes longitu-dinales observées dans un montage utilisant deux objetifs opposés frontalement,omme dans la mirosopie de type 4Pi de type A. Les Figures 2.19(a,e) et 2.19(b,f)montrent respetivement les plans transversaux et longitudinaux pour un miro-sope onfoal lassique et un mirosope de type 4Pi A. La Figure 2.19(,g)montre la RIO d'illumination d'un mirosope 4Pi A ombiné ave une illumi-nation 3-faiseaux et la Figure 2.19(d,h) la RIO onfoale orrespondant à un telmontage (Ces RIO ont été alulée pour un objetif à immersion à eau d'ouverture4SPIM : Seletive Plane Illumination Mirosopy58



numérique NA = 1.2 et une longueur d'onde d'illumination λill = 400 nm et unedétetion à λdet = 500 nm. L'observation de es �gures montrent que les lobeslatéraux sont plus atténués que les lobes longitudinaux. Cependant, une tehniquede �ltrage numérique éprouvée permet de supprimer es lobes longitudinaux [Hell,1997℄. Ces simulations montrent qu'il est don envisageable d'obtenir un gain si-multané le long des axes y et z. Une série d'aquisition multiples et une ombinaisonave une déonvolution multi-noyaux devrait alors permettre un gain en résolutionselon les trois dimensions. Notre tehnique étant don ompatible ave la miro-sopie 4Pi, on peut tout à fait envisager de l'utiliser dans les montages existant demirosopie 4Pi bi-photon. Cei permet alors à la fois de s'a�ranhir du problèmedes lobes longitudinaux, tout en minimisant la perte de résolution latérale.Dans e hapitre, nous avons étudié des méthodes numériques permettant d'amé-liorer la résolution d'un système onfoal 3-faiseaux de façon isotrope. La teh-nique de fusion par moyenne semble peu adaptée à e as. La tehnique de fu-sion FIF apporte déjà des améliorations sensibles. La tehnique de déonvolutionà noyaux multiples apporte une amélioration très notable. L'étude portait sur desRIO provenant d'un système d'illumination que nous avons proposé dans le pre-mier hapitre. Cependant nous avons également vu que de nombreuses tehniquesde mirosopie 2D ou 3D présentaient des RIO asymétriques et pourraient onsti-tuer d'autres appliations possibles aux méthodes numériques que nous avons étu-diées.
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Deuxième partieÉtude et mise en ÷uvre d'unmirosope tomogaphique optiquedi�ratif
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Chapitre 3Tomographie di�rative optique :rappels théoriquesDans le premier hapitre, nous avons présenté un ensemble de tehniques per-mettant d'améliorer la résolution en mirosopie de �uoresene. Parmi elles-i,une méthode originale utilisant une illumination struturée pour améliorer la réso-lution latérale a été proposée. Dans le deuxième hapitre, nous avons présenté desméthodes numériques de restauration des images simulées pour un tel système.Il existe toute une palette de tehniques permettant l'amélioration de la résolu-tion en mirosopie de �uoresene. D'autre part, les méthodes de déonvolutionont pour but de reonstruire le plus �dèlement possible les données de départ. Ilfaut noter que es deux approhes sont parallèles et omplémentaires. Les nouvellestehniques de mirosopie de �uoresene permettent d'améliorer la résolution tan-dis que les tehniques de déonvolution apportent enore un gain supplémentairesur la qualité des images obtenues.L'élément lef des tehniques de déonvolution que nous avons présentées est laonnaissane de la RIO (à l'exeption des tehniques dites aveugles ou myopes[Holmeset O'Connor, 2000 ; Holmes, 1992 ; MaCallum, 1990℄). Il existe deux voies pos-sibles pour y aéder. La première onsiste à prendre en ompte les aratéristiquesphysiques du système d'aquisition à travers des modèles de formation d'image.La deuxième se base sur une mesure de la RIO dans des onditions prohes deelles renontrées au ours de l'aquisition. Dans un as omme dans l'autre, denombreux paramètres doivent être pris en ompte : ouverture numérique de l'ob-jetif, longueur d'onde, propriétés optiques des milieux et interfaes séparant lespéimen de l'objetif (lamelle, milieu d'immersion). Cependant, le spéimen ob-servé est onsidéré omme optiquement homogène. On suppose alors que la RIOest invariante dans l'image. Il onvient de véri�er ette hypothèse.61



Fig. 3.1 � Images en mirosopie DIC (à gauhe) et de �uoresene (à droite) obtenues pourun marophage de type J774 marqué ave des billes de latex et de la F-atin2La Figure 3.1 présente deux images d'un même marophage. La première (surla gauhe) a été obtenue en mirosopie DIC 3, la deuxième ave un mirosope de�uoresene lassique. La mirosopie DIC est basée sur la réation d'un ontrastepar interférene en fontion des variations de phase que subit la lumière en tra-versant le spéimen. Cette variation de phase traduit la nature inhomogène duspéimen d'un point de vue optique. En revanhe, la mirosopie de �uoreseneest basée sur l'exitation d'une moléule dont on détete la lumière émise par �uo-resene. Dans e as, et partiulièrement lors de la mise en ÷uvre d'algorithmesde déonvolution, on onsidère en fait le spéimen omme homogène.

Fig. 3.2 � Coupe selon le plan x, z d'une image de ellules obtenue par rétro-di�usion. Lesellules sont plaées entre lame et lamelle. L'image de l'interfae supérieure est droite et lisse,elle de l'interfae inférieure ne l'est pas. Cei donne une indiation sur les propriétés optiquesdes ellules sur une profondeur importante. Image extraite de [Pawley, 2002℄.2soure : http://www.biologie.uni-rostok.de/tierphysiologie/Arbeitsgruppen/Motorenzyme/Researh/Latex-infetedJ774.jpg3DIC : Di�erential Interferene Contrast, mirosopie à ontraste de phase di�érentiel.62



La Figure 3.2 présente une oupe longitudinale d'une image 3D de ellules,obtenue par rétro-di�usion. Les ellules sont plaées entre lame et lamelle. L'imagede l'interfae entre le spéimen et la lamelle supérieure est droite et lisse, e quin'est pas le as pour l'interfae inférieure. Les déformations observées dans l'imagede la lame sont dues aux propriétés optiques des ellules.Fae au problème que représente les aberrations dues au spéimen, deux ap-prohes sont possibles.La première est inspirée de l'astronomie. Dans e domaine, la turbulene at-mosphérique qui dégrade l'image est ompensée par l'utilisation d'une optiqueadaptative. La orretion dynamique du front d'onde assure alors une stabilitéde l'image durant le temps de pose. Cette orretion est généralement e�etuée àl'aide d'un miroir déformable et est ontr�lée par un analyseur de front d'onde. Ilest alors néessaire d'utiliser un point de référene qui peut-être une étoile onnueou une étoile � arti�ielle � réée par un laser.En mirosopie, e genre de tehniques peut paraître plus faile à mettre en÷uvre étant donné la nature quasi-statique du spéimen vis-à-vis du temps depause. La di�ulté réside en fait dans l'absene d'une référene permettant deréaliser la orretion. Il a été proposé une méthode d'optique adaptative appliquéeau as du mirosope multi-photon [Marsh et oll., 2003℄. Dans e montage, leritère permettant le ontr�le est l'intensité mesurée sur le photomultipliateur.Il s'agit ependant d'une tehnique assez di�ile à mettre en ÷uvre. En e�et,dans la mirosopie onfoale par exemple, le faiseau d'illumination et la lumièredétetée subissent les aberrations à l'aller et au retour dans le spéimen. D'autrepart la boule de ontre-réation du système doit pouvoir onverger rapidementen raison du balayage néessaire à l'aquisition de l'image, ontrairement au asde l'astronomie.Une autre approhe possible onsiste à orriger numériquement les images. Ceinéessite d'avoir une distribution spatiale de la RIO au sein du spéimen, ainsiqu'un algorithme de déonvolution dit adaptatif qui prend en ompte la non-invariane de la RIO. Un tel algorithme a été mis au point au sein de notre labo-ratoire au ours des travaux de thèse de Collihio [Colihio, 2004℄. La prinipaledi�ulté de ette approhe tient à l'obtention de la distribution de RIO au seindu spéimen.Si la mesure direte de ette distribution parait tehniquement di�ile, il esttout à fait envisageable de la aluler en étendant les modèles ités préédemment,63



