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Introduction générale

L’élément central de ce travail de thése est un continuum de lumiere couvrant les domaines
visible et infra-rouge, généré par I’association d’un laser femtoseconde et d’une fibre mi-
crostructurée.

Ce "continuum de lumiere", appelé parfois "laser blanc" suscite de nombreux questionnements :
quels sont les phénomenes a 1’origine de cet extraordinaire élargissement spectral ? Quelles sont
les atouts de cette source au regard d’une lampe blanche usuelle ? Quelles sont ses applications
potentielles ? En effet, la plupart des travaux en Optique des 40 dernieres années découlent de
I’invention du laser, source monochromatique par excellence, dont les immenses champs d’ap-
plications ne sont plus a démontrer. Que ce soit pour 1’étude des atomes, des molécules, des
tissus, de la non-linéarité des matériaux..., pour de la chirurgie, de la photothérapie ou encore
de la découpe industrielle, le laser a trés vite trouvé une place de choix dans tous les domaines
propres ou connexes a la physique.

Comparées aux lasers, les autres sources de lumiere a spectres de raies ou a spectre continu n’ont
pas connu quant a elles, de telles perspectives d’applications : elles présentent une cohérence ré-
duite et n’émettent qu’un flux de photons restreint. Historiquement, ce sont pourtant elles qui ont
servi de support a la détermination de la nature méme de la lumiere. En effet, c’est tout d’abord
I’observation du spectre solaire puis de ceux de lampes a vapeur, qui ont conduit a I’émergence
des théories du corps noir et de la quantification des états d’énergie atomiques. Ce sont des ob-
servations spectroscopiques et des études sur le rayonnement des corps chauds qui ont conduit
Planck, Bohr, et Einstein a fournir un modele quantique de la lumiere en accord avec le modele
ondulatoire du XIX “"¢ siecle.

Ces sources de lumiere non monochromatiques sont des lampes a incandescence ou des tubes
a décharge. Leurs applications actuelles sont restreintes a de 1’éclairage, qu’il soit urbain par
utilisation de tubes a décharge haute pression, ou scientifique. Les lampes a filament ou a arc
(Mercure, Xénon) sont par exemple employées comme source pour la microscopie classique ou
de fluorescence, et pour de I’interférométrie en lumiere blanche...

Apres I’avenement des lasers et de 1’extraordinaire envolée des progres scientifiques qu’ils ont
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engendrés, pourquoi donc développer de nouveau des sources a spectre large ?

Il s’avere que la propriété de monochromaticité des lasers se révele parfois comme un facteur
limitant. En effet, dans le domaine des télécommunications, la quantité d’informations échan-
gées par voie optique est grandement améliorée si 1’on peut utiliser en sus du multiplexage en
fréquence (ou en phase) le multiplexage en longueur d’onde : chaque longueur d’onde sert de
support au transport d’un type d’informations [1]. Dans le domaine de la biologie, la microsco-
pie confocale de fluorescence a balayage laser est I’outil privilégié de 1’investigation a I’échelle
subcellulaire. Pour réaliser de telles recherches, les biologistes marquent les zones d’intéréts des
cellules par différents fluorophores. Mais le nombre et la diversité de ces marqueurs est limité
par le spectre de la source employée. Les microscopes commerciaux actuels étant équipés au
maximum de 3 lasers, il semble donc tres intéressant de pouvoir disposer d’une source a spectre
large et de pouvoir y sélectionner la ou les bandes spectrales permettant d’exciter les fluorophores
choisis... Une source optique de tres faible longueur de cohérence, et donc de tres large spectre,
serait également particuliecrement adaptée a la tomographie optique de cohérence. De méme, en
spectroscopie résolue en temps, une source d’impulsions courtes couvrant une grande gamme
spectrale semble étre une source idéale.

Ainsi, il apparait qu’une source impulsionnelle et de large spectre serait une nouvelle révolution
dans de nombreux domaines de recherche. Au cours de cette these, nous avons cherché a vérifier
la viabilité d’un continuum de lumiere comme source de forte luminance pour différentes appli-
cations, plus particulicrement dans le domaine de I’investigation biomédicale.

Dans le premier chapitre, apres avoir rappelé les effets physiques conduisant a la génération des
continua, nous caractériserons le continuum développé au cours de cette étude, en terme de puis-
sance, spectre, fluctuations de puissance et de forme temporelle des impulsions obtenues.

Le deuxieme chapitre sera consacré a I’utilisation du continuum de lumiere comme palette d’une
multitude de sources pour la microscopie confocale de fluorescence : nous détaillerons quel pro-
cédé original de sélection spectrale a été€ mis en oeuvre, et nous montrerons des images cellulaires
multi-couleurs obtenues a I’aide d’un microscope confocal non commercial, entierement versa-
tile en longueur d’onde.

La microscopie confocale atteint, par construction, les limites de résolution fixées par la diffrac-
tion de 1’objectif imageur. Nous aborderons dans le troisieme chapitre une possibilité d’amélio-
ration importante de cette résolution griace a la technique de dépletion de fluorescence STED
(STimulated Emission Depletion). Celle-ci consiste a diminuer I’étendue de la tache d’excitation
effective des fluorophores non pas en agissant sur la longueur d’onde, ou sur I’ouverture numé-
rique de I’objectif, mais en éteignant la fluorescence sur le pourtour de la tache de diffraction, a
I’aide d’un faisceau annulaire, de propriétés spectrales et temporelles particulieres. Equipé d’un

continuum de lumiere, ce type de microscope permettrait d’allier un tres haut pouvoir de réso-
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lution (jusqu’a A\/25) a une tres grande versatilité spectrale. Compte tenu des caractéristiques
particulieres du continuum en notre possession, le Chapitre 3 consiste en une étude de la faisabi-
lité de I’utilisation de cette source dans un montage de microscopie STED.

Et enfin, au Chapitre 4, nous présenterons une application du continuum en physiologie des mi-
lieux diffusants, dans une expérience de spectroscopie de temps de vol. Cette méthode optique
permet, de maniere non invasive, d’accéder aux propriétés d’absorption et de diffusion des mi-
lieux illuminés. L’objectif de cette étude, réalisée en collaboration avec M. Tiziano Binzoni,
physiologiste au CHU de Geneve, est de fournir des données sur la structure et le métabolisme

tissulaire.
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Chapitre 1
Etude du continuum

L a génération d’un supercontinuum est la formation d’un spectre continu, tres large, obtenu
par la propagation de pulses tres intenses dans un milieu non linéaire. Elle a été observée
pour la premiere fois en 1970 par Alfano et Shapiro [2]. Le terme "supercontinuum" ne désigne
pas de phénomene spécifique mais plutdt le résultat de I’ensemble des effets non linéaires qui,
par combinaison, génerent I’extraordinaire élargissement spectral des pulses initiaux. L’ objectif
de ce chapitre est I’étude complete des caractéristiques de cette source spécifique, afin d’en dé-
terminer ses applications potentielles, en tant que "nouvelle source". Mais comment classer un
tel continuum parmi les autres sources optiques ?

Les sources "ordinaires" sont principalement des lampes a incandescence ou a luminescence.
L’émission d’un spectre continu par les lampes a incandescence est due au passage d’un courant
dans un fil métallique résistif, par exemple le tungstene, qui est porté a tres haute température par
effet Joule. Les lampes a halogénes sont basées sur le méme principe mais ’utilisation de gaz
halogenés a I’intérieur de I’ampoule limite 1’évaporation du filament au cours de son utilisation,
allongeant ainsi la durée de vie de la lampe. Leur spectre est large et proche de celui d’un corps
noir.

Si I’on fait éclater une étincelle dans un tube contenant un gaz ou une vapeur, il peut également y
avoir émission de lumiere. Contrairement aux lampes a incandescence, le spectre obtenu dans ces
lampes a luminescence, ici a décharge, est un spectre de raies, la largeur de celles-ci dépendant
de la pression du gaz (ex : lampe a vapeur de sodium ou de mercure, lampe néon ...). En ta-
pissant la surface interne des ampoules avec un mélange de poudres fluorescentes qui absorbent
le rayonnement UV produit par les gaz, on aboutit a une source d’apparence blanche, dont le
spectre est constitué de 1I’ensemble des raies d’émission des fluorophores.

Un autre type de source par luminescence est la LED, ou diode électroluminescente. Le prin-

cipe physique sur lequel elle est basée releve du fonctionnement d’une jonction PN. Ses princi-
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paux avantages sont un faible colit, une faible consommation électrique, une bonne efficacité de
conversion ainsi qu’une tres grande simplicité d’emploi. Les LEDs produisent une lumiere de tres
faible étendue spectrale (~ 10 nm), mais peuvent émettre sur une grande gamme de longueurs
d’onde, de I’ultra-violet jusqu’a I’infra-rouge. Il est également possible de fabriquer des LEDs
blanches, obtenues soit par combinaison d’un rayonnement bleu de la diode a un rayonnement
jaune d’un luminophore, soit par conversion du rayonnement UV de la diode en rayonnement
blanc par un luminophore, soit encore par superposition de trois diodes rouge, bleue et verte.
Méme si I'utilisation des LEDs tient majoritairement a de la signalisation, de nombreux travaux
sont entrepris pour augmenter ’efficacité de conversion de celles-ci afin de les employer mas-
sivement dans le domaine de I’éclairage. Actuellement, leur efficacité atteint 110 lumen /W, et
devient ainsi comparable a celle des lampes a décharge ou a incandescence.

Les sources de type synchrotron peuvent également étre soulignées. Le synchrotron est composé
d’un tore (ou anneau de stockage) et d’un accélérateur de particules. Des €lectrons ou des po-
sitons sont accélérés a une vitesse proche de celle de la lumiere et injectés dans 1’anneau. Ils
génerent alors un rayonnement synchrotron qui peut étre exploité dans diverses expériences. Ce
rayonnement est collecté a différents endroits du tore, appelés lignes de lumiere. Chaque ligne
de lumiere traverse ensuite un ensemble de lentilles et de monochromateurs afin de sélectionner
une ou plusieurs longueurs d’onde précises. La lumiere synchrotron possede des caractéristiques
exceptionnelles en comparaison a d’autres sources de lumiere : son spectre d’émission s’étend de
I’infra-rouge aux rayons X, le rayonnement est pulsé, tres stable. Mais la taille de I’installation
n’est en rien comparable a la compacité et aux facilités d’utilisation des autres sources citées ...
Dans une toute autre catégorie, on classe les sources LASER qui se distinguent par :

— leur grande monochromaticité (% ~ 2.10713) comparée a la lumiere solaire (% ~ 1)

— leur grand temps de cohérence 7. : I’existence d’une bande spectrale A de valeur finie
signifie que certaines fréquences présentes dans les faisceau laser peuvent éventuelle-
ment étre déphasées les unes par rapport aux autres. Le temps requis pour que deux
photons de fréquences v et v + Av soient en opposition de phase, est 7. = 1/Av : apres
ce laps de temps, les différentes composantes du faisceau commencent a interférer de
maniere destructive et le faisceau perd sa cohérence. Méme pour un laser quelconque ou
Av =1MHz et % ~ 1078, le temps de cohérence 7. est égal a 1 s, soit plus d’un
million de fois plus long que pour une source couvrant la gamme du visible.

— leur directionnalité : Seule la diffraction impose aux faisceaux laser leur 1égere diver-
gence, de I’ordre de 10~® stéradians. Les lampes décrites ci-dessus émettent quant a
elles de maniere isotrope (47 stéradians). Certes, la collimation reste possible, mais au
prix d’une forte diminution d’intensité.

— leur luminance spectrale (3, : celle-ci est définie comme le flux de puissance par unité
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de surface, par unité spectrale, et par stéradian. Pour caractériser un laser, nous utilisons

I’expression suivante [3] :

b,

= m (W/CTTL2.HZ.ST’) (11)

By

ou P, est la puissance spectrale, A la surface d’émission de la source, AS2 I’angle solide
d’émission et Av la largeur spectrale. Un laser He-Ne dont la puissance moyenne est
de 1’ordre du mW, et une largeur spectrale de 10* Hz, a une luminance spectrale de
B, =25 W/em? Hz.sr.

Pour décrire une source thermique, on peut exprimer (3, en utilisant la formule du corps

noir [3] : 02 ,
v v
B = T2 /KT _ | (

W/em? . Hz.sr) (1.2)
Dans la portion jaune du spectre solaire, avec 1" = 5800 K, la luminance s’éleve a
B, = 3.1072 W/em? Hz.sr. Ainsi filtrée, la lumiére solaire est 10! fois moins lumi-
neuse qu’un laser.

Les différences entre une source thermique et une source Laser sont bien évidemment fla-
grantes. Néanmoins, au prix d’un flux de photons extrémement faible, il est possible de filtrer
un laser et une source "ordinaire" de telle sorte qu’ils possedent la méme luminance, la méme
largeur spectrale, la méme divergence. Il existera toutefois une différence fondamentale entre
les deux faisceaux, qui est la statistique de fluctuations dans I’émission des photons reflétant la
nature quantique ou non de la source. La statistique d’émission laser est reliée a celle de Bose-
Einstein, tandis que la source thermique émet selon une statistique de Poisson.

Le continuum, filtré spectralement, n’est pas stricto sensu une succession de raies lasers puisque
le mécanisme a I’origine de sa formation n’est pas de I’émission stimulée. Par contre, la lumi-
nance d’un continuum est trés largement supérieure a celle d’une source thermique. La figure

suivante résume ces propos :
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lampe ASE

continuum

puissance (dB)

lampe a incandescence

M M 1 M 1 M 1 1 M 1 M 1
400 600 800 1000 1200 1400 1600

longueur d'onde (nm)

FI1G. 1.1 — Comparaison de spectres de puissance pour un angle solide donné, pour une lampe a
incandescence, un ensemble de LED, un continuum fibré et une lampe a arc [4].

Un continuum de lumiere est donc une source "intermédiaire", ajoutant aux avantages
d’une source a spectre large, une forte luminance, une forte directivité, une cohérence spatiale
ainsi que des qualités de source impulsionnelle'.

Dans ce chapitre, nous exposerons en premier lieu les différents effets physiques conduisant a
la génération des continua de lumiere, puis nous proposerons une caractérisation complete de la
source utilisée tout au long de cette these, en terme de spectre, de puissance, de fluctuations de

puissance pulse a pulse, et enfin, en terme de durées des impulsions issues du continuum.

1.1 Avenement des continua

En s’appuyant sur une description microscopique de la matiere, nous pouvons justifier le
fait que cette génération de nouvelles fréquences est un fait inhérent a I’Optique Non Linéaire.

1.1.1 Comment générer des fréquences ?
1.1.1.1 Origine de I’Optique Non Linéaire

Considérons un milieu matériel quelconque : solide, liquide, gaz ou plasma. Il peut se

décrire comme un ensemble d’ions et d’électrons. Lorsque ce milieu est éclairé par un faisceau

'T1 existe des continua en régime continu.
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optique, ces charges voient (la composante magnétique est ici négligée) un champ électrique
oscillant a une fréquence de 1’ordre de 10'3 a4 10'® Hz ; chaque couple de particules chargées,
I’une négative et 1’autre positive, forme alors un dip6le oscillant. La masse de I’électron étant
beaucoup plus faible que celle des ions, on consideére avec une bonne approximation que seuls
les électrons sont animés d’un mouvement.
On peut modéliser cette situation en considérant les électrons de masse m et de charge —e liés aux
ceeurs ioniques par une force de type force de rappel d’un ressort, les dipdles étant supposés tous
orientés dans la direction du champ électrique F(t) appliqué. L’évolution de 1’écart a 1’équilibre
x des électrons est régie par une équation du type :
2

ZTZ + Fccll—f +wie + (P2 +¢¥ ) = %E(t} (1.3)
ol wy est la fréquence de résonance du dipdle, % est le facteur d’amortissement di au rayon-
nement dipolaire et le membre de droite de I’équation représente la force de Lorentz exercé sur
I’€lectron par le champ électrique induisant son oscillation. La prise en compte du terme entre
parentheses est le point clé permettant d’aborder les non linéarités, puisqu’il permet de passer
d’un modele d’oscillateur harmonique a celui d’un oscillateur anharmonique. Négligeons en pre-
mier lieu ce terme et considérons la réponse harmonique a un champ laser monochromatique de
la forme E(t) = Ee~™“* + c.c. ou w est une fréquence optique et c.c. le complexe conjugué. La
solution de cette équation s’écrit :

—eE eTwt

t) = .C. 1.4
z(t) m wi—wz—iFw_l—cc (14)

La polarisation induite par le milieu est donnée par :
P(t) = —Ne x(t) (1.5)

ol N est le nombre de dipdles oscillants par unité de volume. x(t) étant proportionnel a E,

la polarisation induite est, elle aussi, proportionnelle a I’amplitude du champ électrique : on

"

exprime cette propriété a I’aide de la susceptibilité linéaire y(V=y'® + ix"() | selon 1’équation

suivante :
P(t) = P(w)e ™" + c.c. (1.6)
P(t) = eoxV(w)E e ™ + c.c. (1.7)
avec
yoo N A (1.8)

2egmwa A? + %2
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et ) -
"y _ Ne b) 1.9
X - T2 ( . )
2e0mwa A? + R
les parties réelle et imaginaire de la susceptibilité linéaire, A = w — w4 <K wy (écart a la

résonance est tres faible) et €y la permittivité du vide. La susceptibilité traduit les modifications
de I’onde optique dues a I’oscillation des dipdles a la fréquence laser w. Elle intervient dans la
définition de I’indice de réfraction vu par I’onde (en milieu dilué : ny = \/Tx'(l)), ainsi que
dans I’expression de la densité de puissance II transférée du champ vers les dipoles :

dP ,
=< B(t)—- >= 280wx WE|2. (1.10)

En physique, le domaine de validité d’un principe de linéarité entre une grandeur d’excitation
et une grandeur de réponse est restreint. Dans le cas d’un oscillateur comme celui que nous dé-
crivons, la réponse de 1’élongation x(t) reste une fonction linéaire du champ appliqué E(t) si
I’amplitude des déplacements des particules reste petite devant la taille moyenne du dipdle au
repos. Pour des amplitudes de champ plus importantes, I’équation harmonique du mouvement
conduirait a obtenir des écarts a 1’équilibre si grands que la structure du matériau en serait affec-
tée. I faut donc insérer des termes en ((Pz? + (®)2? 4 ... dans I’équation (1.3), pour traduire la
contention des électrons au voisinage des coeurs ioniques. On arrive ainsi a la description d’un
oscillateur anharmonique : soumis a un fort champ E, les oscillateurs rayonnent un champ non
seulement a w, mais aussi a 2w, a 3w, ... La polarisation induite par les oscillateurs subit donc
une distorsion, puisqu’elle possede des composantes fréquentielles différentes de celle du champ
appliqué. Lorsque les termes a ces nouvelles fréquences sont petits par rapport a la composante

harmonique?, I’expression de la polarisation non linéaire présente la forme suivante :

P(w) = eox (@)EW) + X (@) E* (W) + xP(W)E*(w) + -] (1.11)

ott Y@ ,x® ... sont les susceptibilités non linéaires d’ordre 2, d’ordre 3... L’onde optique issue
de ce milieu fait ainsi apparaitre de nouvelles composantes spectrales.

Considérons un cas plus général que celui envisagé précédemment : un milieu éclairé par un
champ incident E(r,t) résultant de la somme d’ondes planes monochromatiques d’amplitude

E,.=E(w,), de vecteurs d’onde k,,, et de fréquence w,,. Le champ incident s’écrit :
E(r,t)=Y Y  Eiw,)e exp(—iwyt + ik, 1) (1.12)
n 1=x,Y,2

ou la somme porte sur les valeurs positives et négatives de n, avec la convention suivante tradui-

sant la nature réelle de E(r.,t) :

2dans le cas contraire, il n’y a plus de solution générale de I’équation (1.3)
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Wy = —Wp

(1.13)

k, =k_,
La non linéarité du matériau se traduit par I’existence d’une polarisation, fonction non
linéaire du champ é€lectrique total, dont nous supposerons qu’elle admet un développement en

composantes de Fourier du champ électrique. Dans ces conditions, son expression est :

P(r,t) =Y > Pi(wn)eexp(—iwnt + ik, 1) (1.14)

m 1=y,

Les non linéarités d’ordre p du matériau sont caractérisées par les termes P;(w,,) (notés aussi
Pi(p ) (wm)) de cette somme impliquant p composantes du champ E. La polarisation non linéaire

Pz-(p ) (W) s’écrit en fonction des susceptibilités d’ordre p sous la forme :
Pi(p) (wm) = €0 Z Z ng)lwip(wm;wm, ooy Wiy ) i (W ) B (W) (1.15)
N1 Tp 11...0p

ou la somme est restreinte aux indices n; vérifiant les deux conditions de conservations de 1’éner-

gie et du vecteur d’onde :

p

Wi = Y _ Wy, (1.16)
j=1
p

Ky = ky, (1.17)
j=1

Comme le montrent les relations (1.15) et (1.16), la polarisation non linéaire comporte des com-
posantes de fréquence absentes du champ électrique incident. Le champ rayonné par les dip0les
induits dans le matériau peut donc conduire a la génération de nouvelles ondes.

