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Thématique

Le microscope optique, en offrant des possibilités d'observation à l'échelle du 
micromètre,  a  suscité  et  suscite  un  vif  intérêt.  En  biologie,  l'utilisation  de  la 
microscopie  de  fluorescence  permet  le  marquage  de  structures  et  de  fonctions 
cellulaires spécifiques. Ces possibilités d'imagerie sont étendues grâce à la technique 
des  coupes  optiques  sériées  qui  permet,  après  une  reconstruction  numérique, 
d'obtenir des images tridimensionnelles du spécimen.

Cependant,  ces  possibilités  sont  limitées  par  le  pouvoir  de  résolution  de 
l'instrument qui se comporte comme un filtre passe-bas. Il  existe deux voies pour 
remédier  à  ce  problème.  La  première  consiste  à  agir  du  point  de  vue  de 
l'instrumentation.  On  modifie  ainsi  le  microscope  et  le  processus  de  formation 
d'image. Une autre voie consiste à restaurer les images par un traitement numérique 
consistant à inverser ce processus par des algorithmes de déconvolution.

Le  laboratoire  MIPS  de  l'université  de  Haute-Alsace  travaille  sur  la 
modélisation  et  la  caractérisation  instrumentale  ainsi  que  sur  les  méthodes  de 
déconvolution en microscopie de fluorescence depuis près de quinze ans.

Mes travaux s'inscrivent dans cette thématique en suivant ces deux approches.

Travaux de DEA :
Modèles de formation d'image et Microscopie Tomographique Optique Diffractive

Les  images  tridimensionnelles  acquises  en  microscopie  de  fluorescence 
nécessitent  d'être  déconvoluées  pour  être  exploitées  au  mieux.  La  déconvolution 
nécessite cependant de connaître la réponse impulsionnelle optique de l'instrument. 
Celle-ci  peut-être  calculée  à  l'aide  de  modèle  prenant  en  compte  les  paramètres 
physiques  du  système.  Néanmoins,  ces  modèles  ne  tiennent  pas  compte  des 
propriétés optiques du spécimen observé.

Mon travail a tout d'abord consisté à adapter les modèles de formation d'image 
à  quelques  cas  particuliers.  On  sait  que  le  spécimen  présente  une  distribution 
d'indice non homogène. Partant de ce constat, j'ai proposé une extension du modèle 
de formation d'image pour les milieux stratifiés simplifié aux cas biologiques pour un 
milieu à  n interfaces qui tient compte de la variation d'indice au sein du spécimen. 
Nous avons ensuite considéré le cas d'un milieu présentant une interface courbe. 
Ceci devrait permettre d'étendre le modèle de formation d'image à un milieu non-
homogène. La mise en oeuvre d'un tel modèle nécessite d'avoir accès à la distribution 
d'indice optiques au sein du spécimen.
Par conséquent, j'ai travaillé à l'étude d'un montage de microscopie tomographique 
optique diffractive qui permet de collecter cette distribution d'indices. Ces travaux se 
sont poursuivit durant ma thèse.



Travaux de Thèse:
Propositions de configurations instrumentales, méthodes numériques associées

Microscopie Tomographique Optique Diffractive

Une première partie de mes travaux concerne l'amélioration de la résolution en 
microscopie  de  fluorescence  à  travers  des  propositions  de  configurations 
instrumentales permettant d'améliorer la résolution latérale. Ces propositions ont pu 
être évaluées et simulées au moyen des modèles de formation d'images développés 
au laboratoire. Les méthodes de restauration numériques que j'ai mises en oeuvre de 
façon adaptée aux montages proposés, prolonge les travaux réalisés dans l'équipe sur 
la déconvolution.

La deuxième partie de mes travaux part du constat que la non-homogénéité 
des propriétés optiques du spécimen sont négligées dans le processus de formation 
d'image en fluorescence et dans les algorithmes de déconvolution. Or l'utilisation sur 
les mêmes spécimens de techniques d'imagerie telle que la microscopie à contraste 
de phase montre que ceux-ci ne sont pas homogènes. Il en résulte que la réponse 
impulsionnelle varie en fonction du la zone d'observation au sein du spécimen.

Des algorithmes de déconvolution élaborés  au laboratoire  sont  capables  de 
prendre en compte la non-invariance de la réponse impulsionnelle. Pour fonctionner, 
ces algorithmes nécessitent d'avoir accès aux propriétés optiques du spécimen. C'est 
pourquoi  le  laboratoire  a  décidé  de  réaliser  un  montage  de  microscopie 
tomographique optique diffractive qui permet de mesurer la distribution d'indices 
optiques au sein du spécimen. Mon travail  a alors consisté à réaliser ce montage 
expérimental.

Dans la  pratique,  le spécimen observé est successivement illuminé par une 
série d'ondes planes cohérentes dont on fait varier l'angle d'incidence. Pour chacune 
de ces incidences, l'onde diffractée par le spécimen est collectée par l’objectif  du 
microscope  puis  est  enregistrée  dans  l'espace  de  Fourrier  au  moyen  d'un 
interféromètre  à  décalage  de  phase  et  d'un  capteur  CCD.  Les  enregistrements 
successifs  permettent  de  reconstruire  un  spectre  étendu des  fréquences  par  une 
technique analogue à la synthèse d'ouverture radar. A partir  de ce support, il  est 
possible de procéder à la reconstruction d'une image tridimensionnelle de l’objet.

Les  résultats  expérimentaux  obtenus  ont  permis  de  mettre  en  évidence  la 
capacité de ce montage à imager la distribution tridimensionnelle d'indices optiques 
complexes au sein du spécimen, ainsi que le gain en résolution obtenu vis à vis des 
techniques  de  microscopie  holographique  plus  classiques.  Enfin,  le  couplage  de 
l'instrument avec la microscopie de fluorescence confocale m'a permis de montrer 
que les informations obtenues via les deux techniques d'imagerie étaient différentes 
et complémentaires.
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