aux as de foalisation et de détetion dans des milieux inhomogènes [Haeberleet Simon, 2004℄. Il devient alors néessaire de mesurer la distribution des indiesoptiques au sein du spéimen. Connaissant les propriétés optiques du spéimen,on pourrait alors envisager une orretion numérique des images de �uoresene.En 1969, Wolf a établi, dans le adre de la première approximation de Born, unlien entre l'amplitude et la phase de l'onde di�usée par un objet semi-transparent etla distribution des indies optiques au sein de et objet [Wolf, 1969℄. Il propose alorsune tehnique d'imagerie en deux étapes. La première étape utilise l'holographiepour enregistrer à la fois en amplitude et en phase l'onde di�usée par le spéimen.La seonde onsiste à reonstruire par des méthodes numériques, la distributiond'indie optique dans l'objet en trois dimensions. Cette tehnique a été jusqu'àréemment peu explorée en raison du volume des aluls imposés par l'étape dereonstrution. Les progrès réalisés dans le domaine des apaités de alul desordinateurs permettent désormais de onrétiser es deux étapes. La seonde partiede notre étude portera don sur le adre théorique de ette méthode et sa miseen ÷uvre à travers un montage expérimental permettant de la oupler ave lamirosopie onfoale.3.1 Enregistrement de l'onde di�uséeLa première étape de la méthode proposée par [Wolf, 1969℄ pour imager desobjets semi-transparents onsiste don à enregistrer l'onde di�usée par l'objet àla fois en amplitude et en phase. Cei néessite la mise en oeuvre d'une tehniquepartiulière, dans la mesure où les apteurs existants ne sont sensibles qu'à desdistributions d'intensité, tout au moins dans le domaine optique.La tehnique permettant d'enregistrer une onde lumineuse à la fois en ampli-tude et en phase a été proposée en 1949 par [Gabor, 1949℄. Cette tehnique, toutd'abord appelée reonstrution de front d'onde, est aujourd'hui onnue sous le nomd'holographie. Le prinipe général onsiste à utiliser une onde de référene onnueinterférant ave l'onde di�usée que l'on herhe à enregistrer.La �gure 3.3 présente de façon shématique une on�guration simple d'enregis-trement d'image holographique. L'onde inidente uuui(rrr) illumine l'objet di�usant.L'onde di�usée par l'objet uuu(rrr) interfère ave une onde de référene uuur(rrr). Le motifd'interférene est enregistré en intensité au niveau du apteur et l'intensité s'érit
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PSfrag replaements uuui

uuu

uuur

objet

diffusant
capteurFig. 3.3 � Shéma de prinipe de l'holographiealors :

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

+uuu(x, y)uuu∗

r(x, y)︸ ︷︷ ︸ordre objet +uuu∗(x, y)uuur(x, y)︸ ︷︷ ︸ordre objet onjugué (3.1)L'expression 3.1 permet de distinguer 3 omposantes : un ordre 0 ou termequadratique, un ordre objet et un ordre objet onjugué. La tehnique permetbien d'obtenir un enregistrement dont l'intensité transrit l'amplitude de l'ondeobjet. Cependant, le lien n'est pas diret et il onvient de passer par une étapesupplémentaire pour remonter à l'information souhaitée.Dans une on�guration appelée holographie en ligne, on n'utilise pas d'onde deréférene séparée. C'est l'onde d'illumination qui sert de référene. Il faut alorsposer une ondition forte sur l'objet qui doit être faiblement di�usant. Dans eas, on pourra onsidérer que l'amplitude de l'onde di�usée est négligeable visà vis de l'onde d'illumination. C'est une tehnique robuste et rapide de mise en÷uvre mais dont les hamps d'appliations sont limités en raison des onditionsimposées sur la nature de l'objet. En optique, on préfère généralement utiliser uneonde de référene séparée.L'onde de référene peut-être onsidérée omme une porteuse modulant le signaltransmis par l'onde di�usée, le problème onsistant à retrouver l'amplitude om-plexe de l'onde objet se ramène alors à une démodulation. Une méthode ouranteonsiste à démoduler en réalisant un �ltrage spatial : 'est l'holographie hors-axe.Cette méthode permet d'enregistrer le front d'onde ave l'aquisition d'un seulhologramme. Cependant l'opération de �ltrage spatial limite le hamps utile.65



Une autre méthode, appelée holographie à déalage de phase onsiste à utiliserdes sauts de phase onnus suessifs de l'onde de référene ou de l'onde illumi-nant l'objet [Yamaguhi et Zhang, 1997℄. Une série de n hologrammes est ainsienregistrée. Pour n ≥ 3, il existe une ombinaison linéaire des éléments de la sériepermettant de retrouver l'amplitude omplexe de l'onde objet.Parmi les ombinaisons possibles des hologrammes d'une série, la plus direteen termes de alul est elle qui prend en ompte une série de 4 hologrammes.Cette solution implique un déphasage de π
2
entre haque hologramme. Le kièmehologramme a don subit un déphasage de (kπ
2

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

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

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

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

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

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

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

(I0 − I2) + (I3 − I1)

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

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



Que l'on utilise l'holographie à déalage de phase ou l'holographie hors-axe, laqualité de la restitution de uuu dépend de la onnaissane de uuur. Les onditionsexpérimentales entraînent la plupart du temps une erreur sur la onnaissane de
uuur. Cei entraîne don des erreurs dans le alul de uuu. Il existe ependant desméthodes numériques qui permettent de orriger le front d'onde �nal en prenanten ompte es erreurs [Charrière et oll., 2006a℄.La première étape de la méthode proposée par [Wolf, 1969℄ est don réalisée enmettant en oeuvre une tehnique d'holographie numérique à déalage de phase.L'étape suivante onsiste à reonstruire numériquement la fontion objet à partirde la solution trouvée pour uuu.3.2 Reonstrution de l'objet3.2.1 Equation de Helmoltz et première Approximation deBornConsidérons un objet illuminé par une onde plane monohromatique uuui(rrr) sepropageant selon le veteur kkki que nous érirons kkki = ksss0 ave k = 2π/λ et
sssO = (m0, p0, q0) a�n de se onformer aux notations de la référene [Wolf, 1969℄.L'expression de uuui est donnée par :

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

∇2uuu(rrr) + k
2n2(rrr)uuu(rrr) = 0 (3.8)où n(rrr) est la distribution selon rrr des indies omplexes. On onsidère que l'objetest plaé au sein d'un milieu d'indie n ≡ 1.Sahant que uuui(rrr) satisfait à l'équation :

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



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

2uuud(rrr) = − k
2(n2(rrr) − 1)︸ ︷︷ ︸

O(rrr)

uuu(rrr) (3.10)Où O(rrr) représente la distribution d'indies au sein de l'objet. Le problème quenous herhons à résoudre onsiste don à trouver la solution de l'équation (3.10)de sorte à retrouver O. Dans ette équation, on identi�era le terme de droite ommeune soure et le terme de gauhe omme le hamp résultant de la propagation deette soure.Il n'existe pas de méthode générale pour résoudre l'équation di�érentielle (3.10)pour uuud. Cependant, une solution peut être érite en utilisant la fontion deGreen [Morse et Feshbak, 1953℄
g(rrr|rrr′) =

1

4πR
.ejkR (3.11)où R = ‖rrr − rrr′‖. Notons bien que g(rrr|rrr′), est une solution partiulière de l'équa-tion (3.10) dans le as d'une inhomogénéité pontuelle δ(rrr − rrr′).Le terme de droite de l'équation (3.10), qui onstitue la soure, peut s'ériresous la forme d'une somme d'impulsions, 'est à dire une somme d'inhomogénéitéspontuelles :

O(rrr)uuu(rrr) =

∫∫∫
O(rrr′)uuu(rrr′δ(rrr − rrr′)d3rrr′ (3.12)Par onséquent, le hamp résultant de ette somme de soures s'érira omme laonvolution de la soure par la réponse impulsionnelle, g(rrr), soit :

uuud(rrr) =

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

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

∫∫∫
g(rrr|rrr′)O(rrr′)uuui(rrr

′)d3rrr′ +

∫∫∫
g(rrr|rrr′)O(rrr′)uuud(rrr

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



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

∫∫∫
O(rrr′)uuui(rrr

′)g(rrr|rrr′)d3rrr′ (3.15)Il faut maintenant déduire la distribution O.3.2.2 Reonstrution dans le domaine de FourierSi l'on érit la déomposition de l'onde sphérique g(rrr|rrr′) sur une base d'ondesplanes 2D, on obtient :
g(rrr|rrr′) =

jk

2π

∫∫ +∞

−∞

1

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

m =






(1 − (p2 + q2))(1/2) si p2 + q2 ≤ 1

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

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

∫∫
∞

−∞

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

A(p, q; p0, q0) = − ik

8π2m

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

k(p − p0),k(q − q0) et k(m − m0). 69



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

∫∫
∞

−∞

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

Ô(α, β, γ) =
iw

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

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

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

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

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

d (en bas à gauhe de la �gure).70
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kkkO = kkkd − kkki (3.28)les omposantes α, β et γ de l'objet dans le domaine de Fourier dériront alorsune demi-sphère de rayon k et de entre (−kpO,−kqO,−kmO). Autrement dit, lesomposantes α, β et γ dérivent la demi-sphère S±