A ce stade, comment évaluer la valeur seuil de I’amplitude du champ électrique E(t) a appliquer
pour sortir du régime linéaire et générer de nouvelles fréquences optiques ?

D’apres la discussion précédente, les non linéarités associées aux termes anharmoniques doivent
étre prises en compte lorsque le champ laser n’est plus négligeable devant le champ intra-

atomique E;y;, responsable de la liaison électron-cceur ionique. La relation

q

Eintra = drenr?
0

(1.18)
ol r est le rayon atomique (~1 A), permet d’estimer ce champ 2 10" V' /m. Contrairement & une
source blanche habituelle, cette valeur est en fait facilement atteinte au point de focalisation d’un
faisceau laser. Par exemple, le premier laser (congu par Mainman en 1960) en fonctionnement

déclenché, délivre pour une énergie impulsionnelle de 0, 1.J répartie sur 10 ns, une puissance
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créte de 10" W/em? lorsqu’il est focalisé sur une tache de 100 um?, ce qui correspond en
champ, a I’ordre de grandeur de E;,;.,. Un tel laser est donc capable de faire entrer le milieu
illuminé en régime non linéaire.

Mais en général, il n’est pas nécessaire d’employer un faisceau laser ayant une si haute densité de
puissance. Des effets non linéaires sont en effet observés en utilisant une source moins puissante,
mais dans des conditions telles que les dipdles induits oscillent tous de facon cohérente. Ils
rayonnent alors un champ dont I’intensité est considérablement plus grande que celle issue de la
superposition des champs rayonnés de maniere incohérente par le méme nombre de dipdles. Le
milieu voit donc localement une excitation électrique le conduisant hors de sa zone linéaire. En
optique non linéaire, cette condition se nomme "condition d’accord de phase".

De méme, si la fréquence du champ laser est proche de la fréquence de résonance du dipdle, il
n’est pas nécessaire d’avoir une haute densité de puissance pour faire apparaitre des processus
non linéaires : il s’agit d’exaltation résonante des non linéarités.

Nous nous plagons désormais dans le régime non linéaire du matériau : comment se manifestent

ces non linéarités ?

1.1.1.2 Manifestations des non linéarités dues aux termes de susceptibilités d’ordre 2,
d’ordre 3

INFLUENCE DU y®)

Comme nous I’avons vu précédemment, les susceptibilités jouent un rdle clé en optique non li-
néaire puisqu’elles traduisent le lien entre le champ incident et la fagcon dont le matériau réagit a
ce champ : I’expression de la polarisation du milieu détermine I’ensemble des effets non linéaires
pouvant se manifester.

Considérons donc en premier lieu ’influence de la susceptibilité d’ordre 2. Les effets non li-
néaires correspondants consistent principalement en des phénomenes de mélanges d’ondes, condui-
sant a des sommes ou différences des fréquences des deux ondes incidentes. Une onde "somme"
peut par exemple étre générée en illuminant un cristal non linéaire avec une onde plane intense,

appelée onde pompe, de fréquence w et d’amplitude F(w) .
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L
———» E(Q2
E (o) _) milieu non linéaire (2®)
? —> E()
z=0 z=L

FI1G. 1.2 — Schéma de principe d’une expérience de doublage de fréquence dans un cristal de

longueur L. Les champs se propagent selon [’axe Oz

La polarisation du milieu possede deux composantes de Fourier :

— Tl'une a la fréquence 2w :
P(z)(Qw) = 50X(2)(2w;w,w)E(w)2 (1.19)

qui donnera naissance a un champ a la fréquence double du faisceau pompe incident.
Elle est appelée onde de seconde harmonique, par analogie a 1’acoustique. D’un point
de vue atomique, cet effet correspond a 1’absorption de 2 photons de 1’onde pompe par
la matiere, et a I’émission d’un photon de pulsation wgyis = 2w.

— Dautre a la fréquence nulle :
PP(0) = eox?(0;w, —w) E(w)? (1.20)

se traduisant par la création d’un champ électrique statique a partir d’une onde lumi-

neuse.
De maniére générale, un matériau présentant une susceptibilité y(? élevée réalise le mélange
des ondes incidentes en les associant deux a deux, et génere alors des nouvelles fréquences,
discretes, par sommation ou différences des fréquences existantes dans le spectre des champs
incidents. Mais ce mélange d’ondes n’est possible que lorsqu’une condition d’accord de phase
est réalisée : elle traduit le fait que la conversion fréquentielle doit respecter la conservation de
I’énergie apportée par les champs incidents (eq.(1.16)), ainsi que la conservation des impulsions
(eq.(1.17)). La technique du doublage de fréquences est tres fréquemment utilisée soit pour at-
teindre des domaines spectraux dans lesquels il y a peu de lasers disponibles (ultra-violet), soit
pour produire des faisceaux cohérents dans le visible a partir de lasers infra-rouge puissants (ex.
conversion 1064 nm — 532 nm)

INFLUENCE DU x )

Si le matériau illuminé exhibe une susceptibilité d’ordre 3 significative, des mélanges a 3 ondes

peuvent apparaitre, avec un processus tout a fait similaire au cas précédent : les combinaisons de
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fréquences sont alors plus nombreuses, et un accord de phase a 3 ondes doit €tre réalisé.
Le terme x®) a également une influence sur ’indice de réfraction n vu par 1’onde optique. La
polarisation induite P(r,t) et le champ incident E(r,t) étant reliés par I’équation (1.7), on peut
alors écrire :

P(r,t) = e E(r,t) (1.21)

La permittivité ¢ relative au milieu est ainsi clairement dépendante de la susceptibilité de celui-
ci, et entre pleinement dans la définition de I’indice de réfraction n du milieu selon la relation

suivante :

n(w,t) = €<Z; ) = no(w) + na(w, t)| E2(t)] (1.22)

— ng est ’indice de réfraction linéaire,
- ng = %Re(x(f;)m) (en m?/W), Re(Xé?’m)m) est la partie réelle d’'une composante du
tenseur d’ordre 4 de la susceptibilité du matériau,

— FE est ’'amplitude du champ optique.
Les valeurs du coefficient ny pour les matériaux non linéaires usuels (BBO, KTP) sont de I’ordre
de 10718 m? /WV. Dans les fibres optiques en silice, n, est nettement plus petit (ny ~ 10729 m? /W),
mais les propriétés de confinement du champ, de faibles pertes de puissance et la grande longueur
sur laquelle les interactions ont lieu permettent toutefois d’observer ce type de non linéarités.
L’ onde optique voit donc un indice de réfraction n dépendant de sa propre intensité. Ce phéno-
mene, appelé effet Kerr optique, ne nécessite pas d’accord de phase puisqu’il s’agit d’auto-action
d’une onde sur elle-méme.

Dans le cas de ny, > 0, ’effet Kerr présente deux manifestations principales :

manifestation spatiale : un milieu Kerr, illuminé par un faisceau gaussien, retarde d’autant plus
I’onde que son intensité est importante : le milieu joue le role d’une lentille au sens ou le
centre du faisceau est plus ralenti que les bords. Bien que le faisceau ait une tendance "li-
néaire" a diverger suite a la diffraction, il a ici tendance a s’auto-focaliser. Les interactions
avec la matiere deviennent alors tres intenses et peuvent génerer des phonons par effet Ra-
man et Brillouin stimulés (cf.§1.1.1.3). Ceci tend a engendrer le plus grand désordre dans

le faisceau, et conduit, par exemple, a la génération d’un continuum de lumiere...

manifestation spectrale : Dans un milieu Kerr, n dépend également du temps (eq.(1.22)). Une
impulsion gaussienne, d’intensité /(t), centrée a vy, traversant un milieu de longueur L,

subit une modulation de phase temporelle Ap(t) :

Ap(t) = T A L = — 2Ty I (1)L (123)
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Ce qui se traduit dans le domaine spectral par :

LA | maLdI()

vt) =t oo =

(1.24)

Pour des fortes variations de I’intensité, la fréquence est fortement décalée par rapport a
vy : le front avant de I’impulsion subit un glissement vers le bleu, tandis que le front arriere

est décalé vers le rouge (cf. figure 1.3).

(a) (b)

p— p—

temps — temps —

amplitude

amplitude

FIG. 1.3 — Evolution d’une impulsion soumise a la SPM (a) : sans SPM, (b) : avec SPM.

Ce phénomene d’automodulation de phase (Self Phase Modulation, SPM) provoque donc
un élargissement spectral de I’impulsion initiale, mais ne la raccourcit pas pour autant
puisque les nouvelles composantes fréquentielles ne sont pas en phase. Cet effet est d’au-
tant plus important que les fronts impulsionnels sont abrupts, c’est-a-dire que I’'impul-
sion initiale est courte. Typiquement, pour des impulsions de 150 fs, de puissance-créte
100 kW, a Ay = 800 nm se propageant dans un milieu de longueur 5 mm et d’indice non
linéaire ny = 10718m? /W, I’élargissement spectral est de I’ordre de 50 nm.

1.1.1.3 Diffusions Raman et Brillouin

Les effets non linéaires dont nous avons parlé dans les paragraphes précédents n’abordent
pas les échanges énergétiques possibles entre le champ optique et le milieu, qui sous-tendent
potentiellement a la génération de fréquences. Pourtant, dans la zone de linéarité d’un matériau,
et a fortiori dans sa zone non linéaire, les interactions entre le champ et le milieu ne sont pas
systématiquement élastiques. Des phénomenes de diffusion Raman ou Brillouin apparaissent
spontanément : le milieu apporte ou retire de 1’énergie au champ optique.

Dans une description quantique de ces interactions lumiere-matiere (fig.1.4), un photon du champ
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incident (pompe w,) est absorbé par le matériau, pour créer dans la plupart des cas, un photon
d’énergie plus faible (wg) ou plus grande (wag) que le photon pompe, et un phonon possédant
une énergie et une impulsion telles qu’il y ait conservation de ces deux quantités au cours du
processus. On parle de photon Stokes (cas A) ou anti-Stokes (cas B) : il y a eu ainsi génération
discrete de fréquences qui traduisent la structure interne de la matiere sondée. Mais celle-ci
reste peu probable 2 basse intensité, car les sections efficaces de diffusion sont trés faibles®. Il

faut donc atteindre un régime fortement non linéaire pour obtenir une conversion de fréquences

significative.
o Gl e o G e
hw, hog haw, hoas
ha, hog hao, haoag
1 & -
I thhonon v I thhonon
—_— —_—
A B

FIG. 1.4 — Interprétation schématique de la diffusion Raman spontanée. A : Stokes, B : Anti
Stokes.

Stimulés par la présence d’une onde intense (fig.1.5), les processus deviennent beaucoup
plus probables. Dans ce cas, le matériau est simultanément éclairé par une onde pompe (w,) et
une onde sonde (wg) de maniere a exciter de fagon résonante ses modes de vibrations molécu-

laires ou hyper-sonores.

3 pour des matériaux massifs, la section efficace de diffusion Raman varie entre 103! e¢m? et 10727 ¢m?, des

valeurs de 10716 ¢m? sont cependant atteintes pour les fluorophores.
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FI1G. 1.5 — Interprétation schématique de la diffusion Raman stimulée Stokes.

En d’autres termes, ceci correspond a I’émission stimulée d’un photon sonde (wg) dans le

mode de I’onde sonde, conduisant a une amplification de I’onde sonde aux dépends de I’onde
pompe. La différence d’énergie i) = h(w, — wg) est absorbée par le matériau sous la forme
d’un phonon optique (Stimulated Raman Scattering SRS) ou acoustique (Stimulated Brillouin
Scattering SBS).
Ce phénomene de stimulation est décrit par un parametre de gain, g, désignant la capacité du
matériau a dépeupler une onde pompe pour enrichir une onde sonde. Ce coefficient gp est relié
a la susceptibilité d’ordre 3 du matériau. Il atteint couramment une valeur de 0.3 cm ™, ce qui
signifie qu’aprés une propagation d’1 cm, 30% de I’intensité incidente a été diffusée et donc
convertie. Contrairement aux milieux cristallins ou le gain Raman est significatif pour des fré-
quences discretes (génération des 2 fréquences "Stokes" et "Anti-Stokes"), les milieux amorphes
tels que la silice ont un gain Raman qui s’étend sur un large spectre. Les niveaux vibrationnels
de ces matériaux formant une large bande d’énergie, i.e. I’énergie des phonons pouvant prendre
diverses valeurs, des photons pompe de diverses énergies peuvent €tre absorbés et convertis : le
spectre de cette diffusion stimulée est donc large. De plus, le processus possede un temps de ré-
ponse qui dépend du milieu et de sa géométrie : ce temps de réponse se manifeste par une courbe
spectrale de susceptibilit¢ Raman anti-symétrique par rapport a la fréquence de 1’onde pompe.
L’énergie de pompe est transférée du coté des basses fréquences (coté Stokes), correspondant a
une bande de gain qui s’étend, pour la silice, sur une plage de fréquence de 30 a 40 T'H z avec
un maximum a 13 T'Hz (fig.1.6). Lorsque cette onde Stokes devient elle-méme suffisamment
intense, elle joue le role de pompe secondaire, et stimule les ordres Stokes supérieurs, successi-
vement décalés en fréquence de la méme quantité €2. On parle alors de cascade Raman.
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FIG. 1.6 — Spectre de gain Raman dans une fibre en silice pure [5].

La description des milieux matériels comme un ensemble de dipdles électriques conduit
ainsi a I’émergence d’un parametre-clé pour la compréhension des phénomenes non linéaires :
la susceptibilité x, qui relie la valeur du champ appliqué a la réponse du matériau. L’interaction
lumiere-matiere entraine, dans un régime non linéaire, la génération de nouvelles fréquences par
le biais de trés nombreux processus : génération de seconde harmonique (SHG), mélange a quatre
ondes (FWM), diffusion Raman stimulée (SRS), automodulation de phase (SPM), modulation
de phase croisée (XPM), effets solitoniques... Un élargissement continu du spectre d’impulsions

initiales est le produit de I’interaction de la plupart des ces phénomenes...

1.1.2 Expérimentations de génération de continuum

La génération de continuum de lumiere a partir de pulses pompe a été étudiée dans les
liquides, les milieux massifs et les fibres optiques dés le début des années 70.
Quelques années apres les premieres observations d’élargissement spectral[6, 7], Shimizu, en
1967, parvient a identifier son origine lors de la propagation d’un faisceau laser picoseconde
dans une cellule remplie de CS,, liquide fortement non linéaire *[8]. Il observe la formation de
filaments de lumiere, de 24 nm d’étendue spectrale, qu’il interpreéte comme le résultat de SPM.

4nd%2 = 351071 em~2/W
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1.1.2.1 Dans les milieux massifs

Mais les travaux fondateurs de I’émergence des continua sont ceux d’ Alfano et Shapiro, en
1970 : apres avoir mesuré 1’élargissement fréquentiel dii au phénomene de SPM dans différents
cristaux [9], ils proposent une expérience menant a un élargissement dix fois plus important que
tout ce qui a été reporté auparavant. La source-pompe utilisée est un laser picoseconde centré a
A =1,06 pum : le faisceau est tout d’abord doublé en fréquence, puis est focalisé sur un cristal
de borosilicate (BBO). Des filaments de lumiere de quelques dizaines de microns de diametre
apparaissent, avec une densité de puissance de 10* GTW/cm? et un spectre s’étendant de 400
a 700 nm [2]. C’est le premier "supercontinuum" (SC). Sa formation en milieu massif est tres
complexe : méme si la SPM est le point central, elle fait intervenir, d’apres Alfano et Shapiro, du
self-steepening, un effet de "space-time focusing", de 1’absorption multi-photon, des avalanches
d’ionisation et la formation de plasmas d’électrons libres.
De nombreuses recherches de génération de SC ont eu lieu dans différents milieux : verres mas-
sifs [2, 9, 10], liquides organiques , eau [11, 12], gaz [13, 14]. Dans tous les cas, la puissance de
pompe est a ajuster pour engendrer suffisamment d’effets non linéaires sans dépasser le seuil de
dommage du matériau. L’ objectif est alors de trouver le meilleur support matériel afin de générer
un continuum efficacement avec une puissance initiale relativement faible.
L’inconvénient des milieux massifs et liquides est qu’ils entrainent dans certains cas la formation
d’un continuum par filamentation > : cette nouvelle "source" présente une distribution spatiale

inhomogene, la rendant ainsi difficilement exploitable.

1.1.2.2 Dans les milieux guidants : fibres optiques standards

L’utilisation de structures guidantes, telles que les fibres optiques, évite ce désagrément.
Les premieres expériences de génération de SC dans les fibres sont basées sur I’injection, dans
des fibres optiques standards en silice, de pulses de haute puissance dans la région visible du
spectre, la fibre ayant une longueur d’onde de zéro de dispersion (Azpy) voisine de 1,3 um.
Par exemple, des pulses nanosecondes, de puissance créte 1 £V, génerent dans ces conditions
un spectre de largeur 200 7'H 2z du c6té "rouge" du spectre de la pompe [15]. D’autres expé-
riences du méme ordre ont par la suite permis de mieux comprendre les phénomenes sous-jacents
[16, 17, 18] : contrairement aux milieux massifs dans lesquels on trouve un couplage entre les
effets spatiaux et temporels, la génération de SC dans les fibres n’est mise en oeuvre que par
des dynamiques temporelles. Pour un pompage dans la zone de dispersion normale de la fibre
(Apompe < Azpw), 1l s’ agit d’interactions mutuelles entre SRS, SPM, XPM, et FWM provoquant

> I’apparition de filaments dépend de la durée des pulses pompe, de la dispersion du milieu, etc...
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a la fois I’émergence de fréquences discretes, I’étalement fréquentiel de celles-ci, et produisant
un spectre final relativement "lissé".

Pour un pompage dans la zone de dispersion anormale (Apompe > Azpw), les effets sont tout
autres. Ce régime de pompage rend possible la propagation de solitons, et ce sont les perturba-
tions infligées a ceux-ci qui vont mener a I’établissement du SC. On appelle ici soliton une onde

optique dont le profil suit une loi du type :
u(é,7) = sech(r)e’ (1.25)

qui ne manifeste aucune déformation au cours de sa propagation®. L’étude expérimentale de
ce régime a été retardée jusque dans les années 80, par manque de sources impulsionnelles a
des longueurs d’onde supérieures a2 Azpw,,,. = 1,3 um. Des études théoriques puis expéri-
mentales [19, 20, 21] ont mis a jour les effets primordiaux de la génération de SC en régime
anormal : avec une pompe puissante, des solitons d’ordres supérieurs (i.e. ayant une déformation
temporelle périodique au cours de leur propagation) débutent leur propagation, puis sous 1’effet
d’élargissement spectral et de compression temporelle se fissionnent en solitons fondamentaux.
Ceux-ci relachent au cours de leur propagation des composantes fréquentielles décalées vers les
courtes et hautes longueurs d’onde. Ce processus sera développé au paragraphe (1.3.2).
D’autres types de fibres, appelées fibres microstructurées, ont été testées comme support pour
la génération de continuum. Elles présentent 1’indéniable avantage d’avoir une Az py adaptable
car reliée a leur géométrie : on peut ainsi I’abaisser jusqu’au domaine visible et favoriser une
excitation en régime anormal avec des sources impulsionnelles non spécialisées. C’est d’ailleurs
ce type de fibres que nous utiliserons.

Apres une description de leurs structures et propriétés optiques particulieres, nous aborderons les

phénomenes conduisant a I’obtention de SC.