O , image de S±

d par la translationde veteur −kkki.La Figure 3.5 illustre la reonstrution du support des omposantes objets selone proessus. On peut onstater sur ette �gure, que selon que l'on détete lesomposantes transmises ou ré�éhies de l'onde di�usée, les omposantes objetsreonstruites dériront des supports di�érents. Il est tout à fait possible de travailleren ré�exion. Par exemple, l'équipe de Giovaninni à l'Institut Fresnel de Marseille,a déjà mise en plae un montage expérimental de e type [Giovannini et oll.,2007 ; Haeberlé et oll., 2005℄. Cependant, en e qui nous onerne, nous nousintéresserons par la suite aux on�gurations en transmission.71



PSfrag replaements
kkkikkki

−kkki

−kkki

kkkxkkkx

kkkd

kkkd

kkkO

kkkO kkkzkkkz

(a) (b)Fig. 3.5 � Shémas en oupe 2D illustrant la relation vetorielle entre omposantes du hampdi�usé (en noir et en gras) et omposantes du support de fréquene objet (en gris et en gras),selon une détetion des omposantes ré�éhies (a) et transmises (b) de l'onde di�usée. Sur esshémas sont également présentés le veteur inident kkki en noir et en gras, un veteur d'ondedi�usé kkkd en pointillés et en noir et le veteur kkkO résultant en gris. Le veteur −kkki est présentéen tirets.En résumé, lorsqu'un objet O(x, y, z) est illuminé par une onde plane ohérentede veteur d'onde donné kkki, la transformée de Fourier 2D du hamp di�usé parl'objet pris dans un plan P : z = zc donne les valeurs de la transformée de Fourier3D Ô(α, β, γ) de l'objet sur une surfae dérivant, une demi-sphère S±

O de rayon ket de entre −kkki [Wolf, 1969 ; Dändliker et Weiss, 1970℄.3.2.3 kkk-veteurs et fréquenes spatialesRevenons sur la relation (3.28). Les termes de ette relation sont liés au domainedes fréquene spatiales par le rapport 1/2π sahant que |kkki| = |kkkd| = k = 2π/λ.On obtient la relation suivante dans l'espae réiproque :
fffO = fffd − fff i (3.29)où fff i = kkki/2π représente la fréquene spatiale de l'onde d'illumination, fffd = kkkd/2πla fréquene spatiale de l'onde di�usée et fffO = kkkO/2π la fréquene spatiale de lapermittivité de l'objet.Le lien de proportionnalité existant entre support des fréquenes spatiales etsupport des omposantes objets indique que le support des fréquenes spatiales del'objet se onstruit sur des supports sphériques de façon analogue.Il existe un lien entre dimensions du support de fréquene et résolution. Plus lesupport de fréquene sera étendu, meilleure sera la résolution. Sur la Figure 3.6 est72
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3.3.1 Rotation de l'objet sur lui mêmePSfrag replaements
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Fig. 3.7 � Shéma en oupe 2D selon le plan kkky,kkkz illustrant la rotation du support objet entransmission, induit par une rotation de l'objet d'un angle θ le long de l'axe y.Une première possibilité onsiste à faire tourner l'objet sur lui-même autour d'unaxe. En raison de la symétrie irulaire du support autour de l'axe z, la rotationde l'objet autour de et axe présente peu d'intérêt. En revanhe, une rotation del'objet autour d'un axe du plan transversal permet d'aéder à d'autres fréquenesomme indiqué sur la Figure 3.7.
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Fig. 3.8 � Shémas en oupe 2D donnant (en gris) l'ensemble des supports aessibles ΣOpour une rotation de l'objet autour de l'axe x et une détetion de la partie transmise de l'ondedi�usée. La oupe est représentée selon le plan kkkx,kkkz en (a) et selon le plan kkky,kkkz en (b). Sur(a) et (b) le erle en noir orrespond à la sphère d'Ewald.
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La Figure 3.8 montre les oupes selon les plans kkkx, kkkz et kkkx, kkky du support ΣOobtenu pour une rotation omplète de l'objet autour de l'axe y. Sur ette �gure,on onstate bien que le support objet est élargi. En revanhe, on peut noter laprésene d'un double �ne de fréquenes manquantes le long de l'axe de rotation
x.3.3.2 Rotation de l'ensemble illumination/déteteurIl est également possible de faire tourner en même temps l'illumination et ladétetion autour de l'objet, à l'instar de e qui se fait pour les sanners en imageriemédiale.Du point de vue du support de fréquenes alors aessibles, e as se ramène àelui ité préédemment et qui onsiste à faire tourner l'objet. On pourra tout demême noter que la mise en ÷uvre d'une telle tehnique dans le domaine de la mi-rosopie s'avère omplexe. En e�et le montage étant basé sur un interféromètre(ontrairement au as du sanner), on préférera maintenir l'ensemble illumina-tion/déteteur �xe.3.3.3 Variation de la longueur d'onde d'illuminationNous nous intéresserons maintenant à une modi�ation de la longueur d'onded'illumination, soit une variation de la norme du veteur d'onde k = |kkki|.Nous avons vu que les omposantes du hamp di�usé dérivaient une sphère S±

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

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

O dérite par les omposantes objet, ainsiqu'un déplaement de son entre.La Figure 3.9 donne les positions du support objet aessible en fontion dela longueur d'onde et à partir de la détetion du hamp di�usé transmis. Onpeut onstater que grâe à une variation de la longueur d'onde sur une plagereouvrant le domaine visible (approximé ii à des longueurs d'onde de 400 à
800 nm) il est possible d'aéder à des fréquenes objets supplémentaires mais defaçon limitée [Dändliker et Weiss, 1970℄.3.3.4 Balayage angulaire de l'illuminationNous avons onsidéré, jusqu'à présent, une illumination donnée ave une onded'illumination de diretion �xe vis à vis du plan de détetion. Modi�er la diretionde l'onde d'illumination tout en onservant l'objet et le plan P �xé aura pour e�et75
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Fig. 3.9 � Shéma 2D en oupe kkkx,y,kkkz illustrant l'e�et d'une variation de la longueur d'onded'illumination sur les omposantes objet aessibles à partir de la détetion du hamp di�usétransmis. (a) : Les omposantes du hamps di�usé sont représentées en noir et en gras, lesomposantes objet reonstruites en gris et en gras. (b) la surfae ΣO en gris représente la oupe2D du support obtenu pour une variation ontinue de la longueur d'onde d'illumination entre k0et 2k0. Le erle en (b) représente en oupe les dimensions de la sphère d'Ewald pour k = 2k0à titre de omparaison. Notons que les supports présentés sont irulaire-symètrique le long del'axe z.de modi�er la diretion du veteur kkki. Par onséquent, la sphère supportant lesomposantes objet S±

O verra sa position modi�ée [Dändliker et Weiss, 1970℄.La Figure 3.10(a) illustre le déplaement du support objet en transmission pourun hangement d'inidene de l'illumination. On onstate que e hangement d'in-idene permet de dérire de nouveaux supports, 'est à dire d'aéder à de nou-velles fréquenes.La Figure 3.10(b) donne l'ensemble des supports objet théoriquement aessiblepar une variation ontinue de l'inidene de l'onde d'illumination entre −π/2 et
π/2. On peut onstater que faire varier l'inidene de l'onde d'illumination permetd'agrandir de façon signi�ative le support objet, 'est à dire les fréquenes objet.On pourra noter que l'on voit des fréquenes longitudinales manquantes selonl'axe kz. On retrouve le � �ne manquant � dérit préédemment pour la FTO dumirosope en transmission.Ce montage présente l'intérêt de maintenir la détetion et le spéimen à uneposition �xe dans la mesure où e sont des éléments physiques di�iles à déplaerave une préision su�sante. Il semble en e�et plus approprié de faire varier l'illu-mination puisque, dans e as, la stabilité de l'interféromètre et du spéimen estassurée. 76
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NAobj de l'objetif, que nous avons présentée dans la première partie de e dou-ment.A ause de la limitation due à l'ouverture numérique de la détetion, les ompo-santes du hamp di�usé détetées ne orrespondent plus à une demi-sphère maisà une alotte de sphère omme dérit dans la Figure 3.11.S'il existe une ontrainte angulaire sur la détetion, il peut également en existerune en illumination (partiulièrement dans la on�guration ave inidene variable77
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Il faut bien noter que l'illumination étant ohérente et les oe�ients de Fouriermesurés en amplitude et en phase, les supports objets olletés selon les di�é-rentes méthodes présentées, s'additionnent de façon ohérente. Par onséquent,les supports totaux de fréquenes dé�nissent diretement à la bande passante dusystème. Cei est à omparer ave les tehniques utilisant une illumination et/ouune détetion inohérente, où l'addition des diverses ontributions se fait de fa-çon inohérente. Dans e as, il apparaît une atténuation dans la transmission deshautes fréquenes.Le support total obtenu donnant diretement la bande passante du système, il estdon possible d'évaluer sa résolution en fontion des paramètres de d'illuminationet de détetion.
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Fig. 3.13 � Shéma donnant une oupe 2D des dimensions du support total reueilli en trans-mission pour une illumination d'inidene variable, limitée àNA = 1, 4 (pour un objetif immergédans une huile d'indie n = 1, 515) et une détetion limitée par la même ontrainte angulaire.La Figure 3.13 donne les dimensions 2D du support total reueilli en transmissionpour une illumination d'inidene variable limitée à 68�et une détetion limitée parla même ontrainte angulaire, 'est à dire un objetif et un ondenseur d'ouverturenumérique NAobj = NAcond = 1, 4 immergés dans une huile d'indie n = 1, 515.Les dimensions se alulent alors omme suit :
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∆kx = 8πNA/λ