1.2 Description des fibres microstructurées

La possibilité de modifier les propriétés de guidage et de dispersion en introduisant une
structure dans I’indice de la fibre a été suggérée des les années 70 [22] mais la réalisation pro-
prement dite a été effectuée par ’équipe de Russell en 1996 [23]. Ces travaux ont consisté a
développer des fibres en silice pure composées d’un arrangement périodique de plusieurs canaux
d’air paralleles a I’axe de la fibre. Si ces fibres présentent, comme nous le verrons, de prodigieux
avantages pour la génération de SC, la motivation principale de cette innovation était de conce-

voir des fibres a coeur creux capables de guider la lumiere en utilisant 1’effet de bande interdite

1 2

®La fonction sech est définie par sech(z) = (@) = Fre
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photonique, analogue a I’effet de bande interdite électronique dans les milieux cristallins, d’ou
I’introduction du terme "photonic crystal fiber" (PCF) désignant ce type de fibres. Par contre,
lorsque le coeur est constitué de silice, la propagation de la lumiere est radicalement différente,
puisqu’elle est similaire a de la propagation par réflexion totale interne. Dans ce cas, le terme

"fibre microstructurée" (MF) est retenu.

1.2.1 Fabrication des MF

Une fibre standard en silice est constituée de deux cylindres concentriques présentant une

différences d’indice de refraction de I’ordre de 0.1%. L’indice du cceur central étant plus haut
que celui de la gaine extérieure, la lumiere est guidée dans le cceur par réflexion totale interne
sur I'interface coeur-gaine.
Une fibre MF est formée d’un cceur plein en silice (ou creux), et d’une gaine résultant de 1’as-
semblage régulier de trous d’air dans la silice. Le profil est caractérisé par la donnée de la forme
de la maille élémentaire et de deux dimensions : le pas A entre les trous et le diametre des trous
d (cf.figl.7).

silice
air
revétement

F1G. 1.7 — Coupe schématique d’une fibre microstructurée et ses parametres d et A

Les étapes de leur fabrication sont généralement les suivantes :

Etape de préformage Dans un tube de silice de 1 ou 2 cm de diamatre, des dizaines ou centaines
de capillaires creux sont empilés autour d’un capillaire plein formant le coeur (fig.1.9). Le
profil géométrique de la préforme détermine la structure finale de la fibre, I’arrangement

le plus simple fournit des trous répartis de manicre hexagonale autour du ceeur.

Etape d’étirage La préforme est ensuite étirée a chaud dans une tour de fibrage ou la tempé-
rature des fours est de 1’ordre de 1900 °C' : ceci permet de faire fondre la silice tout en

maintenant des tensions de surface nécessaires pour conserver des trous intacts (fig.1.8).
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FIG. 1.8 — Les deux étapes de la fabrication des fibres MF : préforme et étirage [4]

FI1G. 1.9 — Photographie d’un arrangement de capillaires en phase de préforme et d’étirage [4]

On passe alors d’un tube de quelques centimetres de diametre a une fibre d’environ 125 um
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de diametre extérieur (fig.1.9) et dont les trous intérieurs sont de I’ordre de quelques microns.

1.2.2 Propriétés de guidage

Selon les effets de guidage désirés, plusieurs types de fibres ont été développés. Quelques
profils possibles sont présentés sur la figure (1.10), mais deux grandes classes de fibres émergent :

d-

F1G. 1.10 — Photographies de différents profils de fibres MF [4]. La distance entre deux trous est

de I’ordre du micron sur l’ensemble de ces profils.

1. les fibres a cceur creux (types e- et f-)), encore appelées "Hollow Core" réalisant le fas-

cinant challenge de guider la lumiere a I’intérieur d’un coeur d’indice plus faible que la
gaine. La propagation de la lumiere dans I’air limite les pertes intrinseques dues a I’inter-
action lumiere/matiere : de tres grandes densités de puissance peuvent étre injectées dans
le cceur sans phénomenes de claquage du matériau. Les intensités seuil d’apparition de
la diffusion de Brillouin, de I’émission stimulée Raman, et d’autres effets non linéaires
sont alors repoussées. Ces fibres sont ainsi principalement employées pour de la transmis-
sion de signaux avec un minimum de distorsion, ou pour des applications nécessitant de
fortes puissances guidées. Mais actuellement, les pertes par absorption s’éleévent encore a
13 dB/km a 1500nm [24], contre 0.1 dB/km pour une fibre standard.
Comment expliquer ce guidage dans I’air ? Dans le cas de guides périodiques, une forte
analogie peut étre relevée entre 1’équation de propagation d’un champ E(X,y,z) issue des
équations de Maxwell (1.26) et I’équation de Schrodinger indépendante du temps, décri-
vant les conditions d’existence d’une fonction d’onde ¥(z, y, z) dans un potentiel V' (z, y, 2)
(1.27).
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VE(e,y,2) = ele.y2)B(e.y,2) (1.26)
V3 (z,y,2) = —%(E—V(m,y,z))‘ll(x,y,z) (1.27)

Si ce potentiel V' est périodique, seules des ondes de fréquences particulieres peuvent exis-
ter dans le milieu : autrement dit, des bandes de fréquences sont interdites. De méme, si
le guide optique présente une permittivité ¢ périodique, certaines fréquences w présentes a
I’entrée du guide, ne pourront pas se propager dans cette gaine périodique : autrement dit,
certaines fréquences ne se propagent que dans le cceur. Plus la périodicité A est grande,
plus la bande de fréquences interdites dans la gaine est large, rendant ainsi large bande le
ceeur creux de la fibre. La géométrie de la gaine fixe ainsi le spectre de transmission du
ceeur. On parle d’un guidage par effet de bande interdite photonique (Photonic BandGap,
PBG).

Méme si ces fibres proposent de trés vastes potentiels d’applications, principalement en

télécommunications, on leur préfere les fibres a cceur de silice pour la génération de SC.

. les fibres a cceur plein (types a-, b-,c -,d-)), dans lesquelles I’indice du cceur est tres

supérieur a I’indice de la gaine (cf. figure 1.11). La lumiere est guidée comme dans une
fibre standard, par effet de réflexion totale interne, que I’on dit ici "modifiée" car I’indice

de gaine dépend fortement de la longueur d’onde [25].

indice de réfraction

revétement

gaine

IS — | cocur

FI1G. 1.11 — Profil d’indice d’une fibre microsctructurée a coeur plein.

A une longueur d’onde )\ donnée, une fibre MF est équivalente a une fibre a saut d’indice.
Le cceur a pour indice celui de la silice et la gaine un indice intermédiaire nyy gqine €ntre
celui de I’air et celui de la silice et relatif a la proportion des deux milieux dans la gaine.
Le vecteur d’onde effectif 5 de propagation selon 1’axe de la fibre doit vérifier la condition
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suivante, issue de I’expression classique de réflexion totale de Descartes :

27 2w
N e aine < < ~—Ncoeur 1.28
N el B N (1.28)

D’un point de vue ondulatoire, cette condition revient a dire que les ondes se propageant
selon I’axe de la fibre doivent €tre en interférences constructives (Fig.1.12) : apres un aller-
retour entre I’interface inférieure et supérieure cceur-gaine, les ondes ont subi un déphasage

de 27 (a 27 pres).

YA

gaine C

cocur

rayon a

FIG. 1.12 — Propagation d’une onde par réflexion totale interne dans le cceur d’une fibre

Ce déphasage s’écrit :

4
—)\—W(Qa) 4 2ppr = —2mT (1.29)

Y

Apap = 2Apsc =

ol gy est le déphasage introduit par la réflexion sur I’interface cceur-gaine, et \, est la

longueur d’onde effective de la partie transverse de I’onde.

Ao
M mearcos(6) (130
Comme la valeur de ¢; dépend du mode considéré, on note 6,,, I’angle d’incidence du mode
m. Le nombre de modes M maximum que peut tolérer une fibre est déterminé en cherchant
I’entier m tel que 6,, > ¢, avec 0 ’angle d’incidence critique permettant une réflexion
totale. Alors :

cos(0,) < cos(0¢) (1.31)

A
0 (mm + prr) < V1 —sin?0c (1.32)

27(2a) Neoeur
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<~
2(2 coeur e CLiTL62
mg%\/l—(nifg )—Spf (1.33)
0 coeur
En introduisant Vs la fréquence spatiale normalisée du guide :
27Tncoeu7“
Veff = 2\ a\/nzoeur - nszgaine (1.34)
0

le nombre maximum de modes se propageant est (en prenant prp =~ 0) :

_ 2V¢yy
o T

M (1.35)

Le nombre de modes propagatifs dépend ainsi de la fréquence normalisée V.;¢. Pour une
fibre a saut d’indice, la fréquence de coupure du second mode est V., = 2.405 : tant que
Ve < Voo, la fibre est monomode. Cette méme fréquence de coupure a été évaluée a
environ 4,1 pour des fibres MF ayant un rapport % inférieur a 0,4 [26].

Les courbes de la figure (1.13) représentent 1’évolution de la fréquence de coupure Vs
d’une fibre MF en fonction de % pour différents profils de fibre (variation des parametres

d et A). Le rayon de cceur choisi est égal a A.

7 T / : e
ao:; 6l d/A=0.95 d/A=( lf&/‘/ |
> dA=060 1| multimode
- F—
g 5 F —— "
& JA=00 fréquence de coupure

Lt - ¢ u upu

3 4 - ———— d/A=0.40 _ 17 du2¢
S N u 2 mode
S 3 d/A=0.30
8 e d/A=0.20
=
5 21t e d/A=0.10 __ 1
2 i monomode
Nt e
& 1

0 , a

3 4 5
rapport A/A

F1G. 1.13 — Fréquence normalisée effective en fonction de la longueur d’onde, pour différentes
géométries de fibres MF [27]

Ces courbes montrent qu’il est possible d’obtenir une fibre microstructurée dont la fré-
quence normalisée V., est inférieure a la fréquence de coupure du second mode quelle
que soit la longueur d’onde, en choisissant % suffisamment petit. La fibre est alors mono-

mode quelle que soit la longueur d’onde de travail.
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De plus, on peut noter que, lorsque le rapport % est constant, la fréquence normalisée de la
fibre dépend uniquement du rapport %. On en déduit qu’en augmentant A (ce qui revient a
augmenter la taille du coeur) a % constant, la structure conserve son caractere monomode
large bande. Les fibres MF rendent possible la fabrication d’un guide monomode large

bande possédant un cceur de tres grande dimension.

Par la suite, nous ne nous intéresserons qu’aux fibres MF a cceur plein.

1.2.3 Propriétés optiques particulieres

Comme nous venons de le voir, les fibres MF présentent dans leur réalisation, des degrés de
liberté relatifs a la taille des trous, et a la périodicité de ceux-ci autour d’un cceur de taille variable.
L’intérét majeur de ces fibres par rapport aux fibres standards est alors d’offrir la possibilité de

faconner les propriétés de guidage.

1.2.3.1 Courbe de dispersion

La courbe de dispersion des fibres optiques est logiquement fixée par le matériau, dopé ou
non dopé, servant de support, du rayon du cceur de la fibre, et de la différence d’indice coeur-
gaine [5].On définit la dispersion chromatique D grace au terme (3 introduit ci-dessous. Soit
B(w) le vecteur d’onde effectif de propagation. Il admet un développement de Taylor autour de

la pulsation wy :

W — wp)? w—wp)?
B() = Bla) + Bulcn) o — o) + Ao L 1 ) U 136
avec 5
= 1.37
B el (1.37)
Les vitesses de phase et de groupe sont respectivement :
w 1
v, = —— Vg = — (1.38)
" BWw) b
Le parametre de dispersion utilisé dans la suite est :
27c
D = —7@2 (ps.km ™ am™t) (1.39)

La connaissance de la longueur d’onde annulant la dispersion (Azpy) est cruciale en télé-
communications puisqu’elle permet de transmettre des signaux au voisinage de Az pys avec un
minimum de distorsion spectrale et temporelle ; elle I’est également pour la recherche de géné-
ration de SC (cf.§1.1.2.2).
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Les relations entre la dispersion et les parametres du guide d’ondes ont déja été exploitées sur
des fibres non microstructurées pour décaler le zéro de dispersion au voisinage de 1,55 um, ou
les pertes par absorption de la silice sont minimales (fibre DSF : Dispersion-Shifted-Fiber). Il est
également possible de rendre la courbe de dispersion relativement plate sur une grande gamme
de longueurs d’onde en insérant de multiples empilements de gaines autour du cceur.

L’influence de la géométrie du guide sur ses propriétés est rendue extrémement sensible dans le
cas de fibres MF. Les multiples configurations de placement des capillaires permettent décaler
de facon tres fine Az pys a des valeurs plus faibles que la longueur d’onde ZDW intrinseque de la

silice (A\zpw = 1,3 pm)[28]. La figure (1.14) suivante nous montre le décalage du zéro de

silice

dispersion obtenu pour différents couples de parametres d et A.

60 e =
E —
& 20 o8 e <5 !
a0l o
z 60 I il d=0.10 -
2 d=0.20
Rl d=0.30
S -100 | r d=045 |
20 LA |

0.6 0.8 1 12 14 16 1.8 2

longueur d'onde (pum)

F1G. 1.14 — Courbes de dispersion de fibres MF pour A=2,3 um et différents diametres de trous
d(en um) [27]

Les plus faibles ZDW pouvant atteindre 550 nm, la génération de continuum peut donc

étre amorcée dans ces fibres par des lasers émettant dans la domaine du visible.

1.2.3.2 Exaltation des effets non linéaires

Lautre parametre de fibre particulierement modifiable dans une fibre MF est le diametre

de cceur, et par conséquent 1’aire effective A.r; des modes propagatifs, i.e. la dimension de
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leur distribution spatiale. Dans les fibres standards, les diametres de coeur sont de 1’ordre de 6
a b0 pum selon leur caractere mono- ou multimode. Dans le cas des MF, cette dimension peut
atteindre 1, 5 um. Ceci a une incidence directe [29] sur I’exaltation du coefficient non linéaire de

la fibre, puisqu’il est inversement proportionnel a A s :

Y= (m~ W) (1.40)

— Acpy ~ ma?, avec a le rayon du cceur de la fibre

— ng est I’indice de réfraction non linéaire défini au paragraphe 1.1
Les ordres de grandeurs de ces coefficients nous donnent : Yy > 30 Ystandara [27].Les fibres
MF a petit coeur sont par conséquent tres fortement non linéaires, et forment un extraordinaire
support pour I’exploitation de ces effets.
L’ association de ces deux opportunités - dispersion adaptée et v, €levé - a effectivement fourni
le point de départ pour la création des continua de plus de 1000 nm d’étendue spectrale, générés
dans des fibres MF pompées en régime femtoseconde autour de 770 nm [30, 31]. Abordons

maintenant les étapes menant a I’émergence de ces continua de fréquences.

1.3 Génération de continuum dans les fibres microstructurées

1.3.1 Différents régimes temporels de pompage

Pratiquement tous les régimes temporels de pompage ont été étudiés : régime continu [32],
nanoseconde [33], picoseconde [34], et jusqu’au régime femtoseconde [30]. Ce dernier cas sera
traité séparément, en y apportant plus de détails, puisque nous utiliserons ce régime dans la suite
de ce travail.

En continu ou avec des impulsions longues (>20 ps), I’élargissement spectral est principalement
décrit par un jeu d’effets Raman et d’effets paramétriques (FWM). La génération d’un spectre
visible de 350 nm de large en régime nanoseconde ’ a 1’aide de 1,80 m de fibre MF a été
explicitement décrite par J.M. Dudley et al.(2002) [33]. La mesure des spectres en sortie de
fibre en fonction de la puissance incidente a conduit a la détermination de la chronologie de

I’enchainement des effets non linéaires existants.

7 microchip laser, A = 532 nm, 7 = 0, 8 ns, taux de répétition 6,7 kHz
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FI1G. 1.15 — Enregistrements en régime nanoseconde des spectres des continua obtenus en aug-

mentant la puissance créte injectée [33]

La figure (1.15) résulte de la mesure de I’effet de 1’augmentation de la puissance créte
de I’'impulsion pompe sur I’élargissement spectral. Elle permet d’identifier les différentes étapes
conduisant a I’obtention d’un continuum de lumiere.

1. Etape A : a faible puissance, I’impulsion initiale se propage quasiment sans déformation,
le spectre révele uniquement le pic de pompe a 532 nm,

2. Etape B : avec une puissance créte de pompe de 100 W, ’effet de la diffusion Raman
stimulée est significative ; on voit apparaitre les pics spectraux Stokes (.57) et Anti Stokes
(as), respectivement a 545 et 520 nm.

3. Etape C : en doublant la puissance, le processus paramétrique de mélange a quatre ondes
(FWM) entre en jeu et provoque un élargissement spectral au niveau du pic Stokes ; ces
nouvelles composantes constituent des pompes secondaires pour générer un second ordre
Stokes centré a 558 nm (S3).

4. Etape D et E : quand la puissance créte de 1'impulsion initiale atteint 300 W, I’énergie
contenue dans ces pics (ou bandes) est telle que la plupart des composantes spectrales
existantes sont des pompes secondaires, tertiaires, etc ... et créent ainsi de multiples pics
discrets (cascade Raman). Ces pics sont élargis et lissés par mélange a quatre ondes : il y
génération abrupte du continuum.

Pour mieux comprendre comment le mélange a quatre ondes peut lisser le spectre discret généré

par la cascade Raman, il faut souligner le fait que la génération de nouvelles longueurs d’onde par
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FWM est gouvernée par une condition d’accord de phase traduisant la conservation de I’énergie
et des vecteurs d’onde des photons interagissant : a chaque longueur d’onde pompe sont reliées
deux longueurs d’onde résultantes, déterminées par la courbe d’accord de phase (fig.1.16 a)) et

une efficacité reliée a la valeur du gain paramétrique (fig.1.16 b)).
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FI1G. 1.16 — (a) Courbes d’accord de phase pour FWM, (b) Gain paramétrique calculé pour
différentes longueurs d’onde de pompe [33]

Par exemple, la courbe 1.16.a) révele un accord de phase entre des pics spectraux a \; =
500 nm, Ay = 690 nm, et une onde pompe a 580 nm. La courbe 1.16.b) révele que le gain
paramétrique correspondant reste trés élevé sur une dizaine de nanometres au voisinage de ces
pics. Un pic spectral pompe créé ainsi deux bandes spectrales "Stokes" et "anti-Stokes". Des
lors, on en déduit que les ondes générées entre 575 et 580 nm grace a la cascade Raman sont
des pompes efficaces pour générer, de la méme maniere, de nouvelles bandes spectrales entre
450 et 800 nm. Ce processus permet de combler les lacunes spectrales laissées par la cascade
Raman, y compris au voisinage du zéro de dispersion, puisque méme pour une puissance de
pompe relativement faible, la courbe d’accord de phase I’ autorise.
Méme si ce pompage en régime nanoseconde est extrémement avantageux, en raison du faible
colit du laser, de son faible encombrement, ou encore de sa consommation électrique réduite,
il ne permet pas d’atteindre des puissances crétes suffisantes pour générer une haute puissance
spectrale : actuellement les puissances spectrales moyennes sont de -20 a -10 dBm/nm, soit 10 a

100 uW/nm. Suivant les applications, une sélection spectrale est nécessaire, et la perte d’énergie
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due aux optiques de sélection peut alors réduire de maniere fatale la puissance disponible. De
hautes puissances spectrales sont atteintes en augmentant la puissance moyenne du laser ou en
réduisant la durée des impulsions, et c’est 1a I’objectif d’un pompage en régime femtoseconde :
générer un SC de plus haute densité spectrale.

1.3.2 Régime femtoseconde

Nous nous placons dans le cas d’un pompage d’une fibre MF dans son régime de disper-
sion anormale (\, > Azpw, B2 < 0, D > 0). De nombreuses simulations de ce cas de figure
[35, 36, 37, 38, 39] et expérimentations [33, 40, 41, 42] ont permis d’aboutir a une meilleure
compréhension des phénomenes sous-jacents.

Une description physique compléte des processus de génération du SC doit étre capable d’expli-
quer toutes ses caractéristiques. Mais il est clair qu'une approche "linéaire", intuitive de dyna-
miques aussi complexes n’est pas immédiate. On se limitera donc ici a I’architecture essentielle.
Dans le cas d’un pompage en régime de dispersion normale, et quelque soit le domaine temporel
utilisé, les effets de génération sont dus a de la diffusion Raman, et a du mélange a quatre ondes.
Dans notre cas d’étude en régime de dispersion anormale, les effets sont au contraire princi-
palement dus a une dynamique de propagation de solitons (fig.1.17). Pourquoi ? Cela tient a la
définition méme du soliton : ce type d’onde se propage sans déformation de son profil spatial

et/ou temporel, et ne peut exister que lorsque des conditions particulieres sont réunies.
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FI1G. 1.17 — Courbe de dispersion d’une fibre MF : mise en évidence des deux régimes de disper-
sion (D = —2mcBy/N\?).
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Toute impulsion dans un milieu linéaire a une tendance naturelle a s’élargir durant sa
propagation dans un milieu. En optique, une onde localisée dans 1’espace ou dans le temps peut
subir un étalement, soit de son enveloppe temporelle soit de ses dimensions spatiales et/ou des
deux simultanément.