∆kz =
4π

λ
(1 −

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

∆µx = 4NA/λ

∆η =
2

λ
(1 −

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

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

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

rz = 676 nmDans e hapitre, nous avons étudié une méthode qui permet de reonstruire,sous la première approximation de Born, la distribution 3D des indies optiquesd'un spéimen à partir de l'enregistrement 2D du front d'onde di�usé par elui-ilorsqu'il est illuminé par une onde plane ohérente. Dans e type de reonstrution,les fréquenes spatiales de l'objet sont supportées par une alotte de sphère qui nepermet pas d'obtenir une résolution su�sante, partiulièrement le long de l'axeoptique.La mise en ÷uvre de tehniques de tomographie permettent alors d'élargir lesupport de fréquene et d'améliorer ainsi la résolution �nale. Nous avons étudiéles di�érentes propositions de telles on�gurations en transmission.On retiendra que la résolution d'un système de mirosopie optique tomogra-phique di�rative dépend de la on�guration hoisie et des paramètres du système :longueur d'onde, ouvertures numériques. Ces éléments sont don à prendre enompte dans la réalisation d'un montage expérimental.80



Nous allons maintenant présenter le montage expérimental que nous avons réa-lisé, basé sur la dernière tehnique de tomographie présentée, et qui permet deombiner ette tehnique de mirosopie ave la mirosopie onfoale de �uores-ene.
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Chapitre 4Constrution d'un mirosopetomographique optique di�ratifLes on�gurations théoriques que nous avons présentées dans le hapitre préé-dent ont toutes fait l'objet de mises en ÷uvre expérimentales. Le but de haquemontage est d'étendre le plus possible l'ensemble des supports objets détetés.Parmi les montages réalisés, un grand nombre utilise une méthode de reons-trution di�érente de elle que nous avons exposée, et qui se base sur une approxi-mation à l'ordre 0 du phénomène de di�ration.Le modèle que nous avons présenté se base sur la supposition que l'objet estfaiblement di�usant. Cei onstitue une approximation au premier ordre (approxi-mation de Born). Il est toutefois possible dans ertains as de faire une approxi-mation à l'ordre 0. Cei sous-entend que la phase enregistrée au travers du hampdi�usé est diretement proportionnelle à la longueur du trajet optique [Charrièreet oll., 2006b℄. En d'autres termes, la di�ration, au sens strit du terme, estonsidérée omme négligeable. L'enregistrement du front d'onde sert alors à ex-traire diretement une information de phase. La reonstrution est ensuite réaliséepar un algorithme de retro-projetion basé sur une transformée de Radon.Cette approximation est possible dans le as d'objets non di�ratants [Slaneyet oll., 1984℄ ainsi que dans le as d'une faible ouverture numérique à la détetion.En e�et plus l'ouverture numérique sera faible, plus la ourbure du support objetsera faible et pourra être approximée par un plan. On parlera alors de projetionplut�t que de di�usion, e qui revient à faire une approximation à l'ordre 0.Parmi les montages existants, l'une des solutions qui est le plus ourammenthoisie onsiste à faire tourner l'éhantillon [Woodford et oll., 1996 ; Charrière82



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



ment à la phase et non à l'absorption. La troisième et dernière méthode onsisteà remplaer l'holographie par déalage de phase par l'holographie hors-axe [Char-rière et oll., 2006b℄. Cette méthode, bien que plus simple de mise en ÷uvre, pré-sente l'inonvénient de limiter le hamp et la résolution transversale [Yamaguhiet Zhang, 1997℄.Parmi les montages existants, la réalisation la plus aboutie reste sans douteelle de [Lauer, 2002℄. Dans e montage le hamp di�usé transmis est déteté parholographie à déalage de phase, tandis qu'un balayage angulaire sur l'inidenede l'illumination est réalisé. Dans et artile [Lauer, 2002℄, il est également proposéune étude théorique d'un montage en ré�exion. Un tel montage est atuellementen ours de réalisation à l'institut Fresnel à Marseille [Giovannini et oll., 2007℄.Notons également que [Fukutake et Milster, 2007℄ ont aussi proposé un montageombinant une détetion à la fois en transmission et en ré�exion.4.1 Mirosope HolographiqueLa première étape de la réalisation de notre montage expérimental a tout d'abordonsisté à mettre en ÷uvre un mirosope holographique. Le prinipe d'un telmirosope onsiste à enregistrer, à travers un objetif de mirosope, le frontd'onde di�usé par un objet illuminé par une onde plane ohérente.La Figure 4.1 montre le shéma de prinipe d'un montage de mirosope holo-graphique. Une soure ohérente est divisée en deux bras : un bras d'illuminationet un bras de référene. L'onde d'illumination est foalisée dans le plan foal ar-rière d'un ondenseur, traverse le ondenseur et en ressort plane pour illuminerle spéimen. Une partie de ette onde d'illumination est alors di�usée. L'objetifollete à la fois les parties di�usées et non di�usées de l'onde issue de l'objet.La partie di�usée est renvoyée à l'in�ni par l'objetif puis foalisée par la lentillede Telan sur le déteteur pour y former une image, après avoir traversé le ubereombinateur. La partie non di�usée est foalisée par l'objetif dans le plan foalarrière de la lentille de Telan pour �nalement atteindre le déteteur omme uneonde plane. L'onde de référene est plane lorsqu'elle atteint le ube reombinateurpuis le déteteur et interfère ave les parties di�usée et non di�usée de l'onde objet.L'objetif �nal du montage expérimental que nous avons réalisé est de ombi-ner de la mirosopie de �uoresene onfoale et la mirosopie tomographiqueoptique di�rative (MTOD) sur un même appareil. Nous avons don hoisi deonstruire notre instrument sur un bâti de mirosope de �uoresene. Il faut no-ter ependant qu'un tel hoix présente ertaines ontraintes expérimentales.84
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Fig. 4.2 � Mirosope IX-71, prinipaux trajets optiques et entrées/sorties : 9 axes d'en-trée/sortie dont 3 ports d'entrées indépendants et 5 plans images direts aessible de façonalternative sur le �té gauhe, le �té droit, le fond et/ou l'arrière.
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A�n d'insérer un tel bâti dans le bras d'un interféromètre, il a fallu proéderà des adaptations. Tout d'abord, une nouvelle olonne d'illumination adaptablesur le bâti permettant de plaer des éléments optiques pour la mise en forme dufaiseau et apable de supporter le ondenseur a don été usinée.Une autre ontrainte est liée à la on�guration vertiale du bâti, alors que l'es-sentiel des autres parties de l'interféromètre est prévu pour être disposé horizonta-lement sur une table optique. A�n de failiter le transport de l'onde d'illumination,nous avons don opté pour l'utilisation de �bre optique dans les deux bras de l'in-terféromètre.Nous avons utilisé des �bres monomodes, de longueur 2 m, livées à plat et mon-tées sur des onneteurs standards type FC. Les �bres présentent une ouverturenumérique omprises entre 0, 1 et 0, 14 (données onstruteur) et une longueurd'onde de oupure de 550 ± 50 nm. Pour réaliser l'injetion, nous utilisons desobjetifs 5× qui présentent une ouverture numérique de 0, 1.Contrairement à [Lauer, 2002℄, nous avons hoisi d'enregistrer les hologrammesdans le plan image plut�t que dans le plan onjugué. Cei présente l'avantage defailiter les opérations de mise au point et limite le nombre d'images à aquérir.En e�et, dans son montage, Lauer doit doubler le nombre d'images à aquérir enraison de la forte dynamique qui existe dans le plan onjugué. Cependant, il existeune autre ontrainte qui tient à l'enombrement des éléments optiques autour dubâti. En e�et, l'onde objet en sortie de bâti est foalisée par la lentille de Telan àune distane de 102 mm du bâti. En raison de ette faible distane il n'est maté-riellement pas possible de plaer le apteur CCD dans le plan image de la lentillede Telan. C'est pourquoi nous avons dû utiliser un doublet de lentilles en on�-guration afoale a�n de gagner l'espae néessaire. On notera d'autre part que edoublet de lentille permet également d'adapter le grandissement du système. Cei,nous le verrons peut présenter un intérêt vis à vis du problème de l'éhantillonnage.La Figure 4.3 présente un shéma de notre dispositif expérimental de miroso-pie holographique. Un faiseau laser He-Ne est séparé en deux ondes par un ubeséparateur de faiseau. Les deux ondes sont injetées dans les �bres monomodes.En sortie de la �bre du bras d'illumination, les lentilles L1 et L2 foalisent l'ondedans le plan foal arrière du ondenseur. L'onde ressort plane du ondenseur pourilluminer l'éhantillon. Ce dernier di�rate une partie de l'onde d'illumination gé-nérant une onde di�usée. Les partie di�usée et non di�usée de l'onde d'illuminationsont olletées par l'objetif. En sortie d'objetif, une lentille de Telan (LT ) assure87
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rend très sensible aux vibrations et aux perturbations atmosphériques.A�n de résoudre le problème des vibrations, la table optique sur laquelle a étéréalisée le montage expérimental a été isolée du sol par un système pneumatique.Cei permet d'éviter la transmission de vibrations hautes fréquenes depuis le sol.La struture en nid d'abeille de la table optique assure le reste de l'isolation auxvibrations.D'autre part, a�n d'éviter les �ux d'air et les dép�ts de poussière sur les élémentsoptiques, une bâhe a été plaée au dessus du montage expérimental.4.1.2 Holographie à déalage de phase : alibration expéri-mentalePour enregistrer le front d'onde di�usé, nous avons reours à l'holographie àdéalage de phase.A�n de réaliser le déalage de phase de l'onde de référene, nous modi�ons lalongueur du hemin optique parouru. Pour ela, nous utilisons un miroir montésur un élément piezo-életrique dont nous ontr�lons l'extension au moyen d'ungénérateur de tension.L'élément piezo-életrique a pour dimensions 5× 5× 2 mm. Son extension pourune tension de 100 V est donnée par le fabriant à 2, 2 µm garanti à 20% près.Ce renseignement permet de donner un ordre de grandeur utile dans le hoix dumatériel, mais qui est insu�sament préis pour notre appliation. C'est pourquoinous devons réaliser un étalonnage de notre atuateur piezo-életrique.Nous avons hoisi d'utiliser une méthode à 4 sauts de phases suessifs. Outrele fait que ette méthode limite le nombre d'images à aquérir omparativementaux méthodes à 5 sauts, elle est faile de mise en ÷uvre et permet de alibrer insitu la réponse de l'élément piezo-életrique aux éhelons de tension. En e�et, sil'on observe les équations (3.3), on s'aperçoit que pour un saut de phase de π/2,on trouve l'égalité suivante :
I0 − I1 = I3 − I2 (4.1)On peut alors établir un ritère d'erreur ǫ sur le déphasage :