— Pour une impulsion temporelle, 1’étalement est di a la dispersion chromatique (35) :
les différentes composantes fréquentielles qui constituent I’impulsion, voyagent a des
vitesses différentes, d’ol un étalement chromatique : les basses fréquences se propagent
plus vite que les hautes fréquences en dispersion normale (3, > 0), et inversement en
dispersion anormale (3, < 0).

— Une impulsion spatiale, ou plus simplement un faisceau, subira un étalement sous 1’in-
fluence naturelle de la diffraction (cas a. de la figure 1.18).

Dans un milieu non linéaire de type Kerr (possédant une susceptibilité y(*) importante), on
releve de tout autres effets (c¢f.§1.1.1.2.2) :

— Temporellement, un milieu Kerr peut agir de manicre strictement opposée au milieu
linéaire précédent : les composantes spectrales de 1I’'impulsion voyagent encore a des
vitesses différentes, comme cela a été développé lors de I'introduction de I’effet Kerr
(équation 1.23).

— Spatialement, un effet Kerr a le role d’une lentille : il s’agit d’autofocalisation du fais-
ceau, strictement opposable a la diffraction (cas b.).

Un soliton optique [5] est tout simplement un état d’équilibre existant entre un effet d’étalement
et un effet de compression (cas c.). Il pourra apparaitre si la diffraction naturelle et I’étalement

temporel sont exactement compensés par 1’effet Kerr.
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FI1G. 1.18 — Apparition d’un effet soliton spatial : a) a faible intensité, la diffraction domine b) a

tres forte intensité, I’ autofocalisation domine c) équilibre entre diffraction et autofocalisation.

Abordons la génération du SC proprement dite. Les phénomenes permettant de passer d’un

pulse initial (7 ~ 100fs, AX ~ 10 nm) a un SC sont nombreux, mais 1’étude des spectres sui-

vants donnent une premiere vue d’ensemble. Sur la figure (1.19) sont tracés les spectres calculés

des impulsions du SC pour différentes distances de propagation dans une fibre de longueur totale

15 cm, ainsi que leurs traces temporelles associées. Ces simulations ont été€ validées expérimen-
talement [43, 44].
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FIG. 1.19 — Evolutions spectrale et temporelle calculées en fonction de la distance de propaga-
tion [45]

L’ étape initiale du premier cm de propagation (zone A) montre un élargissement spectral
relativement symétrique, et une tres forte compression temporelle. Puis, des le centimetre suivant
(zone B), le spectre devient asymétrique avec I’émergence de pics spectraux distincts, de part
et d’autre de la longueur d’onde de pompe. Ceux-ci sont associés au développement de pics
temporels.

A partir d’un pulse initial considéré comme un soliton d’ordre supérieur N, la génération peut se

décomposer en 4 étapes.
1. Période initiale d’élargissement spectral et de compression temporelle

2. Fission du soliton en N solitons fondamentaux de fréquences et durées différentes, éjectés

un a un au cours de la propagation,

3. Chaque soliton se voit subir un décalage fréquentiel vers le "Rouge", sous I’effet du proces-
sus de Soliton Self Frequency Shift. L’amplitude du décalage est d’autant plus important

que le soliton est court.

4. La dispersion de haut ordre (termes (33, 34, ...) stimule les échanges d’énergie résonants
entre un soliton et une Onde Dispersive, non solitonique, dont le spectre se situe dans la
zone de régime normal (décalage vers le "Bleu").

Détaillons plus précisément chaque étape :
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17¢ étape : élargissement spectral et compression temporelle Cette propagation correspond a
une évolution "normale" du soliton initial. En effet, dans un régime de dispersion anormale,
un pulse initial de puissance créte P, suffisante, et de durée T avec Trwpy = 1,665 T,

se décrit comme étant un soliton d’ordre N, ot N est un nombre caractéristique du pulse et

| Lp
N =,/— 1.41
Tne (1.41)

T? 1
LD = —0 et LNL = —
| 3| 7 Fo

les longueurs caractéristiques de dispersion et de non linéarité. La puissance nécessaire

des parametres de la fibre.

avec ,

(1.42)

pour faire apparaitre un soliton d’ordre N est N? fois celle qu’il faut pour un soliton
fondamental P, = % . Un soliton d’ordre N a les méme propriét€s qu’un soliton fonda-
mental, a ceci pres qu’il posseéde une évolution propagative périodique de période spatiale
20 = 5 Lp. La figure (1.20) représente le profil spatial et temporel d’un soliton d’ordre 3
lors de sa propagation.

évolution spectrale ~ évolution temporelle

distance z/z0

¢largissement spectral compression temporelle

600 800 1000 1200-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2

longueur d'onde (nm) temps (ps)

FIG. 1.20 — Evolutions spectrale et temporelle d’un soliton d’ordre N=3 [46]

Lorsqu’il se propage dans la fibre, le soliton se contracte temporellement, subit un en-
semble de "contractions et respirations”, et retrouve sa forme initiale & z = z,. Pour un
soliton d’ordre N, la premiere compression temporelle a lieu a zcop,p = L Do._}\?}z ]lv—é (loi
empirique [5])®

8Dans notre cas d’étude, les ordres de grandeur a 800 nm sont les suivants : 32 = 9ps?/km, Ty = 60 fs,
Py ~ 10 kW ce qui conduita Lp = 40 ecm, Ly, = 0.8 mm, et N = 21. La puissance nécessaire pour faire ap-
paraitre respectivement un soliton fondamental est P; = 26W, soit pour un soliton d’ordre 21 : NV 2P, =11,6kW.
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24 étape : Fission solitonique Sous I’effet de perturbations, ce soliton supérieur se brise en ses
N constituants solitoniques fondamentaux, d’amplitude plus faible. L’origine des pertur-
bations different selon la durée du pulse initial : il s’agit soit d’instabilité de modulation,
soit de diffusion Raman, ou de dispersion de haut ordre ... Notre étude se place dans le
cadre de pulses relativement longs (7y ~ 100fs) ? : leurs périodes spatiales de compres-
sion/élargissement sont donc "grandes" : ils se propagent donc suffisamment longtemps
pour subir des instabilités de modulation dues a de I’amplification de bruit par gain Raman
avant de se fissionner. Les solitons, produits de cette fission, présentent alors d’importantes
fluctuations d’amplitude. Les processus physiques en aval étant tous dépendants de 1’am-
plitudes des solitons fondamentaux, un "jitter" en amplitude, en fréquence et en temps
apparait. Les impulsions du continuum sont donc completement incohérentes : on parle de
brisure induite par Instabilité de Modulation [38, 47].

3¢ étape : Soliton Self Frequency Shift Les N solitons sont éjectés un par un, selon leur puis-
sance créte et leur durée, et subissent alors un décalage spectral. Un modele simple [20]
montre que le décalage fréquentiel Avy que subit un soliton de largeur 7}, aprés une dis-
tance 2 de propagation dans la fibre MF est inversement proportionnel a 7} :

N’ D(N)q(T)z

Ayk X T]f

(1.43)

ol D(A) est la dispersion, et ¢(7}) représente le recouvrement entre le spectre du soliton
et le spectre de gain Raman. Comme les N solitons ont des amplitudes et des largeurs dif-
férentes [48], les fréquences centrales des solitons subissent un décalage spectral propre,
mais toujours dirigé vers les basses fréquences. Ceci correspond a 1’émergence des pics
spectraux distincts observés du coté A > A, au bout de quelques centimétres de pro-
pagation.

4¢ étape La création de ces nouvelles composantes spectrales, conservant leur caractere soli-
tonique, n’explique pas la formation du SC dans la zone A < Apompe. 11 s’avere que ces
solitons subissent des effets dispersifs de hauts ordres qui tendent a affecter leurs propriétés
spectrales et temporelles, sous forme d’un transfert d’énergie dans la zone de dispersion

normale, par création d’une onde dite dispersive apparaissant a A < A,ompe. De méme

L’impulsion initiale posséde une puissance créte Py similaire 2 N2 P, : I'impulsion initiale peut donc étre considérée
comme un soliton d’ordre N = 21. De plus, comme zp = 64 cm, la premiere compression marquant le début de la

génération du continuum a donc lieu au bout de 7 mm de propagation dans la fibre.
9 Avec un tel T}, le soliton initial est d’ordre trés élevé, il est extrémement sensible aux perturbations incohérentes

extérieures. D’apres [38], la cohérence d’un continuum peut &tre conservée en évitant la fission des solitons, c’est-
a-dire, soit en pompant dans le régime de dispersion normale, soit en utilisant des pulses de pompage trés courts
(= 50 fs).
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que précédemment, chaque soliton ayant une fréquence centrale différente, 1’accord de
phase avec une onde dispersive entraine la génération d’intervalles de fréquences pouvant
s’étendre jusqu’a I’'UV [37].

Cette description de la génération du continuum en différentes étapes provient de simulations
numériques basées sur 1’équation de Schrodinger non linéaire [43] décrivant la propagation de
I’impulsion initiale dans le milieu non linéaire considéré.

Des I’obtention de ce type de source, et avant méme que sa génération soit expliquée, le conti-
nuum de lumiere a été appliqué comme peigne de fréquences [49], et pour mesurer des fré-
quences de processus optiques ultra-courts.

Dans les paragraphes précédents, nous avons vu qu’il existe finalement de nombreuses fa-
cons de générer un continuum grace aux choix tres vastes du régime temporel de pompage, de
la structure de la fibre, de la longueur d’onde de pompage... La suite de ce chapitre consistera
donc en une présentation de nos choix pour la génération du continuum utilisé, et de sa caracté-
risation en terme de spectre de puissance, fluctuations de puissance pulse a pulse, et durée des

impulsions.

1.4 Caractérisation du continuum choisi

1.4.1 Quel régime temporel ? Quelle fibre ?

On souhaite disposer d’une source optique couvrant I’ensemble du spectre visible et infra-
rouge, suffisamment puissante pour pouvoir travailler efficacement avec une raie fine de lon-
gueurs d’onde issue de ce spectre, et pour pallier les pertes inhérentes a tout montage optique.
Les domaines visible et infra-rouge seront respectivement nécessaires pour I’excitation des mar-
queurs en microscopie de fluorescence (chapitres 2 et 3), et pour des applications de spectrosco-
pie pour la physiologie des milieux diffusants (chapitre 4).

La demande d’une haute puissance spectrale disponible a, en pratique, entrainé le choix du ré-
gime temporel de pompage : celle-ci sera d’autant plus élevée que la puissance créte de pompage
I’est. Les lasers picosecondes dont nous disposons fournissent une puissance moyenne d’environ
20 mW pour une puissance créte de 7 £V ; tandis qu’un laser femtoseconde délivre jusqu’a 1 W
de puissance moyenne et 100 kW de puissance créte. Le choix du régime de pompage se tourne
donc vers des impulsions femtosecondes.

La longueur d’onde de pompage de la fibre est contrainte par le spectre d’émission du laser, ac-
cordable entre 750 et 850 nm. Pour générer efficacement un continuum de lumiere, le régime de

dispersion anormale de la fibre microstructurée utilisée devra donc couvrir au moins partielle-
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ment cette zone spectrale. On choisit une fibre dont la longueur d’onde de zéro de dispersion est
de 780 nm.

Le montage choisi est ainsi le suivant :

800 mW, 150 fs

Laser MaiTai T
800 nm IF i continuum

Lentille d'injection Fibre MF

FI1G. 1.21 — Schéma du montage de la génération du continuum utilisé

Les éléments du montages ont les caractéristiques suivantes : Le laser de pompage femto-
seconde délivre des impulsions inférieures a 100 fs, de puissance moyenne 0, 8 W, de puissance
créte 125 kW, avec une fréquence de répétition de 80 M H z. Un isolateur de Faraday (I F') est
placé entre le laser et le premier élément optique, afin d’éviter que les réflexions du faisceau sur
les dioptres ne retournent dans la cavité laser. L’injection est assurée par une lentille asphérique
de focale 2 mm et d’ouverture numérique 0,5. Son choix sera justifié au paragraphe 1.4.3. La
fibre microstructurée non linéaire est a maintien de polarisation (type NL.PM.750 Crystal Fiber),

ses caractéristiques sont résumées dans le tableau suivant :

Matériau silice pure
Longueur I'm
Diametre de coeur 1,8 um
Diametre de gaine 120 pm
Géométrie hexagonale
Ouverture numérique 0,38
Z€ro de dispersion 780 nm
Coefficient non linéaire | 95 W ~1km ™!

C’est I’'une des fibres les plus usitées pour un pompage au voisinage de 800 nm. Elle possede en
effet un ceeur extrémement réduit (I’aire effective est d’environ 2 pm?), un trés fort coefficient
non linéaire, et une biréfringence suffisamment élevée (> 3.10~%) pour maintenir la polarisa-
tion des ondes a I’intérieur de la fibre. L’ensemble des longueurs d’onde générées par effets non
linéaires est polarisé suivant 1’axe lent de la fibre. Nous aborderons I’importance de cette pola-
risation a la fin de cette section. Avec ce montage, nous obtenons un continuum de lumiere dont
le spectre s’étend du proche visible a I'infra-rouge. La photographie ci-dessous est I’image du

spectre de la source diffractée par un réseau.
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480 nm ~800 nm

FI1G. 1.22 — Photographie du spectre du continuum de lumiére, obtenue par diffraction sur un

réseau de 600 traits/mm

En plagant a la sortie de la fibre MF des filtres de référence colorimétriques (Filtres Wrat-
ten R, G, B ; Kodak), on visualise en champ lointain la distribution modale du continuum pour
différentes plages de fréquences (fig.1.23). On vérifie ainsi, conformément aux prévisions, que

le continuum est monomode sur toute la gamme du visible [23].

R G B

FI1G. 1.23 — Photographies en champ lointain de la distribution spatiale du continuum pour les

trois bandes spectrales R, G, B

Le continuum généré sera employé dans sa globalité, c¢’est-a-dire toutes longueurs d’onde
confondues, pour des applications de spectroscopie, ou utilisé comme palette d’une multitude de
sources pour la microscopie de fluorescence, en sélectionnant une tranche de longueurs d’onde

A\ parmi le spectre disponible.
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1.4.2 Sélection spectrale

Cette sélection peut consister en un ensemble de filtres optiques passe-bandes relativement
larges (AX ~ 100 nm) ou de filtres interférentiels dont la bande passante est de 1’ordre de 10 nm.
L’inconvénient des filtres, et particulierement des filtres sélectifs, est leur faible rapport de trans-
mission (T~ 10 a 40%). Leur emploi ne peut étre envisagé que si la source polychromatique
délivre une puissance spectrale tres supérieure a la puissance utile. D’autre part, nous souhai-
terions nous affranchir de la nécessité de disposer d’une multitude de filtres pour atteindre, au
choix, n’importe quelle bande spectrale.

Dans ce cas, cette sélection peut s’effectuer par un élément dispersif (prisme, réseau ...), elle doit
minimiser les pertes de puissance et permettre une configuration de travail relativement simple.
En effet, puisqu’un prisme ou un réseau affecte a chaque longueur d’onde un angle de réfraction
ou diffraction différent, une compensation angulaire doit €tre introduite pour que 1’orientation
du montage en aval de la sélection n’ait pas a étre modifiée lorsque I’on change la longueur
d’onde.'.

Nous nous proposons ici d’utiliser un filtre acousto-optique (AOTF), accordable en longueur
d’onde sur la gamme du visible, de tres bon rapport de transmission et travaillant dans une confi-
guration angulaire fixée. Ce filtre, dont les propriétés de diffraction sont similaires a un réseau
physique, permet ici de disperser une fine partie du spectre du faisceau incident dans un ordre de
diffraction préférentiel, avec un excellent rendement. La sélection d’une bande spectrale précise
parmi le continuum est schématisée sur la figure (1.24). Un trou de faible diametre (ici 100 pm)
est placé au point de focalisation d’une lentille interceptant 1’un des deux ordres, afin d’épurer
spectralement le faisceau diffracté. L’ensemble { AOTF+lentille +trou} forme un monochroma-
teur dont les caractéristiques seront présentées au Chapitre 2. La sélection d’une bande spectrale
At % s’effectue ainsi par simple commande électronique d’une fréquence acoustique, avec une
résolution comprise entre 1, 8 et 3 nm sur la plage [470; 750] nm. L’avantage de ce systéme sur
un réseau physique est la simplicité de la configuration de travail (pas de compensation angulaire,
commande électronique), ainsi qu’un rendement de sélection plus élevé. De plus, il est possible
de sélectionner plusieurs longueurs d’onde simultanément, par un multiplexage de fréquences

acoustiques dans le cristal de I’AOTF.

19 Dans les microscopes commerciaux, la sélection spectrale est assurée par des filtres optiques ou un réseau : des

moteurs placés sur des miroirs ou sur les réseaux eux-mémes effectuent alors la compensation angulaire



46 Etude du continuum

alimentation et
commande
en fréquence

Laser >
Mai Tai

A4

IF Fibre MF Continuum AOTF L, Trou T,

monochromateur

FI1G. 1.24 — Principe du monochromateur acousto-optique. Un seul ordre de diffraction est re-

présenté. Apres le trou, I’intensité détectée présente un profil en sinus cardinal.

1.4.3 Spectre de puissance du continuum et fluctuations

Un premier spectre du continuum, relevé grace a un Analyseur de Spectre Optique (OSA,
Anritsu) a entrée fibrée, nous fournit le résultat suivant, représenté sur la figure (1.25) avec une

résolution de 5 nm :

FEEEANE
o L/
| AV

puissance (dBm)
Y
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\

0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8

longueur d'onde (pm)

F1G. 1.25 — Spectre du continuum relevé par OSA avec une résolution de 5 nm, \, = 800nm.

La source optique obtenue répond a notre attente, puisqu’elle couvre quasiment I’ensemble
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de la fenétre spectrale de I’appareil, avec une gamme de longueurs d’onde allant de 400 nm a
1700 nm.

Pour déterminer précisément la puissance spectrale disponible par tranche A\ de longueurs
d’onde, I’emploi d’un puissance-metre placé apres le dispositif de sélection spectrale décrit pré-

cédemment, nous fournit la courbe suivante :

600

500 [

400 1

300

puissance (LW)

200 |

100 |

O I I I I I I I
450 500 550 600 650 700 750 800 850

longueur d’onde (nm)

FI1G. 1.26 — Mesure du spectre de puissance du continuum en sortie du monochromateur, résolu-

tion spectrale < 3 nm

La puissance totale délivrée par le continuum définie dans la fenétre spectrale sélectionnée
est :

P =Y P(X).A (1.44)
A

est ainsi mesurée grace au spectre précédent. Elle s’éleve a P,,; = 97 mWW. Sachant que 1’on
utilise un laser délivrant une puissance moyenne de 800 mIV, I’efficacité de conversion (pertes
d’injection comprises) est donc de 12 %. Cette faible valeur peut étre imputée a 1’écart des ouver-
tures numériques entre la lentille d’injection (ON = 0, 5) et la fibre MF (ON = 0, 38). D’autres
lentilles ou objectifs ont été testés, mais la lentille choisie permet d’obtenir le continuum ayant

le spectre le plus lisse.

La luminance spectrale du continuum s’évalue grace a la définition rappelée dans I’introduction
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de ce chapitre :
P,

P = ARaAY
avec A I'aire effective de la fibre, AQ2 I’angle solide défini par I’ouverture numérique de la fibre

(W/em?.Hz.sr) (1.45)

et Av la largeur spectrale du continuum. Dans ces conditions!!, 3, = 4.107° W/cm?. Hz.sr,

soit environ 1000 fois supérieure a la luminance du spectre solaire.