ǫ =
∑

pixels

[(I0 − I1) − (I3 − I2)]
2 (4.2)89



A�n de alibrer l'élément piezo-életrique, on alulera alors e ritère pour desséries de 4 hologrammes ave un saut de tension de ∆V entre haque hologramme,soit 4 onsignes de tension 0, ∆V, 2∆V, 3∆V . Le saut de tension ∆V adéquat pourun déphasage de π/2 étant elui qui minimise le ritère ǫ.
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La améra est reliée à un PC par un port analogique via une arte d'aquisitionNI-IMAQ, fournie par National Instrument.L'utilisation d'un apteur CCD pour l'enregistrement des hologrammes impliqueun éhantillonnage du signal. Il est don néessaire de s'assurer que et éhantillon-nage est orret.PSfrag replaements
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Fig. 4.5 � Géométrie du problème d'éhantillonnage. On a ajouté en sortie de bâti un doubletde lentille L5,L6. Le lien entre α et α′′ permet de aluler la plus petite modulation que devradéteter le apteur CCD.Dans notre montage, on enregistre une omposante plane uuu1 formant un angle
α ave l'axe optique, olletée par l'objetif, et traversant le doublet afoal L5,L6pour atteindre le apteur CCD ave un angle α′′ où elle doit interférer ave l'ondede référene plane uuu2 atteignant le apteur CCD ave une inidene nulle. LaFigure 4.5 dérit la géométrie du problème.Nous herhons tout d'abord à relier les angle α et α′′. La relation des sinusd'Abbe nous donne :

n sin α = G sin α′ (4.3)où n est l'indie du milieu d'immersion et G le grandissement fourni par l'ensembleobjetif/Telan. D'autre part, pour un rayon passant par le foyer objet de L5 on a :
f5 tanα′ = f6 tan α′′ (4.4)où f5 et f6 sont les distanes foales respetives des lentilles L5 et L6. Aux petitsangles on peut érire :

tan α′ = sin α′

tan α′′ = sin α′′91



Il vient alors :
sin α′ =

f6

f5

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

Gf6

f5

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

i =
λ

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

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

sin α′′

m =
NAf5

Gf6

(4.8)Pour réaliser un éhantillonage orret, il faut que :
i ≥ 2d (4.9)où d représente la plus grande distane entre deux pixels onséutifs sur la CCD(i.e. 2 pixels en diagonale). Si on remplae i par son expression en fontion de NAon obtient alors la ondition suivante :

λGf6

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

f5

f6
≤ λG

2dNA
(4.11)La Figure 4.6 montre la géométrie du apteur CCD. On onsidère des pixelsarrés de �té Tp. La plus grande distane entre deux pixels onséutifs est alors

d =
√

2Tp. Les pixels de notre CCD ayant des otés de 11 µm, pour une longueurd'onde de 633 nm, un objetif d'ouverture numérique 1.4 immergé dans une huiled'indie n = 1.515 et o�rant un grandissement de 100, la ondition sur le rapportde foales sera don :
f5/f6 ≤ 2, 9 (4.12)92
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2Tp.4.1.4 ReonstrutionNous venons de présenter un montage de mirosopie holographique à partir du-quel nous sommes apables d'enregistrer une série de quatre hologrammes. D'aprèsles éléments théoriques présentés dans le hapitre préédent, nous avons mis enplae un algorithme qui permet de reonstruire la distribution d'indie tridimen-sionnelle de l'objet observé.Les prinipales étapes de et algorithme sont reprises dans la Figure 4.7. A par-tir des 4 hologrammes mesurés, on alule la valeur du hamp di�usé dans le plande la CCD. On réalise ensuite une transformée de Fourier 2D pour obtenir lesomposantes 2D de e hamp. Le module de l'image omplexe alors obtenue faitapparaître un maximum qui orrespond à la partie non di�usée de l'onde d'illu-mination. Les oordonnées 2D de e maximum permettent de retrouver les troisomposantes du veteur d'illumination kkki grâe à la ondition d'élastiité. Cesomposantes donnent alors le entre de la sphère qui supporte les fréquenes spa-tiales de l'objet. Comme nous enregistrons l'onde di�usée en transmission, limitéepar l'ouverture numérique de l'objetif, le support de fréquene se limite à une a-lotte de sphère. Les omposantes 2D de l'onde di�usée sont don numériquementdisposées sur ette alotte de sphère. Une transformée de Fourier 3D inverse nousdonne �nalement une distribution 3D omplexe de la permittivité de l'objet.La Figure 4.8 montre un exemple de reonstrution tridimensionnelle d'un spé-imen illuminé par une seule onde plane ohérente en inidene oblique, selon laméthode dérite préédemment. Le spéimen est une frustule de diatomée (Co-inodus sp). On peut onstater sur la oupe x − y (Fig. 4.8(a)) que les bords duspéimen sont mal dé�nis et que des franges sont présentes. Cei est on�rmé surla Figure 4.8(b). En e�et, sur ette oupe x − z, on ne distingue que les frangesaratéristiques du phénomène de di�ration : la forme du spéimen n'est pas ré-solue. On notera de plus que es franges sont inlinées par rapport à l'axe z, equi traduit l'inlinaison de l'onde d'illumination.93
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D'autre part, nous avons utilisé un support méanique qui permet de faire varierl'inlinaison du miroirM (.f. Fig. 4.3). L'inlinaison du miroir permet de ontr�lerla position du point foal en sortie de L2 dans le plan foal arrière du ondenseur.Nous pouvons ainsi ontr�ler l'angle d'inidene de l'onde d'illumination en sortiedu ondenseur. Grâe au grandissement fourni par e dernier, une petite variationde l'inlinaison du miroir entraîne une grande variation de l'illumination au niveaude l'éhantillon. Typiquement, une variation de 5�de l'orientation du miroir de partet d'autre de la normale permet de ouvrir la totalité de l'ouverture numérique ensortie de ondenseur, soit un angle d'illumination de 68�pour une huile d'immersiond'indie n = 1, 515.A�n de remplir le support de fréquenes étendu, il est néessaire de faire un grandnombre d'aquisitions pour un grand nombre d'angles d'illumination ouvrant latotalité de l'ouverture numérique du ondenseur. C'est pourquoi, il a été néessaired'automatiser notre montage.L'automatisation du montage expérimental néessite de pouvoir ommanderl'inlinaison du miroir M, les éhelons de tensions appliqués à l'atuateur piezo-életrique ainsi que l'aquisition des images par le apteur CCD. Dans e but, lesupport méanique du miroir M a été équipé de deux moteurs pas à pas. Cesmoteurs sont ommandés par deux ontr�leurs, eux même reliés ave un PC parune liaison RS232. Le générateur de tension qui permet de ontr�ler l'élémentpiezo-életrique générant le déalage de phase a été relié au même PC par uneliaison GPIB. En�n, le apteur CCD est relié par une liaison analogique à unearte d'aquisition du PC.Il a ensuite fallu mettre en plae une interfae de ommande de es di�érentséléments selon leurs protooles respetifs. Pour ela, nous avons hoisi d'utiliserle logiiel Labview qui nous a permis de on�gurer rapidement les liaisons entrele PC et les éléments à ommander et de programmer une séquene d'aquisitionrépondant à nos besoins. La Figure 4.9 résume la struture de l'interfae d'auto-matisation ainsi que les protooles utilisés.Typiquement, la on�guration atuelle permet de réaliser l'aquisition pour 1000inidenes (soit 4000 hologrammes) en 40 mn. Le temps d'aquisition de 4 holo-grammes (une inidene) est de 500 ms tandis que les déplaement des moteursest de 3 s pour une longue ourse et de 1 s pour un déplaement entre deux po-sitions voisines. La durée totale d'aquisition est don fortement allongée par letemps de déplaement des moteurs pas-à-pas en raison du temps néessaire à leurstabilisation. 96
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Fig. 4.9 � Shéma illustrant l'automatisation du montage expérimental de tomographie
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La Figure 4.10 montre le montage expérimental dans son ensemble. La partieonfoale est positionnée sur le port de gauhe, tandis que le montage de tomogra-phie utilise la olonne d'illumination que nous avons reonstruite et le port arrière.Le montage atuel oupe une grande partie de la table optique. Une évolutionsera de le ondenser, pour failiter les réglages et sa robustesse.
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4.2.2 Reonstrution des donnéesLe montage tomographique nous permet d'aquérir un grand nombre d'holo-grammes de l'éhantillon obtenus pour un grand nombre d'inidenes de l'onded'illumination. L'étape suivante onsiste à reonstruire le support étendu des fré-quenes objet à partir de ette série d'hologrammes.La Figure 4.11 dérit l'algorithme de reonstrution. A partir des 4 hologrammesobtenus pour une inidene (a) on alule la valeur du hamp di�usé dans le plande la CCD (b). On réalise ensuite une transformée de Fourier 2D pour obtenirles omposantes 2D du hamp di�usé (). Le module de l'image omplexe alorsobtenue fait apparaître un maximum qui orrespond à la partie non di�usée del'onde d'illumination. Les oordonnées 2D de e maximum permettent de retrouverles trois omposantes du veteur d'illumination kkki grâe à la ondition d'élastiité(d). Ces omposantes donnent alors le entre de la alotte de sphère supportantles fréquenes de l'objet pour l'angle d'illumination onsidéré. Les omposantes2D de l'onde di�usée sont don numériquement disposées sur ette alotte desphère (e). Les étapes (a) à (e) sont répétées autant de fois qu'il y a d'anglesd'illumination. Les fréquenes objets sont alors aumulées dans un support defréquenes objet étendu (f). Au �nal une transformée de Fourier 3D inverse nousdonne une distribution 3D omplexe de la permittivité de l'objet (g).Deux remarques importantes doivent être faites au sujet de et algorithme.La première onerne les mouvements du miroir. Si dans le as d'une seule in-idene la phase de l'onde d'illumination ne pose pas de souis dans les étapes dereonstrution, il en va di�éremment dans le as d'une reonstrution de donnéestomographiques. En e�et, les mouvements méaniques du miroir M provoquentinévitablement un déphasage parasite pour haque angle de l'onde d'illumination.A�n d'assurer une reonstrution orrete, il est don impératif de orriger esdéphasages en normalisant l'amplitude omplexe du hamp di�usé. Pour ela àl'étape (d) on divise l'ensemble du hamp omplexe par sa valeur au niveau dumaximum d'intensité (qui orrespond à la partie non di�usée de l'onde d'illumi-nation).La deuxième remarque onerne l'aumulation des fréquenes objets dans lesupport étendu. Le remplissage du support implique que ertaines fréquenes sontobtenues de façon redondante. Contrairement à la mirosopie lassique en trans-mission, la tehnique d'imagerie et la struture séquentielle de la reonstrutionnous permettent ii de dénombrer les fréquenes redondantes et ainsi d'en alulerla moyenne.
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4.3 Résultats expérimentaux4.3.1 Comparaison du mirosope holographique ave la MTOD
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Fig. 4.12 � Images en MTOD de la partie imaginaire d'une frustule de diatomée (Coinodussp) pour une série de 1000 angles d'illumination ouvrant la totalité de l'ouverture numériquedu ondenseur (NA = 1.4 dans une huile d'indie n = 1.515). (a) montre la oupe le long duplan x− y et (b) le long du plan x− z de la partie imaginaire de l'image obtenue en mirosopieholographique, () et (d) les oupes orrespondantes en MTOD. La barre d'éhelle représente
4µm.La Figure 4.12 montre une omparaison des images d'une frustule de Coinodussp obtenues en mirosopie holographique (a,b) (f Fig. 4.8) et des images obtenuesen MTOD (,d) pour une série de 1000 angles d'illumination qui ouvrent la totalitéde l'ouverture numérique du ondenseur (NA = 1, 4 dans une huile d'immersiond'indie n = 1, 151). Si l'on ompare les oupes dans le plan x − y (a) et ()on peut noter une nette amélioration de la résolution dans le as de la MTOD.101



En e�et les bords de la frustule sont mieux dé�nis et les franges ont disparu.D'autre part on peut noter que la struture �ne du spéimen apparaît et on notela présene d'alvéoles. Dans la oupe (a) ette struture �ne apparaît sous formed'une granulosité ouvrant l'ensemble du spéimen. Dans le as de la oupe (),les alvéoles ne sont présentes que dans la partie supérieure du spéimen. En faitl'objet est légèrement inliné par rapport au hamp observé. Dans le as de laoupe (a) on voit les strutures présentes dans les di�érents plans. Dans la oupe() les alvéoles n'apparaissent pas au entre du spéimen parequ'elles se trouventdans un autre plan qui est disriminé. Cei est on�rmé dans les oupes selon leplan x−z (b,d). Si dans la oupe (b) on ne voit que des franges de di�ration, dansla oupe (d) la struture de l'objet apparaît. La MTOD ouplée à une tehniquede reonstrution adaptée permet don bien d'obtenir une image tridimensionnellede l'objet observé.

Fig. 4.13 � Planhe regroupant des images en module d'une frustule de diatomée (Coinodussp). Chaque image est une projetion en (x, y) du maximum d'intensité de l'image 3D. L'angle deprojetion entre haque image varie de 8�autour de l'axe y. La barre d'éhelle représente 10µmLa planhe de la Figure 4.13 donne une meilleure idée des apaités d'imagerie3D de notre système. La planhe représente une série d'images en module d'unefrustule de diatomée de la même espèe (Coinodus sp.). Chaque image représente102