La puissance mesurée précédemment avec le puissance-metre résulte d’'une moyenne temporelle
sur un grand nombre d’impulsions du continuum. Cette information suffit pour la plupart des ap-
plications actuelles de cette source (tomographie, colorimetrie, microscopie confocale ...) ou les
temps d’intégration du signal d’intérét (en s ou ms) sont tres grands devant la périodicité des
pulses du continuum (7y = 12,5 ns). Or, I’application de ce continuum comme source pour la
microscopie STED (abordée au Chapitre 3) nécessite une caractérisation plus poussée. En effet,
cette technique consiste a améliorer la résolution en imagerie de fluorescence en ajustant pulse
a pulse deux faisceaux issus du continuum, de longueurs d’onde particulieres, pour exciter puis
désexciter une zone de fluorescence. L’efficacité de dépletion, et par conséquent la résolution,
est directement reliée a la puissance contenue dans chacun de ces pulses. Il est alors nécessaire
d’avoir acces a la puissance disponible pulse a pulse et longueur d’onde par longueur d’onde,
autrement dit, aux fluctuations de puissances pour chaque bande spectrale du continuum.

Ces fluctuations ont été mesurées grace au montage suivant (figl.27) :

nNp, ~ 100 mW, A = 7.(2 pum)?/4 ~ 910 8em =2, AQ = 0,47, Av = cAN/N\? = 6.10'* Hz avec
A =500 nm
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FI1G. 1.27 — Schéma du dispositif d’enregistrement des fluctuations de puissance

Apres le dispositif de sélection spectrale précédent, on enregistre sur oscilloscope le niveau
d’intensité des impulsions a I’aide d’un photodétecteur rapide, ici un photomultiplicateur, dont la
bande passante est de 150 M Hz (> 80 M Hz). La base de temps est choisie de sorte de pouvoir
disposer d’un grand nombre d’impulsions : pour chaque longueur d’onde, nous effectuons un en-
registrement du bruit ambiant, et 10 enregistrements de 160 impulsions du continuum, soit 1600
impulsions sur lesquelles un traitement statistique sera effectué. Un exemple d’enregistrement de
pulses pour A = 620 nm est représenté sur la figure (1.28) : on remarque bien I’apparition des
pulses selon la périodicité du laser MaiTai, ils sont d’amplitude trés variable et pour certaines

positions du peigne temporel, on note une absence totale de pulses.

0.03

0.02

amplitude des implusions (u.a)

* absence de pulse

0 50 100 150 200

temps (ns)

F1G. 1.28 — Exemple d’un enregistrement de I’amplitude des pulses issus du continuum, a

A = 620 nm : la périodicité de 12,5 ns est celle du laser MaiTai.
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Ce type de mesures a été effectué pour une trentaine de longueurs d’onde dans la gamme
[470;720] nm. Nous tracons ensuite les histogrammes de 1’amplitude des pulses du continuum
et du bruit, en calculant dans les enregistrements précédents la probabilité d’obtenir un pulse ou
un niveau de bruit d’amplitude donnée. Quelques uns des histogrammes obtenus sont représentés
sur la figure (1.29) :
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F1G. 1.29 — Histogrammes fournissant la statistique de la puissance des pulses, ainsi que celle

du bruit de détection a différentes longueurs d’onde

La largeur des histogrammes de I’amplitude des pulses du continuum est directement reliée
a I’étendue des variations de puissance d’un pulse a ’autre pour une longueur d’onde donnée.
On observe ainsi de fortes différences entre les bandes spectrales : selon les longueurs d’onde,
la largeur des histogrammes, i.e les fluctuations de puissance, montrent de grandes disparités.
D’autre part, pour certaines longueurs d’onde, le recouvrement des histogrammes du bruit am-
biant et du continuum indique qu’une partie des pulses du continuum est de méme niveau que
le bruit (ces mesures sont bien siir a pondérer par la sensibilité du détecteur qui chute dans le
proche infra-rouge).
D’une maniere générale, pour calculer la valeur des fluctuations a chaque longueur d’onde a
partir de ces histogrammes, il faut tenir compte du fait que le signal e(t) détecté par le PM est
constitué de la somme du signal issu des pulses du continuum sg¢(¢) et du signal issu du bruit

ambiant s,(¢). Il s’exprime donc de la maniére suivante :

G(t) = Ssc(t) + Sb(t) (146)
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La variance de e(t) est donc la somme des variances de s(t) et b(t); 1’écart-type ogc de la

distribution des pulses est donnée par I’expression suivante :

osc =02 — o} (1.47)

sachant que 1’écart-type des signaux e(t) ou b(t) s’écrit :
| N
ot =5 (Xi - X)? (1.48)
i=1
ol N est le nombre de pulses , X; est I’amplitude d’un pulse, et X est I’amplitude moyenne. Les
écarts-type s’écrivent alors :
2 2 2 2 2 2 2
0f =< X*>—-< X >=fiXi+ fo X5+ ...+ [nX3— < X > (1.49)

ou f; est la fréquence d’apparition de la valeur X;. Les histogrammes précédents nous fournissent
ainsi I’écart-type de distribution de I’amplitude des pulses pour chaque longueur d’onde.
Pour chacune d’entre elles, 1’écart-type o et I’amplitude moyenne < Xgo > sont exprimés en

volts, et dépendent de la sensibilité du détecteur et du gain utilisé pour chaque longueur d’onde ;

néanmoins les rapports % sont comparables. Pour connaitre les valeurs des fluctuations
de puissance ogs¢,,,,, €xprimées en W, on utilise 1’égalité suivante :
JSC()\> — USCwatt ()\) (1 50)
< XSC > (A) PM Pmol/(A) puissance-meétre

Puisque le membre de gauche est connu grace aux histogrammes, et que F,,,,, est connue d’apres
les mesures réalisées avec le puissance-metre calibré (fig.1.26), nous déduisons la valeur des

fluctuations de puissances d’apres 1’équation (1.51) :

050(>\)

< Xeo > (V) Proy(A)(enW) (1.51)

PM

Uscwatt ()\) =

La figure (1.30.a)) représente les fluctuations de puissances ogs¢,,,,, rapportées a la puissance

moyenne P, :
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F1G. 1.30 — (a) Spectre des fluctuations de puissance du continuum (en %), (b) Spectre des

fluctuations de puissance du continuum (en W) et spectre de la puissance moyenne.

La figure (1.30.b)) représente en ligne solide la puissance spectrale moyenne, et les barres

d’erreurs ont pour hauteur 20¢¢,,,,. Ces fluctuations sont extrémement importantes, puisqu’elles

bt
atteignent parfois 100%, et quelle que soit la longueur d’onde, elles ont une valeur supérieure
a 30%. L origine de ces fluctuations tient majoritairement au processus méme de génération du
continuum. Dans le cas d’impulsions pompe de I’ordre de 100 fs, I’étape initiale de fission du
soliton de haut ordre en multiples solitons d’ordres fondamentaux est due a la diffusion Raman
stimulée et aux termes de dispersion de hauts ordres (termes en (35,03, ...).

La dispersion consiste en des modifications de I’indice de réfraction vu par ’onde : ses effets
dépendent de I’intensité, du spectre et de la durée de I’'impulsion, et des propriétés du matériau
guidant. Les fluctuations de puissance associées a ce processus sont donc restreintes aux fluctua-
tions de puissance de I’'impulsion pompe initiale, qui sont relativement faibles (2%).

Par contre, la diffusion Raman stimulée, dont le principe a été exposé au paragraphe 1.1.1.3,
consiste en I’émergence de nouvelles longueurs d’onde, par I’amplification cohérente d’un signal
contenu dans le spectre de gain Raman, aux dépends d’une onde pompe de forte intensité. Dans
notre cas, I’onde pompe est I’impulsion solitonique initiale, et le signal est composé majoritai-
rement de bruit (bruit ambiant, bruit quantique ...). Puisque le processus est cohérent, 1’intensité
du signal résultant est directement relié a I’intensité des deux ondes entrant en jeu : le bruit étant
aléatoire, la puissance résultante 1’est aussi. La suite des étapes permettant d’aboutir au conti-
nuum de lumiere tient en des processus non linéaires, c’est-a-dire dépendant de ’intensité des

impulsions. Dans cette configuration, aucun phénomene ne conduit au lissage des fluctuations.
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Si le spectre et la puissance des continua sont des caractéristiques simples a mesurer, il
n’en est pas de méme pour la détermination de la durée de leurs impulsions. En effet, en régime
picoseconde ou femtoseconde, les photodétecteurs classiques, avec un temps de réponse bien
supérieur a la picoseconde, sont trop lents pour mesurer des pulses de cette finesse temporelle.
La connaissance de la largeur des pulses est pourtant nécessaire, d’une part pour caractériser
completement notre source et évaluer ses champs d’applications potentiels, et d’autre part pour

déterminer la viabilité de cette source dans une expérience de STED.

1.4.4 Durée des impulsions du continuum

Depuis les années 80, les mesures de largeurs de pulses courts sont conventionnellement
effectuées par autocorrélation [50] : cela s’effectue en imposant un retard variable 7 entre deux
impulsions identiques E(t) et E(t — 7) a I’aide d’un interférométre de type Michelson, puis en
utilisant un cristal non linéaire pour former le produit /(¢)(t — 7), et en mesurant le flux corres-
pondant a cette fréquence double. Le schéma de principe d’un autocorrélateur en configuration

colinéaire et non colinéaire est représenté sur la figure (1.31).

N

Lame séparatrice déplacement

—
/ déplacement
—

Lentille — ——
Cristal non linéaire doubleur
®
°_ Filtre spectral e
iltre spectra
20 P
v V20
PM Détecteur PM
Configuration non colinéaire Configuration colinéaire

FI1G. 1.31 — Schéma de principe de I’autocorrélation optique par génération du second harmo-

nique non colinéaire ou colinéaire.

Le signal collecté par le détecteur s’écrit alors :

S(r) = / (Ot —7)dt (1.52)
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Pour obtenir I’information /(¢), il faut établir des hypotheses sur la forme temporelle de I’'impul-
sion, et c’est 1a I’inconvénient majeur de cette méthode puisque plusieurs formes d’impulsions
peuvent avoir la méme trace d’autocorrélation.

A partir des années 90 sont apparues des techniques plus avancées permettant d’accéder a une ca-
ractérisation complete des pulses E(t), i.e. amplitude et phase. Les méthodes spectrographiques
utilisées dans le systeme de Frequency Resolved Optical Gating (FROG) [51], consistent a mul-
tiplier I'impulsion a mesurer E/(t) par un filtre d’amplitude g(¢), puis 2 mesurer le spectre de
I’impulsion filtrée pour différents délais entre le filtre et 'impulsion a caractériser. On enregistre

alors un signal de la forme :

2

S(w,T) ’/ gt —7 ewp(—zwt)dt ‘/ signal(t — T)exp(—iwt)dt (1.53)

Comme le filtre ¢(t) est lui-méme une fonction de I’impulsion inconnue, I’inversion de S vers
E est réalisée par méthode itérative, avec I’inconvénient que celle-ci n’est pas forcément conver-
gente.
D’autres méthodes interférométriques, dites Spectral Phase Interferometry for Direct Electric
field Reconstruction (SPIDER), sont basées sur I’enregistrement d’interférences entre différentes
fréquences du spectre de I’impulsion a caractériser. Elles donnent acces a une différence de phase
spectrale, qui conduit par concaténation a la reconstruction de la phase temporelle de I’impulsion
[52, 53].
Dans le méme temps, des techniques d’autocorrélation sans utilisation de cristal ont vu le jour.
Elles sont basées sur la capacité d’absorption a 2 photons d’une photodiode [54, 55] et permettent
de combiner a la fois la multiplication de signaux optiques et la transformation de la lumiere en
courant. Les avantages de la photodiode sont nombreux :

— aucun accord de phase nécessaire

aucun alignement, excepté la focalisation précise du faisceau sur la photodiode

un tres faible cotit

une grande sensibilité et réponse spectrale large (plusieurs centaines de nm).
L’autocorrélation de pulses laser picosecondes [56, 57] et femtosecondes [58, 59] de forme
connue a été démontrée en employant cette technique. Mais dans le cas d’un continuum, la forme
temporelle de I'impulsion étant totalement inconnue, il est impossible d’appliquer une méthode
d’autocorrélation. Il est cependant envisageable de faire une intercorrélation.

A notre connaissance, I’ utilisation de 1’absorption a 2 photons d’une photodiode dans un disposi-
tif de mesure d’intercorrélation entre un pulse du continuum a mesurer et un pulse femtoseconde
connu, issu du laser de pompe n’a été testée qu’une seule fois, sur 5 longueurs d’onde parmi un

spectre de 400 nm de large, et avec une faible résolution temporelle [60]. C’est cette technique
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que nous nous proposons d’améliorer et d’appliquer a I’ensemble du continuum '2. Le principe
est le suivant : on dispose, grace au laser femtoseconde, d’impulsions /; de forme connue et en-
viron 10 fois plus courtes que les impulsions I; a mesurer. Nous les considérerons donc comme
portes temporelles de faible durée par rapport aux impulsions a mesurer.

Le signal électrique enregistré, comme dans le cas de 1’autocorrélation, s’€écrit :

i(r) = a / L)t — 7)dt (1.54)

ol « caractérise le processus d’absorption a 2 photons de la photodiode pour les longueurs d’onde
des impulsions et 7 le retard entre les 2 impulsions. A la convolution par Iy(t) pres, la durée
pendant laquelle i(7) ne sera pas nul est la durée de I’impulsion /;, et la forme de i(7) est la
forme de I (7). Les étapes principales de I’intercorrélation se résument de la maniére suivante :
— Apres isolation d’une fraction du faisceau femtoseconde, le retard temporel 7 = % entre
les deux types d’impulsions est géré par I’allongement du chemin optique d du faisceau
I,
— Chaque faisceau est modulé afin de le distinguer dans la chaine de détection électro-
nique,
— La multiplication des impulsions est assurée par 1’absorption a deux photons d’une pho-
todiode,
— L’acquisition du signal i(7) ou encore i(0) est assurée par cette photodiode suivie d’élé-
ments permettant d’isoler I’information utile.

Sur la figure (1.32) est schématisé le montage utilisé !° :

2Un montage FROG ou SPIDER n’a pas été envisagé puisque nous n’avions pas d’impératif relatif a la vitesse

d’acquisition des données et que 1’obtention de la forme du champ n’était pas un de nos objectifs.
13La photodiode choisie pour cette expérience est : Photodiode GaP, EDP-150-0, Roithner, de bande spectrale

[150; 550] nm.
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FIG. 1.32 — Schéma de principe de !’intercorrélation entre un pulse inconnu issu du continuum

et un pulse référence issu du laser

On appelle :
— 01()) la sensibilité spectrale d’absorption & un photon de la photodiode,
— 02(\i, A;) la sensibilité spectrale d’absorption a deux photons de la photodiode,
— Iy, Mo et I1,\; les intensités et longueurs d’onde respectives du laser femtoseconde (durée
< 100 fs), et de 'impulsion a mesurer issue du continuum.
Pour un retard 0 = c7 fixé, la photodiode délivre une intensité i(7) reliée a I’absorption d’un
photon de I ou de 3, et a I’absorption simultanée de deux photons de [, de deux photons de [,

ou d’un photon de [, et d’un photon de /;. Le courant détecté s’écrit alors :
i(1) = / [ 01(Mo) o + o1 (M) 1 + 02(No, Xo) I§ + 02(A1, M)IT + 02(No, M) IoLy] dE - (1.55)

Le terme traduisant I’intercorrélation est o5(\g, A1) o1 : pour différencier puis isoler ce terme,
on choisit de moduler avec deux fréquences différentes les impulsions du continuum et celles du
laser femtoseconde, puis d’effectuer deux détections synchrones successives. Le faisceau /; est
modulé a f; = 25 kH z vial’ AOTF, le faisceau I, est modulé a fy = 230 H z par un chopper. Les
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modulations sont des signaux en créneaux, du type [0; 5] V. Les signaux du type I? ont donc une
fréquence f;. L’intensité délivrée par la photodiode est ainsi composée de termes de fréquences

bien déterminées :

i(r) = / o1 (No) Io(t)dt + / oy (M) (t)dt / 2( Moy No) I2(t)dt

[ J/ N N J/

f=fo f=h f=fo
+ /02()\1,)\1)[12(t)dt+/O'Q()\(),)\l)fo(t—T)[l(t)dt (156)
f=h f=fo+h

La lere détection synchrone élimine les termes ne dépendant purement que de la fréquence

fo, on collecte

ips, (T) = / o () () dt + / o2 (A, A ) I2(8)dt + / o2 (Moy M) o(t — 1)L (B)dt (1.57)

A la sortie de la 2eéme détection synchrone, on élimine les termes ne dépendant que de fi, en

collectant ainsi ipg,(7) qui correspond au signal d’intercorrélation :

ips, () = / 2 (Noy M) o(t — 7T ()dt (1.58)

En mesurant ipg, pour différents retards J, nous obtenons une trace d’intercorrélation dont la
largeur nous fournit la durée de I’impulsion /;(¢) a caractériser, sans besoin d’hypothéses préa-
lables sur la forme temporelle. La précision de cette mesure est d’autant meilleure que le pulse
de référence I, est court.

Avant d’effectuer les mesures, nous avons testé les conditions d’absorption a 2 photons de la
photodiode choisie directement sur les pulses issus du MaiTai. Les résultats de I’autocorrélation,
concluants, sont présentés dans 1’annexe A.

Nous présentons ci-dessous le résultat de quelques intercorrélations pour différentes longueurs

d’onde, c’est-a-dire la forme moyenne [, (¢) des impulsions du continuum.
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FI1G. 1.33 — Traces d’intercorrélation entre les impulsions du laser MaiTai et les impulsions de

différentes longueurs d’onde issues du SC : formes temporelles moyennes des impulsions du SC

Celles-ci ne manifestent plus aucun point de comparaison avec 1’impulsion gaussienne ou
sécante hyperbolique du laser femtoseconde. Vues leurs formes complexes, la durée des impul-
sions est mesurée entre 10 % et 90 % de 1’énergie qu’elles contiennent. La figure (1.34) représente
en fonction des longueurs d’onde la durée des impulsions ainsi définies.
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FI1G. 1.34 — Durées des impulsions issues du supercontinuum (SC) en fonction de la longueur

d’onde : résultats expérimentaux.

Elles sont évaluées entre 1 a 6 ps environ sur une plage de mesure [500 ; 870] nm, ce qui
est cohérent avec les simulations développées au Chapitre 3 (figure 3.7).
D’autre part, comme la position du coin de cube a été relevée pour chaque mesure a 1’aide d’un
palpeur mécanique'¥, nous avons accés a I’information des temps d’arrivée des impulsions les
unes par rapport aux autres. La figure (1.35) représente en fonction des longueurs d’onde, le
retard pris par chaque bande spectrale dii a la dispersion de la fibre MF et a la traversée du cristal
de I’AOTFE. Les données de dispersion (coefficient 35) de la fibre utilisée et les caractéristiques
d’indice et de longueur du cristal étant connues, on peut tracer la courbe de retard théorique et

vérifier la bonne adéquation avec les retards mesurés.

14 1a précision en position du palpeur est de 10 zm, soit de 70 fs.
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FI1G. 1.35 — Répartition dans le temps des traces d’intercorrélation expérimentales entre les
impulsions issues du SC et du laser Maitai; et courbe théorique du retard imposé par la fibre
MF et le cristal de I’AOTF. (a) vue 3D, (b) vue 2D.

1.5 Conclusion

Les investigations spectrales, temporelles et de puissance apportent une caractérisation
complete de la source composée du continuum de lumiere et du systeme de sélection spectrale
acousto-optique, en terme de spectre, de puissance disponible par bande spectrale, de fluctuations
de puissance, de forme temporelle et de durée des impulsions. Ces informations permettent de
mieux appréhender les applications futures de ce type de source, et en particulier la microscopie
STED, qui nécessite une description non pas moyennée, mais pulse a pulse de la source. La mo-
délisation de la génération du continuum, d’apres un code de programmation de J. M. Dudley et
dont les résultats seront exposés au Chapitre 3, a rendu possible la comparaison et la validation
de nos mesures avec un schéma théorique couramment admis. La concordance de ces résultats
justifie nos méthodes expérimentales d’investigations. Le tableau (1.5) résume 1’ensemble des

caractéristiques mesurées pour le continuum associé au systeme de sélection spectrale :

Gamme spectrale utile [470; 850] nm
Puissance spectrale moyenne 250 pW/nm
Luminance spectrale 41072 W/em™2.sr L Hz™1
Fluctuations de puissance 30 2 100%
Durée des impulsions 1a6ps
résolution spectrale de la sélection < 3nm




Chapitre 2
Microscopie confocale de fluorescence

Le principe du microscope confocal a ét€ proposé en 1957 [61], puis utilisé expérimen-
talement a partir de 1980 suite au développement de sources laser adaptées et aux progres en
instrumentation électronique et informatique. Il s’agit d’une détection point a point du signal en
transmission ou du signal de fluorescence émis par 1’objet observé. Avec 1’apparition des pre-
miers modeles commerciaux en 1987, cette technique s’est treés vite imposée en routine dans
les industries pour le contrdle de pieces comme les circuits semi-conducteurs par exemple, et
comme |’outil indispensable en biologie, en permettant I’observation tridimensionnelle de struc-
tures microscopiques dans des échantillons biologiques transparents épais tels que des cultures
cellulaires ou de tissus [62]. Un microscope confocal fournit en effet des images plus nettes et
plus contrastées qu’un microscope conventionnel, sa particularité étant d’éliminer la lumiere in-
désirable issue des points situés hors du plan focal. En plus de faire apparaitre un plus grand
nombres de détails, chaque image représente un et un seul plan de 1’objet : il s’agit d’une coupe
tres fine, transverse a I’axe optique, dans le volume du spécimen. L’ensemble de ces sections op-
tiques sont enregistrées pour reconstruire une image tridimensionnelle de I’objet. Le biologiste,
ou autre utilisateur, a ainsi acces a des informations qui nécessitaient conventionnellement des
coupes réelles invasives de I’échantillon. Méme si un tel microscope est parfois utilisé en mode
de transmission, la plupart des scientifiques I’emploient dans le but de réaliser de I’imagerie de
fluorescence. Cette technique permet en effet de mettre facilement en valeur les zones d’intérét
de I’échantillon, telles que I’ ADN, des protéines, des virus, etc...

La microscopie confocale de fluorescence est désormais une technique de base sur laquelle di-
verses améliorations sont apportées ; la microscopie multiphotonique a 2 ou 3 photons en est un
exemple [63].

L’ objectif de notre travail est de montrer que le continuum de lumiere étudié€ au chapitre 1 est une

source optique viable pour des applications dans le domaine biologique, et en particulier pour
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réaliser des images confocales de fluorescence de cellules marquées par différents fluorophores.
Jusqu’a présent, les sources de lumiere pour ces microscopes sont choisies pour exciter différents
grands groupes de fluorophores. Il s’agit de lasers a gaz : HeNe (543 nm, 633 nm), Ar (453 nm,
488 nm, 513 nm)..., ou de diodes laser compactes dont la puissance peut étre ajustée de facon
plus simple que sur les lasers a gaz [64] et qui présentent une plage d’accordabilité de 1’ordre
de 25 nm [65]. Les microscopes commerciaux sont actuellement équipés de plusieurs lasers et
mettent a disposition jusqu’a 7 raies spectrales [66]. Bénéficier d’une source large, telle qu’un
continuum de lumiere permettrait d’éviter la multiplication des sources, de couvrir une gamme
plus étendue de spectres d’excitation de fluorophores, et donc de diversifier les marqueurs fluo-
rescents utilisés.

Nous reviendrons tout d’abord sur le principe d’un microscope confocal de fluorescence, puis
nous détaillerons le montage utilisé pour insérer ce continuum dans un microscope non commer-
cial. Apres avoir quantifié les résolutions spatiale et spectrale de ce microscope, nous montrerons
des images d’objets fluorescents, et de cellules dont I’ADN et le cytoplasme sont codés par dif-

férents marqueurs.

2.1 Principe d’un microscope confocal de fluorescence

Dans un microscope conventionnel, tous les points de 1’objet sont imagés de maniere si-
multanée : la lumiere de diffusion des points voisins aux zones d’intéréts vient perturber le signal
de fluorescence de celles-ci, I’'image est alors rendue floue. A contrario, I’invention de Minsky
fournit des images en focalisant séquentiellement un point de lumiere dans I’échantillon, et en
ne collectant que la lumiere de fluorescence émise par ce petit volume.

Le principe du microscope confocal est schématisé sur la figure (2.1).
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FIG. 2.1 — Schéma de principe d’un microscope confocal de fluorescence : 11, le volume de

ocalisation et T, sont conjugués.
Jug

En illuminant I’échantillon en un seul point, ¢’est-a-dire en faisant I’image d’un trou source
(T1) sur I’objet, on s’affranchit dans un premier temps d’une grande partie de la lumiere indési-
rable. De plus, la lumiere émise par I’ objet passe par un nouveau trou (Ts) qui filtre la lumiere qui
ne provient pas directement du plan focal : les points au voisinage de ce plan sont alors invisibles.
Le signal de fluorescence issu de ce petit volume (P.SFy;) est collecté par un photomultiplica-
teur (PM) puis enregistré. Le plan imagé est construit point a point en déplacant I’échantillon
sous I'illumination. Le miroir dichroique M réalise la sélection spectrale : il réfléchit la longueur
d’onde d’excitation du fluorophore, et transmet la longueur d’onde d’émission de celui-ci.
Il y a ainsi discrimination optique en profondeur et augmentation du contraste dans ’image. La

qualité de celle-ci dépend, comme pour tout microscope optique, des aberrations résiduelles, de
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la qualité de I’illumination de la pupille d’entrée, du bruit ambiant (fluctuations de puissance de
la source, bruit des détecteurs, bruit électronique...) mais aussi de la taille des trous de confocalité
(T, T). Pour une qualité maximale (contraste et résolution), le trou de filtrage doit étre réduit
a un diametre le plus faible possible. L'inconvénient est alors la chute drastique du nombre de
photons collectés, d’oli I'emploi de sources puissantes' et de détecteurs tres sensibles.

Plus précisément, I’échantillon n’est pas illuminé en un point géométrique S’ mais en un volume
de focalisation, représenté sur le schéma (2.1). On considere principalement le volume ellipsoi-
dal, appelé PSFy; (Point Spread Function d’illumination) sur le schéma (2.1), qui contient plus
de 85% de I’énergie focalisée par I’objectif. Il correspond a la réponse impulsionnelle de 1’objec-
tif lorsque la source est ponctuelle. Ses dimensions ne dépendent alors que des caractéristiques
de I’objectif. La figure (2.2) représente la forme générale de ce volume. Celle-ci n’est pas sphé-
rique car 1’objectif ne collecte pas la lumiere dans 1’angle solide complet (47 stéradians), mais

dans un angle solide défini et limité par son ouverture numérique.

FI1G. 2.2 — Sections verticale et horizontale du volume d’illumination principal PSF;; donné
par lobjectif imageur [67]. Les dimensions de ce volume seront précisées dans le paragraphe
2.1.1.2.

La résolution du microscope est directement reliée aux dimensions du PSF;, peut étre

définie par I’expression suivante :
PSFtOt = PSE” X PSFdet (21)

ou x symbolise une multiplication, et ou P.SF}.; est une fonction traduisant 1’influence de tous
les éléments existant entre 1’objet et la détection : huile, objectif, miroir, trou 7,. PSF},; traduit
ainsi le fait que la source est imagée sur 1’objet (PSFy;;), puis que ce méme point est imagé sur
le détecteur (PSFy.;).

Dans le cas d’une source et d’un détecteur non ponctuels, on peut dire de maniere treés générale

!dans la limite acceptable par I’échantillon (photobleaching).
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que la discrimination latérale et axiale est d’autant meilleure que les trous 77 et 75 ont un faible
diametre.

Pour mieux comprendre les différences de réponses impulsionnelles entre la microscopie conven-
tionnelle et confocale, nous nous limiterons a une théorie simplifiée mais suffisante pour les

mettre en avant. Celle-ci est détaillée dans 1’annexe B.

2.1.1 Réponses impulsionnelles
2.1.1.1 En microscopie conventionnelle

La réponse impulsionnelle en intensité d’une pupille s’€écrit :

PSFy(u,v) = I(u,v) = |hy(u,v)? (2.2)

hi(u,v) est la réponse impulsionnelle en amplitude de la pupille,

— wu est la coordonnée optique axiale normalisée :

2 ON?
u=""" 2.3)
A sl
— v est la coordonnée optique latérale normalisée :
2
v="rON (2.4)

—-r= \/m désigne un point dans le plan image,
— ON définit I’ouverture numérique image de la lentille, et ny 1’indice du milieu d’immer-
sion (cOté image).
Les réponses impulsionnelles dans le plan focal du systeme optique (cas ou u = 0) et le long
de I’axe optique (cas ou v = 0) dans le cas d’une pupille circulaire, s’écrivent sous la forme

suivante, ou .J; est la fonction de Bessel de premiere espece d’ordre 1 :

[,(0,v) = (2‘]1(”))2 (2.5)

v

I(u,0) = (%)2 (2.6)

I,(0,v) représente la distribution spatiale de la tache de diffraction de la lentille dans le

plan focal, elle est tracée sur la figure (2.3(a)). Cette figure bien connue est le profil spatial d’une

tache d’Airy. Selon le critere de Rayleigh, la largeur de cette distribution détermine la résolution
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latérale du systéme. Sachant que .J; s’annule pour v = 1, 227, le rayon de la figure de diffraction
vaut 0,61\ /ON et définit la résolution latérale théorique de ce systeéme optique?.

I, (u, 0) représente 1’étalement de la figure de diffraction selon I’axe optique z, sa courbe
est tracée sur la figure (2.3(b)). I (u,0) s’annule pour u = 47 , d’oll une répartition d’intensité
le long de I’axe optique de largeur & mi-hauteur 2An; /O N2,

2.1.1.2 En microscopie confocale

Les études théoriques de la propagation de faisceau en configuration confocale [68] donnent
les réponses impulsionnelles transverse et axiale suivantes :

s (0,1) = (L”) @7)
Ic,mf(u,()) = (%)4 (2.8)

Comme précédemment, le premier rayon (ou rayon de premiere annulation) de ces réponses défi-
nissent les résolutions latérale et axiale®, qui sont ici respectivement : 0, 44\ /ON et 1,4An, /ON?.
Les profils des réponses impulsionnelles d’un microscope confocal sont comparés a ceux d’un
microscope conventionnel sur la figure ci-dessous.

E\ () — conventionnel

© %\ (i) — conventionnel f
X A\ (i) --ee- confocal

..... confocal

o o
o o0

<
~

axiale normalisée Il(u,O)

Réponse impulsionnelle
latérale normalisée I, (0,v)
Réponse impulsionnelle

0.2

8 -6 4 2 0 2 4 6 8 -30 -20 -10 0 10 20 30

coordonnée latérale normalisée v coordonnée axiale normalisée u

(a) Réponses impulsionnelles latérales en mi- (b) Réponses impulsionnelles axiales en mi-
croscopie (i) conventionnelle et (ii) confocale. croscopie (i) conventionnelle et (ii) confocale.

FI1G. 2.3 — Réponses impulsionnelles en microscopie conventionnelle et confocale.

?Les largeurs 4 mi-hauteur des réponses latérale et axiale conventionnelles sont respectivement 0, 51\/ON et
1.77An; /ON?

SEn microscopie confocale, les largeurs 2 mi-hauteur des réponses latérale et axiale sont respectivement
0,37\/ON et 1.27\n; /ON?
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Au vu des expressions théoriques, on remarque que le passage d’un microscope a un autre
se réduit dans I’écriture des réponses impulsionnelles a une simple mise au carré. En consé-
quence, les résolutions en configuration confocale sont supérieures au cas de la microscopie
classique a balayage. Ceci est dii a la présence d’un détecteur ponctuel, dont I’influence est
détaillée mathématiquement dans 1’annexe B. Cette amélioration peut se comprendre qualitati-
vement, grace aux figures (2.4) et (2.5), qui détaillent la propagation des faisceaux plan par plan
pour chaque type de microscope et pour une source considérée ponctuelle. Quelle que soit la

configuration étudiée (classique ou confocale), la succession des plans est la suivante :

Source ponctuelle S / Lentille L / Plan objet ( ou intermédiaire) / Lentille L / Détecteur

Les deux montages optiques présentent donc une symétrie par rapport au plan intermé-
diaire, et I’on peut observer dans ce plan I’influence des différents éléments optiques sur la réso-
lution. Pour ce faire, il suffit de calculer leurs réponses impulsionnelles normalisées dans le plan
intermédiaire.

La source étant ponctuelle, elle illumine 1’objet selon une répartition d’intensité fixée par la
réponse impulsionnelle de la premiere lentille (PSEy;). Le détecteur est caractérisé par une
fonction masque m(z,y2) valant 1 sur la surface du détecteur et O ailleurs. La réponse im-
pulsionnelle caractérisant la partie détection du montage, rapportée dans le plan intermédiaire,
est PSFy.. Elle résulte de la convolution entre la fonction masque et la réponse impulsionnelle
de la lentille. La réponse impulsionnelle totale est le produit de ces deux réponses.

Dans le cas classique a balayage, comme il est représenté sur la figure (2.4), le profil de P.SF.;
est similaire a une fonction rectangle a bords arrondis de valeur comprise entre O et 1. La multipli-
cation fournit donc une réponse totale P.SF;,; quasiment identique a P S Fj;, i.e. une distribution
d’Airy.

Dans le cas confocal représenté sur la figure (2.5), le détecteur est ponctuel, il y a donc symé-
trie complete des éléments optiques et des réponses impulsionnelles : PSFy,; = PSFj;. Dans
le plan intermédiaire, la réponse totale est donc PSF}?, ce qui a pour conséquence de réduire
I’extension spatiale de la zone détectée, et donc d’augmenter la résolution.
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Source Détecteur
ponctuelle tot large

, m(s,. y,)
Plan source Plan Intermédiaire Plan image
(X0 Y) (x.y,) (X5, ¥,)

PSF,, = PSF,X PSE,,

PSF;ﬂt - PSF;[]

FIG. 2.4 — Origine de I’expression de la réponse impulsionnelle en microscopie a balayage non

confocale.
Source Détecteur
ponctuelle ponctuel

Plan source Plan Intermédiaire Plan image
PSE;, = PSE,

PSF = (PSF,) 2

tot

FIG. 2.5 — Origine de I’expression de la réponse impulsionnelle en microscopie confocale. Les

PSF sont légerement décalées axialement pour plus de clarté.
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Par analogie, I’amélioration de la résolution axiale est issue du méme principe.

Les montages classique et confocal a balayage utilisent les mémes éléments optiques, avec les
mémes propriétés de diffraction. Ce n’est que le filtrage spatial réalisé par le choix de source et
détecteur ponctuels, qui modifie les réponses impulsionnelles latérale et axiale des microscopes
confocaux, et leur donne des performances supérieures.

L’influence de la taille du trou de détection sur la résolution axiale et latérale a été explicite-
ment décrite par T.Wilson [69]. Les résultats de cette étude sont représentés sur la figure (2.6),
indiquant les variations de la résolution latérale et axiale (largeurs a mi-hauteur des réponses
impulsionnelles en intensité décrites en (2.8) et (2.7)) en fonction de la variable normalisée v,,.
Celle-ci prend en compte la longueur d’onde A collectée, le grandissement v, et I’ouverture nu-
mérique O N, de la lentille secondaire vue depuis 1’objet, ainsi que le rayon r; du trou devant le
détecteur, selon I’expression suivante :

2 ON,

Vy = — T
P >\d72

2.9

Si le diametre du détecteur devient important tel que v, > 4 le filtrage conditionnant la confo-
calité perd de son efficacité et la discrimination en z est dégradée (figure 2.6 b)). A I'inverse, un
détecteur excessivement petit réduit la quantité de lumiere détectée et diminue le rapport signal
a bruit du dispositif.

(a) (b)
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FIG. 2.6 — Influence de la taille du trou de détection sur la résolution axiale et latérale du

microscope [69].
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Grace a ces caractéristiques (haute résolution, meilleur contraste), le microscope confocal
est actuellement I’ outil d’investigation par imagerie le plus répandu en biologie. Nous souhaitons
insérer sur ce type d’outil le continuum de lumiere caractérisé au chapitre 1. Il s’agit de propo-
ser un montage entierement versatile en longueur d’onde, depuis la sélection de fines bandes
spectrales parmi le continuum, pour exciter le ou les fluorophores, jusqu’a la détection de la
fluorescence. Ainsi, le biologiste pourra choisir d’utiliser tel ou tel fluorophore non pas pour
son adéquation a une source optique, mais uniquement pour ses propriétés biochimiques parti-

culieres.

2.2 Description du montage

Apres la génération du continuum de lumiere, le premier élément du microscope confo-
cal est un filtre acousto-optique assurant la sélection électronique de la ou des longueurs d’onde
illuminant I’échantillon. Nous détaillerons les caractéristiques de cette sélection (rendement de
diffraction, sélectivité spectrale, vitesse de commutation) avant d’aborder la description du mi-
croscope proprement dit.

2.2.1 Sélection spectrale

Le choix d’un filtre acousto-optique (Acousto Optic Tunable Filter, AOTF) comme élément

de sélection spectrale a été argumenté au chapitre 1 (§1.4.2). Ce filtre isole une bande spectrale
parmi I’ensemble du continuum avec un meilleur rendement et une configuration de travail plus
simple qu’un réseau physique.
Un AOTF est constitué d’un transducteur piézo-électrique qui génere, lorsqu’il est alimenté par
un signal électrique radiofréquence, une onde de compression haute fréquence tres intense dans
le cristal de quartz ou de dioxyde de tellure (7'eO5) qui lui est acollé. Cette compression altere
localement I'indice de réfraction du milieu. Le cristal parcouru par I’onde acoustique contient
alors un réseau de phase, permettant par diffraction, de séparer les longueurs d’onde avec un
rendement tres élevé (cf. figure 2.7). L’angle de diffraction, appelé angle de Bragg, dépend de la
longueur d’onde optique A, de la longueur d’onde acoustique A, et de la vitesse v du son dans le
cristal selon la relation suivante [70], dite d’accord de Bragg :

AN

A 2.1
2A 2v (2.10)

sin Qbmgg =



2.2 Description du montage 71

Pour travailler dans la méme configuration spatiale, c’est-a-dire pour collecter le faisceau sélec-
tionné selon un angle fixe, il suffit de modifier la fréquence acoustique du générateur*. En effet,
a angle 0,44, constant, une radio-fréquence RF f donnée correspond a une longueur d’onde \
sélectionnée a +A\ pres (cf.figure 2.7). La sélection spectrale s’effectue donc uniquement par
la sélection €lectronique de la fréquence du signal RF.

alimentation 24V

générateur RF R amplificateur RF
70-150 MHz ” gain 30dB

Yy f)
Ordre -1 M+ A7“1
Ordre 0
— PN
Ordre 1 A+ Al ES 4-1»
© —
— Lumiere polychromatique
— non polarisée
A Mgy Ag,
AOTF

FIG. 2.7 — Schéma de I’alimentation et du fonctionnement d’un AOTF.

Le choix de I’AOTF a été dicté par la plage spectrale de fonctionnement, ici le visible-
proche infra-rouge, et par une efficacité de diffraction maximale. Le filtre choisi est un AOTF >
optimisé pour la gamme spectrale [400 ;700] nm, piloté par un générateur de radio-fréquences
(RF) pour des signaux allant de 70 M Hz a 150 M Hz. Le cristal de I’AOTF est taillé de telle
facon que les ordres 1 et -1 supportent des polarisations complémentaires. 11 suffit ainsi de pola-
riser linéairement le faisceau incident suivant I’une ou I’autre des deux directions de base pour
bénéficier d’un rendement maximum sur un ordre choisi. La mesure de I’efficacité n de I’AOTF
seul a été effectuée a I’aide d’un laser Hélium-Néon polarisé linéairement de telle sorte a favo-
riser I’ordre +1. Le rapport entre la puissance P, dans ’ordre +1 et la puissance incidente Fy

donne :
n=—=80% (2.11)

“En toute rigueur, dans une cellule acousto-optique classique, tout changement d’angle de Bragg doit étre ac-
compagné d’une réorientation du cristal par rapport au faisceau incident, pour réobtenir une efficacité de diffraction

élevée. Dans le cas d’un AOTF, ce dernier réglage n’est pas a faire.
SAOTFE.nC, AAOptolectronique, France
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[’avantage de notre montage est qu’il n’y a peu de pertes de puissance dans le continuum dues
a la traversée d’un polariseur puisque le continuum est généré essentiellement selon une seule
direction de polarisation grace au profil de la fibre microstructurée (cf.§1.5.1), et que I’orientation

par rapport a la ligne de base de I’ AOTF s’ajuste par simple rotation de la fibre sur son support.

générateur
RF
orientation de amplificateur
la polarisation

AN S

Laser
Mai Tai

IF Fibre MF  Continuum AOTF Ly TrouT
FIG. 2.8 — Schéma du montage utilisé pour réaliser une sélection spectrale parmi le continuum.