une projetion du maximum d'intensité de l'image 3D sous di�érents angles. Entrehaque image, l'angle de projetion varie de 8�autour de l'axe y. On peut noter laprésene d'une deuxième diatomée en forme de bâtonnet qui apparaît sur la droitede la Coinodus sp dans la première image. Sa position qui varie dans la sériede projetion permet de se faire une meilleure idée de l'organisation du volumeobservé.4.3.2 Étude expérimentale de la résolutionDans le hapitre préédent nous avons mené une étude théorique de la résolu-tion d'un système MTOD basée sur un alul à partir des dimensions du supportde fréquene. Nous souhaitons maintenant savoir si notre système présente desapaités de résolution latérale en aord ave les résultats théoriques obtenus.Pour ela, nous avons étudié la réponse du système à un bord. La Figure 4.14montre une planhe résumant une telle étude menée sur les motifs d'une mire typeUSAF1. Cette mire a été réalisée par un dép�t d'or sur une lame de verre par uneméthode de photogravure. La Figure 4.14(a) résume l'étude de la résolution pourun système de mirosopie holographique, la Figure 4.14(b) pour notre systèmeMTOD. Les images représentent des oupes x − y de la partie réelle des résultatsde la reonstrution. Les ourbes représentent les pro�ls orrespondants obtenusle long de la ligne représentée en tirets blan. Pour haque ourbe, une partieorrespondant à une transition de bord a été agrandie. La résolution expérimentalepeut-être évaluée selon deux ritères. Le premier ritère onsiste à dénombrer lespixels séparant les minimums et les maximums de la zone de transition (ritère leplus défavorable). Il est également possible d'évaluer les niveaux moyens de partet d'autre du bord (représentés en pointillés sur les parties agrandies des ourbes)et de dénombrer le nombre de pixels séparant es deux niveaux dans la zone detransition (ritère le plus favorable).Selon le ritère pi à pi, on trouve 6 pixels dans le as du mirosope holo-graphique et 3 pixels dans le as MTOD. Pour une taille de pixel de 110 nm onobtient une transition en 660 nm pour le mirosope holographique et en 330 nmpour le MTOD. Selon le ritère des niveaux moyens, on trouve 4 pixels dans leas du mirosope holographique, soit une transition en 440 nm, et 1 pixel pourle MTOD, soit une transition en 110 nm.En théorie, la résolution latérale d'un système MTOD dans les mêmes onditions(ondenseur et objetif d'ouverture numérique NA = 1, 4 immergés dans une huile1Aimablement fournie par le Dr Rodolphe Ja�ol de l'Institut Jaques Delaunay de l'Universitéde Tehnologie de Troyes 103
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d'indie n = 1, 151 et longueur d'onde d'illumination λ = 633 nm) a été aluléedans le hapitre préédent à :
rx,y = 113 nm (4.13)On peut noter que selon le ritère pi à pi, notre système fourni une résolutionmoins bonne que e qui est théoriquement prévu, tandis qu'elle est omparableselon le ritère des niveaux moyens. La résolution expérimentale réelle se trouveertainement entre es deux valeurs. Ce que l'on peut retenir, 'est que le fait deréaliser une tomographie permet d'améliorer la résolution latérale par rapport àla mirosopie holographique. Dans la mesure où le support de fréquene voit sesdimensions latérales doubler selon que l'on utilise la mirosopie holographique oula MTOD, la résolution devrait, en théorie, être améliorée d'un fateur 2 selon quel'on utilise l'une ou l'autre tehnique. Les mesures réalisées montre e�etivementune amélioration dans des proportions omparables.Notons en�n que l'objet utilisé dans ette étude présente des propriétés optiquespartiulières dans la mesure où il est métallique et présente des bords frans. Il estdon possible de s'interroger sur le fait qu'il remplisse les onditions de la premièreapproximation de Born.4.3.3 Observation expérimentale de l'indie omplexeDans le hapitre préédent, nous avons également vu que les images reonstruitesselon la méthode présentée par [Wolf, 1969℄ orrespondaient à la permittivité del'objet, 'est à dire à la distribution tridimensionnelle des indies optiques au seindu spéimen. Nous venons de montrer que les images que nous obtenions o�raientune résolution su�sante pour permettre une imagerie tridimensionnelle. Il onvientmaintenant de s'interroger sur la apaité de notre système à traduire les variationsde la permittivité au sein du spéimen.La Figure 4.15 montre une planhe d'images obtenues sur des objets absorbantsou déphasants. Les images (a) et (b) montrent respetivement des oupes trans-versales des parties réelles et imaginaires de la reonstrution de graduations d'unmiromètre objetif. Ces graduations onsistent en un dép�t de peinture que nousonsidérons totalement absorbante. Les images () et (d) montrent respetivementles même oupes pour la reonstrution d'un éhantillon onstitué de deux po-lymères de même épaisseur plaés �te à �te2 et dont l'indie de réfration estdi�érent. Le polymère de gauhe présente un indie de réfration n1 = 1, 48, elui2Cet éhantillon a été aimablement préparé par le Dr Lavinia Balan du Département dePhotohimie Générale de l'Eole Nationale Supérieure de Chimie de Mulhouse105
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de droite un indie de n2 = 1, 54. Les ourbes présentent le pro�l de niveaux degris le long de la ligne repérée en tirets blans sur les images.Dans le as du miromètre objetif, les graduations entraînent une variationsigni�ative des niveaux de gris dans la partie réelle, tandis que ette variation estquasiment nulle dans la partie imaginaire. Dans le as des polymères, la variationd'indie de réfration se traduit par une variation signi�ative du ontraste de lapartie imaginaire tandis que la partie réelle ne présente auun ontraste.L'étude de es images et de es pro�ls montrent qu'une variation de l'absorp-tion se traduit par une variation des niveaux de gris dans la partie réelle alorsqu'une variation de l'indie de réfration se traduit par une variation dans la par-tie imaginaire. Cei est onforme au adre théorique que nous avons exposé dansle hapitre préédent. On peut don espérer qu'une alibration du système per-mettrait de quanti�er les données en absorption et en réfration. De telles mesuresprésenteraient l'avantage d'obtenir une information sur les propriétés physiques duspéimen observé, autres que elles onernant sa morphologie. Il faut ependantêtre prudent dans la mesure où tous les spéimens peuvent ne pas onvenir pour etype de mesure. [Slaney et oll., 1984℄ a présenté une étude théorique qui montrequ'au delà de ertaines dimensions ou de ertaines variations d'indie, la premièreapproximation de Born est mise quantitativement en défaut.La Figure 4.16 présente les oupes transversales de la partie réelle (a) et imagi-naire (b) d'une image de ellules d'un épithélium bual. On peut onstater sur lesagrandissements (1) et (2) de la zone autour du noyau que selon que l'on observel'absorption ou la réfration, ertaines strutures sont présentes ou non.
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4.3.4 Couplage ave la mirosopie onfoaleUn des objetifs �xés au début de e travail était de oupler la mirosopietomographique optique di�rative ave la mirosopie onfoale. Notre montageexpérimental a été onçu en fontion de et objetif.
PSfrag replaements

(a) (b) ()
(d) (e) (f)xxx

x x x

y y y

zzz

MTOD : partie réelle MTOD : partie imaginaire Mirosope onfoal

Fig. 4.17 � Combinaison MTOD/Mirosopie onfoale, images en oupe x − y et x − z d'ungrain de pollen de pere-neige. (a,) partie réelle en MTOD, (b,d) partie imaginaire, (,e) imageen mirosopie onfoale en auto�uoresene. Les barres d'éhelle représentent 4µmLa Figure 4.17 présente les oupes transversales (a-) et longitudinales (d-f)des images d'un grain de pollen de pere-neige obtenues en MTOD (a,b),(d,e)et en mirosopie onfoale par auto�uoresene (),(f). Les oupes (a) et (d)présentent la partie réelle de l'image obtenue en MTOD, tandis que les oupes(b) et (e) représentent la partie imaginaire. Il est lairement visible sur les oupes(d-f) que la résolution longitudinale obtenue en MTOD est moins bonne que elledes images en mirosopie onfoale. Cei s'explique par le fait que le support defréquenes transmis par notre système présente un �ne manquant aratéristiquedes mirosopes en transmission, e qui n'est pas le as du mirosope onfoal.109



Les images obtenues par ouplage des deux tehniques de mirosopie n'ont pasenore fait l'objet d'une analyse poussée. Nous espérons ependant pouvoir mettreen évidene l'apport d'information qu'apporte le fait d'utiliser deux tehniques demirosopie.4.4 Perspetives d'évolutionNous venons de présenter la réalisation d'un système de MTOD qui o�re des a-paités d'imagerie tridimensionnelle à partir de la permittivité d'objets faiblementdi�usants. Plusieurs pistes d'améliorations ou d'évolutions de e système peuventêtre envisagées.Un des intérêts essentiel du système de mirosopie que nous présentons est saapaité à fournir une information sur la distribution d'indie. Une étape impor-tante serait don de réaliser une alibration préise. Pour ela, il est néessaire dedisposer de spéimens présentant des variations d'indie onnus. Une ollaborationave le département de Photohimie Générale de l'Eole Nationale Supérieure deChimie de Mulhouse est en ours.Une limite importante que nous avons notée est la lenteur de l'aquisition qui lerend sensible aux problèmes de variations de l'environnement ou du spéimen dansle temps. Nous avons vu que ette durée d'aquisition dépendait essentiellementdu temps que mettent les moteurs pas à pas pour réaliser le balayage angulaire.Une première piste d'amélioration serait don de passer à un système de balayageplus rapide en utilisant par exemple un balayage ontinu réalisé par un systèmegalvanomètrique [Choi et oll., 2007℄.A�n d'améliorer la vitesse d'aquisition il est également envisageable d'extrairele front d'onde di�usé plus rapidement. Pour ela plusieurs pistes sont possibles.Une première solution serait de disposer d'une améra rapide. Une autre onsis-terait à remplaer l'holographie à sauts de phase par l'holographie hors-axe, equi réduirait le nombre d'hologrammes à aquérir. Nous avions ependant éartéette tehnique au départ parequ'elle exigeait un hamp de détetion plus im-portant. Une autre piste onsisterait à utiliser un système aousto-optique pourréaliser le déphasage de l'onde de référene [Choi et oll., 2007℄ e qui permettraitd'aquérir plus rapidement les di�érents hologrammes néessaires à l'holographie àsauts de phase. En�n, la dernière solution onsisterait à enregistrer simultanémentles 4 hologrammes en utilisant un système omparable à elui présenté dans laréférene [Dunsby et oll., 2003℄ 110