En pratique, comme le montre la figure (2.8), le continuum de lumiere est tout d’abord
collimaté puis traverse I’ AOTF. Celui-ci est orienté par rapport a 1’axe optique de telle facon que
le faisceau diffracté dans 1’ordre +1 soit colinéaire a 1’axe du banc optique en aval.

200

150

(u.a)

100

50

(b)

FI1G. 2.9 — (a) Image CCD au foyer d’une lentille du profil spectral de l’ordre 1 du réseau
acoustique illuminé par le continuum, avec Aseiection = 600 nm, (b) Intercalage d’une densité et

agrandissement, (c) Masque numérique équivalent a un diametre de 100 pum placé sur I’ordre 1.

Dans I’ordre +1, on ne retrouve qu’une tres étroite partie du spectre du continuum, contrai-

rement a un réseau physique mince ou le spectre complet est diffracté dans chacun des ordres.
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L’image (2.9.a.) est obtenue en placant une caméra CCD au foyer d’une lentille interceptant
I'ordre +1 issu de I’AOTF. Nous observons un profil spectral du type sinc?, et dont la largeur a
mi-hauteur est mesurée, sur la figure (2.9.b.) a 20 pum, soit en tenant compte de la focale de la
lentille et de la loi de Bragg, une largeur de 0.5 nm. Le trou 77 de diametre 100 pm sur lequel
est focalisé ce spectre filtre les lobes secondaires et épure finement le spectre du faisceau. Nous
ne filtrons pas les deux bandes latérales les plus proches du pic central pour conserver un maxi-
mum de puissance. La largeur de la bande spectrale transmise par le trou est de alors de 2 nm
environ, comme nous le verrons ci-apres. L'ensemble { AOTF+L,+7)} a ainsi la fonction d’un
monochromateur, dont la résolution spectrale est déterminée par la réponse impulsionnelle du
réseau de phase.

Dans un premier temps, il s’agit de connaitre la reégle de sélection spectrale que 1’on uti-
lisera par la suite, c’est-a-dire la correspondance fréquence acoustique-longueur d’onde optique
sélectionnée. Pour ce faire, on illumine I’ AOTF par le continuum et on place un spectrometre a la
sortie du monochromateur, derriere le trou 7;. En faisant varier la fréquence du signal délivré par
le générateur RF, on releve la courbe ci-dessous (fig.2.10.a.). On dispose ainsi des fréquences de

commande 2 utiliser pour obtenir n’importe quelle bande \ + % parmi le spectre du continuum.

(a) (b)

1000 — 0.02
— 900 | | oo +
g
< 0.016
< 800 r
= -
S % 0.014
5 700 r s
S  0.012
g <
S 600 1 =
0.01
500 r 1 0.008
400 e 0.006 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
50 70 90 110 130 150 400 500 600 700 800 900 1000
fréquence acoustique (MHz) longueur d'onde (nm)

FI1G. 2.10 — Sélection spectrale par monochromateur acousto-optique : correspondance fré-

quence RF du générateur-longueur d’onde sélectionnée.

Cette relation fréquence RF-longueur d’onde sélectionnée vérifie bien la relation de Bragg,
car la courbe 1/ f en fonction de A est bien une droite (figure 2.10.b.). Les points expérimentaux

se distribuent sur la courbe théorique avec une précision de 2% sur la gamme [420;970] nm,
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plus large que celle spécifiée par le constructeur.

Dans un deuxieéme temps, nous avons mesuré la résolution spectrale de ce monochromateur,
c’est-a-dire la largeur A\ de la bande spectrale sélectionnée en fonction de A. Nous choisissons
d’illuminer I’ AOTF avec un faisceau de spectre tres étroit, considéré comme une distribution de
Dirac et de relever la largeur de la bande de fréquences RF pendant laquelle le signal optique
apres le monochromateur est d’intensité non nulle. Lorsque I’ AOTF est placé sous I’illumination
du laser MaiTai en mode non verrouillé en phase (A = 755 nm), la réponse enregistrée au cours
d’un balayage en fréquences par une photodiode placée derriere le trou 77, a la forme suivante
(fig. 2.11) :

(a) (b)
10 10
233 8
25
26l 6
'—‘;E 3 nm
22
ES 4t 4
9 2 |
852, 2
£ 3 ,
0 0

74.6 75.0 754 758 76.2 746 750 754 758 762 766
fréquence RF (MHz) longueur d’onde (nm)

FIG. 2.11 — (a) Réponse impulsionnelle du monochromateur a 755 nm (laser Mailai en mode

non verrouillé en phase) au cours d’un balayage en fréquence RF, (b) affichage en longueur
d’onde.

D’apres la loi de correspondance frp-A établie précédemment, cette courbe peut étre tra-
cée en fonction des longueurs d’onde optiques. On obtient ainsi la réponse impulsionnelle de
I’ensemble { AOTF+L,+717}. Le rapport d’amplitude entre le pic central et le premier pic est de
5,8.1072, soit un rapport de -13 dB. Cette courbe a donc bien la forme en sinc? proposé par le
constructeur, relative a la fonction de transfert rectangulaire du champ acoustique. La résolution

spectrale du systeme se définit comme la largeur a mi-hauteur de cette réponse, soit ici 3 nm a
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755 nm. Mais cette résolution spectrale dépend de la longueur d’onde. En effet, la largeur de la
bande collectée par le trou 7} dépend de 1’angle d’incidence des différentes longueurs d’onde
sur la lentille L. Pour établir la relation A\ en fonction de A#, on différentie la loi de Bragg

(équation 2.10) selon :

2
AN = ”‘}OSQM 2.12)
Or, d’apres la figure (2.8),
Af ~ tanf = i (2.13)

f/
ou d est le diametre du trou 77 et f” est la longueur focale de la lentille L;. On en déduit que la
largeur A\ de la bande spectrale dépend de A selon la relation 2.14 :

2vd
AN =2 cos 6 (2.14)

rr
Le trou 77 et la lentille L, gardent une position identique quelle que soit la longueur d’onde A
sélectionnée, 1’angle ¢ est donc constant. Et comme le rapport % est proportionnel a A d’apres la

loi de Bragg, on en déduit que :

A
AN = — 2.15
R (2.15)

Le coefficient de proportionnalité R, i.e. la résolution, est donné par la mesure précédente, ou
AN = 3 nm pour A = 755 nm, soit R = AAA = 250. La figure (2.12 .a.) représente 1’ensemble
des réponses impulsionnelles calculées pour différentes longueurs d’onde incidentes. Chaque
trace est un sinc? dont la position du pic central dans I’espace (frr — Asetection) SUit la loi de
Bragg vérifiée précédemment (fig.2.10). La courbe (2.12 .b.) présente la résolution spectrale du

monochromateur sur la gamme de longueurs d’onde utilisées, d’apres la relation (2.15).
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FI1G. 2.12 — (a) Réponses impulsionnelles du monochromateur calculées pour I’ensemble du
spectre, (b) Résolution spectrale du monochromateur en fonction de la longueur d’onde sélec-

tionnée.

La résolution est donc d’autant meilleure que la longueur d’onde est courte.

Le dernier point a aborder est le temps de commutation de I’AOTF. Dans un processus d’ima-
gerie point a point tel que la microscopie confocale, le temps d’acquisition d’une image est di a
la somme d’un certain nombre de temps d’attente pendant lesquels s’effectuent la sélection de la
longueur d’onde adéquate, le déplacement de 1’échantillon ou d’orientation du faisceau, I’inté-
gration du signal, puis 1’acquisition de celui-ci. Réduire la durée d’exécution d’un de ces ordres
permet de réduire le temps d’acquisition d’une image. Pour estimer le temps de la mise en place
de I’onde acoustique dans le cristal, I’AOTF est soumis a un échelon de tension (signal acous-
tique composé de "burst") donnant la consigne de 1I’établissement ou non du réseau acoustique,
et est illuminé par un faisceau optique issu d’un laser Helium Néon a 632 nm. Nous observons
sur I’ordre +1 de I’AOTF I’arrivée du signal optique sur une photodiode rapide. Nous obtenons
la courbe (2.13). Le temps de montée ¢, du signal optique entre 10 et 90 % est de 1,2 us, soit
une bande passante de 130 £H z.
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FI1G. 2.13 — Mesure du temps de montée de I’AOTF : réponse a un échelon de tension.

Ce systeme de sélection spectrale par élément acousto-optique présente ainsi de nombreux

avantages :

2.2.2

des pertes de puissance minimales

un fort pouvoir sélectif en longueur d’onde

une grande bande passante

capacité de sélectionner simultanément plusieurs longueurs d’onde

aucun mouvement mécanique nécessaire pour modifier la ou les longueurs d’onde
une rapidité de sélection

un seuil de dommage élevé pour résister a I’'incidence de faisceaux puissants

Montage optique

Le laboratoire ne disposant pas de microscope confocal sur lequel le continuum aurait pu

étre inséré, nous proposons le montage complet suivant (fig 2.14) :
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FIG. 2.14 — Schéma de principe du microscope confocal réalisé

Le continuum (SC) est tout d’abord collimaté avant d’étre filtré par I’ AOTF;. Nous collec-
tons dans I’ordre 1 la longueur d’onde d’excitation choisie. Le faisceau est filtré spectralement
de maniere fine grace a I’ensemble lentille L, et trou 77, puis il est élargi spatialement par la
lentille L,. Le diametre du faisceau est alors rendu similaire au diametre de la pupille d’en-
trée de I’ objectif imageur O, pour assurer une utilisation optimale de son ouverture numérique
(ON=1,35, immersion a I’huile). Le faisceau, polarisé horizontalement, traverse une lame sé-
paratrice de polarisation large bande 90/10, puis est focalisé sur 1’échantillon. Celui-ci est fixé
sur un porte-échantillon dont la position est réglée par trois platines de translation et dont le dé-
placement XYZ est contrdlé par un cube piézo-€lectrique (PZT) commandé informatiquement.
Le signal de fluorescence ainsi que le signal d’excitation diffusés dans le cone de collection de
I’objectif imageur sont collimatés par O, sont réfléchis par la lame séparatrice. La polarisation
verticale est réfléchie de maniére préférentielle, avec une efficacité de 90%. Les deux faisceaux
traversent un deuxieéme filtre acousto-optique AOT F5, afin d’assurer la détection de la fluores-
cence seule, qui est diffractée préférentiellement dans 1’ordre -1, représenté sur le schéma. Un



2.3 Caractérisation du microscope : résolutions spatiale et spectrale 79

ensemble {objectif Oq+trou 75} forme le deuxieme systeme de filtrage®, juste avant un photodé-
tecteur.

Le signal de fluorescence est un signal a bas flux nécessitant 1’ utilisation d’un détecteur sensible.
Nous choisissons un photomultiplicateur équipé d’un gain ajustable ’. Le signal obtenu est en-
taché de bruits décorrélés de la fluorescence (bruit ambiant et électronique) altérant de maniere
tres importante la qualité de I’information. Une commande spécifique de 1’AOTF; permet de
moduler le faisceau d’excitation : le signal de fluorescence 1’est donc également, a la méme fré-
quence. Un boitier de détection synchrone placé apres le photomultiplicateur fournit un signal
de fluorescence démodulé et affranchi de la plus grande partie du bruit.

Pour visualiser le placement des échantillons sous le faisceau d’illumination avant I’enregistre-
ment, nous ajoutons un systeme d’éclairage de Kohler. L’échantillon est éclairé de facon uni-
forme par une LED blanche. L’ objectif O, fait I'image de la zone éclairée sur une caméra CCD.
Cette image est renvoyée grace au miroir M¢ocp a placer devant le filtre AOT' F5, puis est agran-
die par une lentille L3 d’une dizaine de cm de distance focale. La position de la caméra est telle
que lorsque la configuration confocale est ajustée, 1’image du plan objet pointé par 1’objectif
O est nette sur I’écran vidéo. Ce systeme d’imagerie sur caméra nous fournit ainsi une image

agrandie de la zone de 1’échantillon placée dans le plan focal de 1’objectif O;.

Préalablement a 1’imagerie, nous avons quantifié les résolutions spatiale et spectrale atteintes

avec notre dispositif.

2.3 Caractérisation du microscope : résolutions spatiale et spec-

trale

La résolution spatiale du microscope correspond aux dimensions de la PSF;,;. La mesure
de celles-ci nécessite en toute rigueur 1’utilisation d’un objet ponctuel. N’ayant pas employé ce
type d’objets (billes d’or par exemple), nous n’avons acces qu’a une information indirecte sur la

résolution.

2.3.1 Résolution latérale

Nous déterminons ci-dessus la largeur de la P.S F}; en mesurant la largeur a mi-hauteur de

la figure de diffraction de 1’objectif illuminé dans nos conditions expérimentales. En placant un

6¢f. §2.1 Principe du microscope confocal
"PMT H6573, gamme spectrale [185 ;850 nm], Hamamatsu, Japan
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miroir dans le plan de focalisation, on visualise sur la caméra CCD I’'image de la tache d’excita-
tion fixée par I’objectif imageur O;. Celle-ci est reproduite sur la figure (2.16). Pour déterminer
ses dimensions, il suffit d’établir une correspondance pixels CCD « microns, en réalisant une
image d’un objet calibré. Nous utilisons une mire gravée sur un support de silicium : I’image en
transmission de cette mire est représentée sur la figure (2.15.a.). Ce type d’objet est obtenu en
quelques étapes qui sont : le dépdt d’une résine photosensible sur toute la surface de la plaque
de silicium appelé wa fer, la fabrication d’un masque en silicium oxydé (Si0;) représentant le
motif voulu, I’insolation UV de I’ensemble wafer enduit + masque, le développement de la ré-
sine puis I’attaque chimique au KOH pour graver le silicium en profondeur sur les zones non
protégées par le masque. Les zones brillantes de la figure (2.15.a.) ont été gravées et sont trans-
parentes, tandis que les zones sombres correspondent a du silicium non gravé, opaque. Avec
cet échantillon, nous disposons d’un objet de contraste optimal, et d’un motif de période 8 pum
avec une précision sur cette valeur supérieure au millieme. Le signal vidéo de la caméra nous
fournit un profil de I'image du motif, tracé sur la figure (2.15.b.). La connaissance de la période
du motif permet de convertir I’axe d’échantillonnage de la caméra en pum et conduit ainsi a la
détermination de la taille du spot d’excitation.

—>
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FIG. 2.15 — Image en transmission d’une mire sur silicium placé sous ’éclairage Kohler et signal

vidéo d’une ligne profil de cette image pour la calibration en um d’une image caméra.
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FI1G. 2.16 — Image de la tache de focalisation donné par I’objectif imageur O, et profil obtenu

par lecture du signal vidéo.

La largeur a mi-hauteur du spot d’illumination est mesurée a 340 nm =2 nm. La lecture de
la périodicité de la mire et de la taille du spot sont les principales sources d’erreur. Pour comparer
ce résultat a la résolution attendue, il est impossible d’utiliser les expressions théoriques usuelles
rappelées au paragraphe 2.1.1.2, car celles-ci sont calculées dans le cas d’une source ponctuelle
et d’un objet ponctuel. Le cas d’une source "large" et d’un objet plan est abordé dans I’annexe B :
il en résulte que la distribution transverse détectée est en champ, la convolution dans le plan de
I’échantillon, de la fonction décrivant la source et de la réponse impulsionnelle du syst¢eme dans
le cas ou la source est ponctuelle et I’objet plan, soit encore la convolution entre une fonction
disque et une fonction de Bessel. Pour estimer 1’élargissement introduit par cette convolution, il
faut quantifier la largeur du disque, c’est-a-dire la largeur de la source vue depuis I’objet ; ainsi
que la largeur de la fonction de Bessel.

— D’apres la figure (2.9.c.), on peut estimer le diametre du lobe central du faisceau source

a 20 pm. Le grandissement du systéme optique entre la source et le plan objet est ;s =

objectif/ J1, SOit lors de cette mesure 4, =~ 1/200. La largeur de la fonction disque est
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donc évaluée a 100 nm.
— La fonction de Bessel traduisant la réponse impulsionnelle du systeme composé d’une
source ponctuelle et d’un objet plan s’écrit :

2J1(27W0N T)
2TWON r

La largeur a mi-hauteur de cette courbe est estimée a 290 nm.
La convolution de ces deux fonctions fournit une réponse en champ de largeur a mi-hauteur de
I’ordre de 390 nm. La réponse en intensité présente donc une largeur 1égerement réduite.
L’ordre de grandeur de la largeur de la réponse expérimentale (340 nm) est ainsi vérifié. On peut
raisonnablement supposer que la résolution latérale de notre montage est proche de la théorie
s0it 0.51A/ON ~ 210 nm

2.3.2 Résolution axiale

Le volume d’illumination est approximativement un ellispoide dont le grand axe est co-
linéaire a 1’axe optique Z. Lors d’un déplacement selon cet axe, un échantillon plan, tel qu’un
miroir, traverse 1’ellispoide selon son grand axe. En enregistrant le signal réfléchi par le miroir au
cours de sa translation selon I’axe optique, nous obtenons la courbe suivante (fig.2.17) ou I’on vé-
rifie bien une augmentation du signal de réflexion, 1’atteinte d’un maximum puis la décroissance

du signal. Cette courbe représente la réponse axiale du microscope a un objet plan.
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intensité détectée (u.a)

20 -15 -10 -5 0 S5 10 15 20
déplacement axial (um)
FIG. 2.17 — Mesure de la réponse axiale du microscope confocal équipé d’un objectif X100 a un

objet plan : enregistrement du signal a \ = 550 nm réfléchi par un miroir plan en translation

selon I’axe optique.

La largeur a mi-hauteur de cette courbe est ici de 1,70 £+ 0, 05 pum.
Pour les mémes raisons que précédemment (1’objet n’est pas ponctuel), cette dimension ne peut
étre comparée a la résolution axiale théorique classiquement utilisée. On peut dire néanmoins que

la réponse impulsionnelle axiale en champ correspondant a un systeme composé d’une source

sin(u/4) 2m ON?
u/4 A n

a mi-hauteur est évaluée a 1, 1 ym. Deux phénomenes peuvent €tre a 1’origine de I’ élargissement

ponctuelle et d’un objet plan est un sinus cardinal s’écrivant avec u = z. Salargeur
de cette réponse en champ : il faut prendre en compte d’une part 1I’étendue de la source, et
d’autre part, les aberrations sphériques introduites par 1’objectif de focalisation sur le détecteur®.

La réponse impulsionnelle en intensité du montage complet est ainsi nécessairement élargie.

2.3.3 Résolution spectrale

Comme il I’est indiqué sur le schéma du microscope (figure 2.14), deux AOTF sont utili-
sés : I’'un pour la sélection des raies spectrales d’excitation des fluorophores, et 1’autre pour la sé-
lection des raies d’émission parmi I’ensemble de la lumiere collectée au niveau de I’échantillon.
Ces deux filtres ont les mémes caractéristiques, la résolution spectrale du filtrage en émission est

donc identique a celle du filtrage en excitation, soit de I’ordre de 2 nm (cf. figure 2.12). A titre

8Cet objectif n’est pas optimisé pour notre configuration de travail oo/ foyer. L’ estimation des aberrations sphé-

riques qui le caractérisent montre cependant qu’elles restent faibles.
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de vérification du bon positionnement et du bon fonctionnement de I’AOTF,, quelques gouttes
de Rhodamine B déposées sur une lamelle de microscope sont placées sur le porte-échantillon.
Avec une excitation a A = 543 nm, et un balayage en fréquence de la commande du deuxieme
AOTF, nous enregistrons le spectre d’émission de la Rhodamine B. Celui-ci est représenté sur la

figure (2.18) et se superpose tres exactement au spectre publié dans la littérature.

"théorique"

expérimental

o
o

S
o

o
~

o
)

ecccencncnaa

spectre d’émission normalisé (u.a)

0 ‘ ‘ ‘
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longueur d’onde (nm)

FIG. 2.18 — Spectres d’émission de la Rhodamine B (excitation a 543 nm) : publié dans la

littérature (en pointillés) et expérimental (en trait plein) obtenu par balayage en fréquences de
I’AOTF,.