En MTOD, la résolution longitudinale, bien qu'améliorée par rapport à elled'un mirosope holographique, est limitée en raison d'un �ne de fréquenes man-quantes le long de l'axe optique. Cette résolution longitudinale peut-être amélio-rée en détetant la partie ré�éhie de l'onde di�usée en plus de la partie trans-mise [Lauer, 2002 ; Fukutake et Milster, 2007℄. Pour ela, il serait néessaire deonevoir un nouveau système qui utiliserait deux objetifs opposés frontalement.L'illumination pourrait être alors réalisée à travers l'un des objetif ave une ou-verture numérique omparable à elle du ondenseur, les parties transmises etré�éhies de l'onde di�usée étant détetées à travers les deux objetifs. Notonsqu'un tel système a été réemment présenté, sans avoir enore fait l'objet d'uneréalisation aboutie [Fukutake et Milster, 2007℄.Dans e hapitre, nous avons présenté une première réalisation de mirosopeholographique dont nous avons vu qu'elle présentait un intérêt limité en raison deson manque de résolution longitudinale.Nous avons par la suite présenté le montage tomographique que nous avonsréalisé. Ce montage permet d'étendre le support de fréquenes objet obtenu parrapport au mirosope holographique et permet don de réaliser une imagerie tri-dimensionnelle.Les résultats expérimentaux que nous avons présentés nous ont permis d'évaluerles apaités de notre système tant en terme de résolution que de réponse auxvariations d'indies optiques.Nous avons également présenté des résultats réents qui montrent la apaitéde notre système à réaliser sur un même spéimen l'imagerie en MTOD et enmirosopie onfoale.En�n, nous avons proposé des possibilités d'améliorations de notre montage ex-périmental ainsi que des perspetives onernant les évolutions possibles de ettetehnique de mirosopie.
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ConlusionLa mirosopie de �uoresene est devenue un outil de hoix dans l'observationdu vivant. L'utilisation de marqueurs spéi�ques permet en e�et d'étudier isolé-ment ertaines strutures et fontions ellulaires. Grâe à la mirosopie onfoaleen partiulier, il est également possible d'obtenir des images tridimensionnelles.Cependant, nous avons pu onstater que la résolution o�erte demeurait limitée.Dans e manusrit, nous avons présenté une première possibilité d'améliorationde ette résolution qui porterait sur l'utilisation d'objetifs à forte ouverture nu-mérique et une préparation partiulière du spéimen.Puis, nous avons brièvement rappelé les dernières tehniques d'amélioration dela résolution qui utilisent une illumination struturée obtenue par le phénomèned'interférene à l'exitation du spéimen.Nous avons alors proposé deux nouvelles tehniques d'illumination struturéevisant à améliorer la résolution latérale uniquement. La première onsiste à utiliserune lame de phase, la deuxième une illumination à trois faiseaux mettant enjeu des interférenes latérales. Les résultats obtenus montrent qu'il est possibled'obtenir un gain sensible le long d'un axe du plan transversal.L'amélioration de la résolution passe aussi par des traitements numériques et enpartiulier la déonvolution.Nous avons don étudié des méthodes numériques permettant d'améliorer defaçon isotrope la résolution du système onfoal 3-faiseaux que nous avons pro-posé. La tehnique de fusion par moyenne nous est apparue peu adaptée à e as.La tehnique de fusion dans le domaine de Fourier étudiée apporte déjà des amé-liorations sensibles. La tehnique de déonvolution à noyaux multiples apporte uneamélioration signi�ative tant du point de vue de la résolution que de la robustesseau bruit et qu'au hoix des paramètres utilisés.Nous avons également pu noter que de nombreuses tehniques de mirosopie2D ou 3D présentaient des réponses impulsionnelles asymétriques et pourraientdon onstituer d'autres appliations possibles des méthodes numériques que nousavons proposées. 112



Nous avons ensuite évoqué le r�le du spéimen dans le proessus de formationd'image et noté que son r�le n'était pas neutre. Nous avons don étudié une teh-nique dite de mirosopie holographique. Cette tehnique se déompose en deuxétapes. La première onsiste à enregistrer l'onde di�usée par le spéimen à la fois enamplitude et en phase. La seonde dite de reonstrution et e�etuée numérique-ment dans le adre de la première approximation de Born, donne la distribution 3Ddes indies optiques du spéimen. Mais, la résolution obtenue n'est pas su�santepour extraire une distribution d'indie tridimensionnelle.Nous avons don étudié, d'un point de vue théorique, ertaines tehniques detomographie qui permettent d'élargir le support de fréquenes et d'améliorer ainsila résolution �nale. Nous avons étudié les di�érentes propositions de telles on�-gurations en transmission.Ensuite, nous avons dans un premier temps, présenté une réalisation de miro-sope holographique dont nous avons vu qu'elle présentait un intérêt limité, puisle montage tomographique en transmission que nous avons onstruit.Ce montage permet d'étendre le support de fréquenes objet obtenu par rapportau mirosope holographique et permet don d'obtenir réellement une imagerie tri-dimensionnelle.Les résultats expérimentaux que nous avons présentés nous ont permis d'éva-luer les apaités de notre système en terme de résolution. Celle-i a été évaluéeexpérimentalement à partir d'une réponse à un bord. Nous avons également mon-tré que notre système était apable de mesurer des variations d'indies optiquesomme prévu par la théorie. En�n, nous avons ouplé notre MTOD ave une têteonfoale. Nous sommes don maintenant en mesure de faire les deux types d'ima-gerie sur le même spéimen. Ce résultat ouvre la voie à une mise en ÷uvre destehniques de déonvolution adaptative étudiée au laboratoire (thèse B. Colihio,2004 ; thèse E. Maalouf, en ours).Les travaux présentés dans e manusrit devraient onnaître plusieurs dévelop-pements. Tout d'abord nous envisageons de mettre en ÷uvre et de valider ex-périmentalement les tehniques d'illuminations struurées proposées ainsi que lesméthodes de reonstrution envisagées.Notre montage expérimental de mirosopie tomographique optique di�rativedevra être alibré en indie. Améliorer la vitesse d'aquisition sera un point ruial.Nous avons pour ela envisagé l'utilisation de on�gurations optiques autre quel'holographie à déalage de phase.En�n, notre mirosope fourni aux biologistes une information jusqu'alors nondisponible : la distribution d'indie au sein du spéimen. Nous pensons que ette113



information supplémentaire pourrait o�rir des opportunités nouvelles dans l'étudedes spéimens biologiques.
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RésuméMots lés : mirosopie de �uoresene, mirosopie holographique,mirosopie tomographique optique di�rative, synthèse d'ouverture,déonvolution, traitement d'image.Le travail de ette thèse porte sur l'amélioration des tehniques de mirosopiesoptiques 2D et 3D.Dans une première partie des travaux, j'ai proposé une tehnique d'illuminationstruturée foalisée et des traitements numériques spéi�ques permettant un gainde la résolution latérale d'un fateur deux en mirosopie onfoale de �uoresene.La deuxième partie des travaux a onsisté à réaliser un montage expérimen-tal de mirosopie tomographique optique di�rative qui permet, après une étapede reonstrution numérique, l'imagerie de spéimen transparents en trois dimen-sions. La aratérisation du montage expérimental a montré que ette tehniquepermettait d'obtenir une information jusqu'alors inaessible : la artographie desindies optiques au sein du spéimen observé. En outre un gain en résolution visà vis des tehniques de mirosopie plus lassiques a été obtenu.AbstratKeywords : �uoresene mirosopy, holographi mirosopy, di�ra-tive optial tomographi mirosopy, syntheti aperture, deonvolution,image proessing.This work onerns the improvement of 2D and 3D optial mirosopy teh-niques.In a �rst part, I propose a foused strutured illumination tehnique withspei� numerial proessing allowing an improvement of a fator two of the lateralresolution in onfoal �uoresene mirosopy.The seond part of work onsisted in arrying an experimental di�rative op-tial tomographi mirosopy set-up. This one allows, after a stage of numerialproessing of the images, to image 3D transparent speimens. The harateri-zation of the experimental set-up showed that this tehnique allowed to obtaininformation not aessible before : the artography of the optial indies withinthe speimen observed. Moreover an improvement of the resolution with respetto the more traditional tehniques of mirosopy was obtained.
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