Le systeme de sélection spectrale en émission de fluorescence est donc tout a fait opéra-
tionnel.

2.4 Imagerie confocale en mode réflexion

Les premiers tests de notre systeme ont consisté en I’imagerie d’objets 2D et 3D réfléchis-
sants et non fluorescents pour écarter tout probleme lié a la détection de signal a bas flux. Le
déplacement de 1’échantillon sous le faisceau d’illumination est assuré par la commande électro-
nique d’un cube piézo-électrique’ de course 100 pm et de pas minimal 1,5 nm, selon les trois
axes X,Y et Z. La répétabilité sur le positionnement est de 25 nm.

9P-611.3-S, Nanocube® XYZ PiezoNanopositionning Systems, Physike Instrumente
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L’échantillon bidimensionnel utilisé est une mire de silicium de période 8 pm, identique a celle
décrite dans le paragraphe précédent. Une image confocale de cet objet est reproduite sur la fi-
gure (2.19). Le champ d’observation est d’environ 20 x 20 um? et le déplacement élémentaire

de I’échantillon dans les deux directions du plan est de 230 nm :

(b)

(u.a)

0 4.5 9 13.5 18 22.5

pm

(u.a)

FI1G. 2.19 — (a) Image confocale bidimensionnelle d’une mire silicium réflechissante de période
8 um (~ 20 x 20 pm?, pas de 230 nm, X\ = 550 nm, objectif x100) et (b) ligne profil de I’image.

Les zones blanches et sombres correspondent respectivement aux parties transparentes et
opaques de I’échantillon. On vérifie tout d’abord la trés grande similarité entre cette figure et
I’image en transmission donnée par la caméra (fig.2.15.a.). Les zones brillantes apparaissent
rondes, et sont caractéristiques du phénomene de sous-gravure existant lors de 1’attaque chi-
mique du silicium par le KOH. Les dimensions spatiales de I’image sont reliées au nombre de
pas élémentaires réalisés par le cube piézo-électrique au cours de la commande de translation ;
d’apres la correspondance nombre de pas «— microns du cube, la périodicité du motif est es-
timée a 8,05 um £ 0,03um a 'erreur de lecture pres sur la position des motifs. Sachant que la
résolution latérale du microscope est de 0,34 pum, cette mesure est en excellente concordance

avec la valeur attendue et conforte le bon fonctionnement et le bon étalonnage du transducteur.

L’échantillon tridimensionnel choisi est un wafer en silicium présentant une marche de 20 um
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de hauteur, séparant une surface lisse de silicium en hauteur d’une zone rugueuse de silicium
attaqué chimiquement, en contre-bas. Une image de cet échantillon au profilometre optique est
donnée sur la figure (cf. fig.2.20).

FI1G. 2.20 — Image au profilometre optique d’un wafer de silicium présentant un relief de hauteur
20 pum).

La hauteur de la marche de silicium est mesurée a 28,9 4+ 0,05 um. La rugosité de la
zone inférieure n’est pas visible, car la dynamique de la mesure pour cette surface est nettement
dégradée du fait de la hauteur de la marche.

Nous présentons sur la figure (2.21) quelques uns des plans obtenus pour différentes altitudes
lors d’un balayage tridimensionnel de 1’objet. Chaque plan est un champ de 60 x 75 um?, avec
un déplacement élémentaire dans le plan de 750 nm, et un déplacement élémentaire axial de

1,5 pm.
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FI1G. 2.21 — Images confocales bidimensionnelles pour différentes altitudes Z d’une surface de
silicium présentant un relief (60 x 75 pm?, pas de 750 nm, A = 550 nm, objectif x40, ON=0,65

sans immersion). Intensité affichée en unités arbitraires.

Sur ces images, plus la teinte attribuée a un point tend vers le rouge, plus ce point est a

proximité du volume confocal (PSF;;). Au cours du déplacement axial de 1’échantillon, nous
vérifions d’apres la teinte associée au plan rugueux, que celui-ci apparait dans le plan focal tandis
que disparait le plan supérieur. La hauteur de cette marche est estimée a 27 + 3 um : I’ordre
de grandeur est vérifié et I’incertitude majoritaire provient en partie du faible échantillonnage
selon 1’axe Z, mais aussi de la taille du volume d’illumination donné par I’objectif x40 utilisé'”
(~ 2,5 pm). D’autre part, la pente de cette marche est mesurée a 50 £ 5°, selon les zones ou
cette mesure est effectuée, et théoriquement, 1’angle de gravure du silicium - directement lié a la
position des plans cristallins - est de 54, 7°.
Ces images bi- ou tridimensionnelles montrent donc des caractéristiques spatiales tout a fait
similaires aux objets observés. On valide ainsi le bon fonctionnement du microscope confocal
en "mode réflexion". Le tableau suivant résume I’ensemble des caractéristiques du microscope
confocal réalisé (objectif x 100 a immersion) :

19Dans le cas d’une source ponctuelle, et d’un objet plan, la réponse axiale en intensité du systéme optique est un

sinc?(u/4), de largeur a mi-hauteur Uy g = 2T”OTN2 z =0,89, soit z = 2,2 um.
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Largeur de PSFy; 340 nm
Largeur de la réponse axiale 1,7 um
Résolution spectrale 2nm

Volume d’investigation autorisé | 100x100x100 pm?

Déplacement élémentaire autorisé 1,5 nm

Temps d’acquisition 0,7 s/point

Le temps d’acquisition par point est tres élevé. Cette lenteur a deux origines principales : d’une
part, le systeme de déplacement de I’échantillon impose, pour un bon fonctionnement, une attente
entre deux ordres de commande (100 ms) et d’autre part, 1’utilisation d’une détection synchrone
impose un temps d’intégration suffisant pour traiter correctement le signal de réflexion (600 ms).
La rapidité d’acquisition des images confocales n’était pas un des nos objectifs : I’utilisation de
miroirs galvanométriques pour le balayage du faisceau d’illumination sur I’échantillon aurait par
exemple considérablement diminué le temps d’acquisition. Pour information, les microscopes
commerciaux les plus perfectionnés réalisent 120 images par seconde, soit un temps d’acquisi-
tion de 0,6 ms/point (3 frames/s, image 512x512 pixels) [66].

2.5 Imagerie confocale de fluorescence

Dans ce paragraphe, nous présentons les images confocales de fluorescence obtenues pour
différents types d’échantillons.
Dans un premier temps, nous souhaitons visualiser un objet de forme simple marqué par un
seul fluorophore. La premiere gamme d’échantillons utilisés est une suspension de billes de la-
tex fluorescentes'!. Quelques gouttes de cette suspension sont déposées sur une lamelle de mi-
croscope et placées sur le porte-échantillon. Nous réalisons le balayage d’un volume XYZ de
10 x 10 x 20 um? avec un pas transverse de 250 nm et avec un pas axial de 480 nm. La fluo-
rescence est excitée a 540 nm et est observée a 580 nm. Trois plans perpendiculaires issus du

balayage tridimensionnel sont représentés sur la figure (2.22) :

I Constellation microspheres for imaging, C14837, Molecular probes, diametres de billes 0,2; 0,5; 1; 4 um.
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FI1G. 2.22 — Trois plans perpendiculaires issu du balayage tridimensionnel de billes sphériques
fluorescentes, \opc = 540 nm, Ae,, = 580 nm, objectif x 100.

Nous remarquons, grace a un bon rapport signal a bruit, la présence d’une bille fluores-
cente, associée au rouge foncé, d’un diametre d’environ 5 pum, ce qui correspond aux specifica-
tions annoncées. Néanmoins, la forme imagée obtenue n’est pas sphérique mais ellipsoidale. Sur
I’image de cet objet dont la forme est connue, I’influence du PSF est visible. Une déconvolution
numérique de I’image par le volume d’illumination devrait €tre envisagée, mais 1’objectif de ce
test est déja atteint : la chaine de détection constituée du photomultiplicateur et de la détection
synchrone est adaptée a I’imagerie de fluorescence. Nous n’effectuerons pas de déconvolution
dans la suite des travaux d’imagerie.

Nous notons également sur cette image la présence d’une bille plus petite accolée a la premicre,
ce qui est tout a fait plausible puisque la suspension utilisée contient des spheres de différents
diametres.

Dans un deuxiéme temps, nous enregistrons I’'image de cellules de type HeLa'?, dont seul le
noyau est marqué : le iodure de propidium, molécule fluorescente absorbant a A = 560 nm et
émettant 2 A = 630 nm, est fréquemment utilisé pour révéler la présence d’ADN. La figure
(2.23) est une image en transmission d’une partie de cet échantillon cellulaire.

12Ce type de cellules est relativement simple 2 mettre en culture, elles dérivent d’une lignée de cellules cancé-

reuses et sont treés couramment utilisées pour les études d’interactions cellules-virus.
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FIG. 2.23 — Image en transmission de la préparation des cellules HelLa utilisée.

Une zone de 60 x 60pm? de ce méme échantillon a ét€ imagée en configuration confocale,
par pas de 750 nm : nous obtenons I’'image (2.24) dans laquelle la couleur bleue correspond a
I’enchevétrement d’ ADN contenu dans les cellules. La dimension des noyaux, mesurés entre 10
et 15 pum de diametre, est I’ordre de grandeur attendu. Les cytoplasmes de ces cellules sont ici
invisibles.
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FIG. 2.24 — Image confocale de cellules HeLa dont le noyau est marqué par du lodure de propi-
dium (560nm / 630nm) : observation a 630 nm, objectif x 100.

Des images de cellules doublement marquées ont également été réalisées. Le noyau est

codé avec du iodure de propidium, tandis que les filaments d’actine, fibres contenues dans le
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cytoplasme permettant a la cellule de contrdler sa forme et son déplacement, sont codés par de
la fluoresceine FITC (absorption a 488 nm / émission a 550 nm). Ces filaments ont un diametre
de 5 a 10 nanometres. La résolution des microscopes confocaux ne suffit donc habituellement
pas a les distinguer ; néanmoins, ils s’organisent en faisceaux de filaments de quelques centaines
de nanometres de diametre, qui se révelent en microscopie de fluorescence. L'image suivante
(fig.2.25) est une coupe transverse d’un échantillon cellulaire éclairé par une double excitation
a 488 nm et 560 nm. Elle est obtenue par superposition de deux images résultant d’un premier
balayage avec une excitation a 488 nm et une collection a 515 nm et d’un deuxieme balayage
avec une excitation a 560 nm et une collection a 630 nm. On distingue bien une zone centrale
rouge correspondant au noyau et une couronne extérieure contenant des filaments d’actine en

vert.

Y(pm)

0 4 8 12 16
X (um)

F1G. 2.25 — Image confocale d’une cellule HeLa dont le noyau est marqué par du lodure de pro-
pidium (560nm / 630nm) et les filaments d’actine par de la fluoresceine FITC (488nm /515nm),
objectif x100.

Une acquisition tridimensionnelle des signaux de fluorescence contenus dans ces cellules
fournit les images suivantes (fig.2.26), chaque image étant obtenue comme précédemment par

superposition d’acquisitions aux deux longueurs d’onde d’émission des fluorophores. Nous pré-
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sentons 8 plans d’altitudes différentes pour un balayage XY de 25 x 25um? par pas de 300 nm.
L’échantillonnage axial est de 3 pm. Nous distinguons clairement la zone nucléaire des cellules
en rouge ainsi que 1’enchevétrement des filaments d’actine en vert, qui apparaissent puis dispa-

raissent au cours du balayage en Z.

FIG. 2.26 — Sections confocales d’un tapis cellulaire (derme) dont le noyau est marqué par
du lodure de propidium (560nm / 630nm) et les filaments d’actine par de la fluoresceine FITC
(488nm /515nm), objectif x100.

2.6 Conclusion

L’ objectif de ce chapitre était de vérifier la viabilité d’une source telle qu’un continuum de
lumiere dans une expérience de microscopie confocale de fluorescence. L’emploi de cette source
est motivé par le fait de pouvoir mettre a disposition de I’utilisateur la gamme complete des lon-

gueurs d’onde du visible pour exciter n’importe quel fluorophore avec une grande flexibilité de
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travail. Le montage optique du microscope confocal proposé permet en effet d’assurer de maniere
électronique la sélection des longueurs d’onde d’excitation des fluorophores ainsi que celles des
longueurs d’onde d’émission de fluorescence a observer. Apres avoir caractérisé le microscope
en terme de résolution spectrale et spatiale, nous avons réalisé des images de fluorescence bi et
tridimensionnelle d’échantillons cellulaires. La qualité des images ainsi que le temps d’acquisi-
tion des images sont incontestablement distancés par ceux des microscopes commerciaux, mais
I’utilisation d’un continuum de lumiere comme source accordable pour la microscopie de fluores-
cence est validée. La résolution et la qualité des images seront améliorées en utilisant une lentille
ou un objectif a configuration 0o/ foyer pour effectuer la focalisation sur le détecteur. Une autre
perspective d’amélioration concerne la chaine de détection et de traitement du signal : il s agit
d’augmenter le rapport signal a bruit en augmentant le temps d’intégration, ou en utilisant un
détecteur refroidi, puis d’effectuer la déconvolution des images par la réponse impulsionnelle du
microscope.

La premiere publication d’une utilisation d’un continuum de lumiere comme source pour un

microscope confocal est datée de juin 2004 [71], c’est-a-dire pendant cette these.
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Chapitre 3

Microscopie STED

Le grand défi de la biologie moléculaire est de proposer une description élaborée du fonc-
tionnement cellulaire, et plus précisément des processus de signalisation intracellulaire : on ap-
pelle "signalisation" I’ensemble des événements moléculaires induits par une stimulation qui
conduisent une cellule a prendre une décision, comme par exemple exprimer un gene ou débuter
le processus de division cellulaire. Au dela d’une description schématique maintenant cernée, et
pour entrer dans une compréhension fine du fonctionnement cellulaire, il s’agit aujourd’hui de
découvrir comment se transmettent les flux d’informations, quelles sont les différents supports
physiques nécessaires a ces transmissions... La connaissance précise de ces flux d’informations
dans la cellule est délicate a obtenir car ceux-ci impliquent souvent plusieurs partenaires, de taille
nanométrique, comme les protéines, et s’operent a des échelles spatiales et des dynamiques tem-
porelles variées.

Dans ce contexte, les outils pour de telles investigations cellulaires doivent permettre de conser-
ver 1’échantillon dans un état physiologique proche de son état naturel, et d’autre part doivent
présenter des caractéristiques techniques bien particulieres. En effet, les concentrations molécu-
laires mises en ceuvre dans les processus de signalisation sont souvent tres faibles : il faut élaborer
un mécanisme de contraste permettant de distinguer les molécules d’intérét du reste des autres
entités cellulaires, et de les détecter jusqu’a un niveau mono-moléculaire. Ceci requiert une tres
haute résolution spatiale et temporelle ainsi qu’une treés grande sensibilité. Actuellement, ce sont
les techniques de microscopie optique, et plus particulierement les microscopies de fluorescence
qui réalisent le meilleur compromis entre sensibilité, résolutions temporelle et spatiale, innocuité
et simplicité d’utilisation.

Pour faire face a I’évolution des études biologiques vers le niveau moléculaire, I’enjeu est donc
de parvenir a augmenter la résolution du microscope. Cependant, d’apres les lois de la diffrac-

tion, la nature ondulatoire de la lumiere ne permet pas de visualiser des détails plus petits que
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0,61A/ON, ou A est la longueur d’onde de la lumiere dans le vide et ON 1’ouverture numé-
rique du systeme imageur. On peut en principe réduire cette dimension en utilisant une longueur
d’onde plus faible et des objectifs de plus grande ouverture numérique. Toutefois, les échan-
tillons biologiques vivants sont facilement endommagés par des longueurs d’ondes inférieures a
350 nm et I’ouverture numérique maximale d’un objectif est de 1,45 . Dans la meilleure confi-
guration, c’est-a dire dans le cas d’un microscope confocal, les résolutions maximales pouvant
étre obtenues sont de 150 nm latéralement et 350 nm le long de 1’axe optique.

Avec une approche totalement novatrice, et dans le cas d’échantillons fluorescents, la microsco-
pie STED (Stimulated Emission Depletion [72]) propose de s’ affranchir littéralement de la limite
de diffraction, grace a une combinaison particuliere de deux faisceaux d’excitation ajustés spa-
tialement et temporellement. La résolution peut alors atteindre \/25 [73].

Tout comme en microscopie confocale de fluorescence, 1I’application de la technique STED est
actuellement réduite a I’utilisation de fluorophores dont le spectre d’excitation et d’émission cor-
respond aux spectres des sources disponibles en laboratoires. Pour 1’heure, les sources utilisées
sont des diodes laser [74] ou laser et Oscillateur Paramétrique Optique [75].

L’objectif de ce travail est de déterminer si un continuum de lumiere -avec ses caractéristiques
particulieres- peut étre utilis€é comme source accordable en longueur d’onde pour la microscopie
STED : I’ outil résultant pourrait ainsi associer une grande versatilité spectrale a une ultra-haute
résolution spatiale.

Nous décrirons dans une premiere partie différentes techniques conduisant a I’amélioration de la
résolution en microscopie de fluorescence et en particulier le principe de la microscopie STED.
Puis, sur la base de simulations numériques, nous évaluerons les conséquences des caractéris-
tiques propres du continuum sur I’efficacité de la dépletion de fluorescence. En dernier lieu, nous
proposerons un montage optique complet assurant la versatilité en longueur d’onde de chaque

élément, ainsi que le résultat de nos expérimentations.

3.1 Amélioration de la résolution en microscopie optique

Depuis la premiere utilisation d’un microscope pour des observations en biologie il y envi-
ron 350 ans, par Robert Hooke, I’amélioration de la résolution de cet outil résulte principalement
de I’emploi d’éléments de plus haute qualité, et de la correction des aberrations des optiques. Ce
n’est qu’a la fin du XXieme siecle que des microscopies hautement résolvantes émergent, prin-

cipalement en microscopie de fluorescence. La fluorescence apparait en effet comme 1’un des

'ON = 1,45 avec une huile d’immersion d’indice n = 1,518 : alpha Plan-FLUAR 100 x, Zeiss. On peut noter
également I’utilisation ponctuelle en microscopie TIRF d’un objectif Olympus d’ouverture numérique 1,65.
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processus de contraste optique les plus efficaces, particuliecrement adapté a la détection de zones
d’intérét tres fines dans I’échantillon. Ces techniques peuvent étre classées en de nombreuses
catégories parmi lesquelles la microscopie confocale, les méthodes interférométriques, les mé-
thodes non linéaires et les méthodes de surface (champ proche). Un synopsis de ces différentes

techniques est représenté sur la figure (3.1).

Microscopie électronique Microscopie optique
Méthodes de surface Méthodes tridimendionelles
Conventionelle

SNOM TIRF SPR

Confocale
Déconvolution
Non linéaire - ;,"l
Interférence -~ ,/ l
Multi-photon Saturation Réversible
SHG CARS 2 photons,
3photons
STED MMM-4 Pi

F1G. 3.1 — Cartographie des différentes méthodes d’approche pour une microscopie de tres haute
résolution [76]. Notons cependant que, contrairement a ce que laisse supposer ce schéma, la
technique de déconvolution s’applique désormais a tout type d’imagerie, dés que la PSF est
définie.

Une approche particuliere concerne non pas I’utilisation de longueur d’onde optique (>
300 nm), mais de longueur d’onde de matiere (Apeprogiie ~1073 nm). Des faisceaux d’électrons
hautement énergétiques utilisés dans les microscopes électroniques fournissent une résolution
de 0,1 nm sur des échantillons biologiques [77]. Cette technique est tres utilisée en biologie
cellulaire puisqu’elle permet de visualiser la majorité des protéines, dont la taille est de I’ordre

de 5 nm. Néanmoins les échantillons doivent étre préparés en coupes minces, et dans la plupart
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des cas doivent €tre marqués par des substances de contraste telles que I’or. Des investigations in
vivo ne peuvent étre envisagées.

Quelques méthodes sont mises en ceuvre pour des mesures de treés haute résolution en évitant de
focaliser la lumiere, c’est-a-dire en s’ affranchissant de la limite de diffraction d’ Abbe. En micro-
scopie en champ proche (Scanning Near Field Optical Microscopy, SNOM [78]), la surface de
I’échantillon est illuminée a 1’aide d’une pointe émettrice dont les dimensions sont plus petites
que A. La zone illuminée, de I’ordre de 50 a 100 nm, ne dépend plus de la longueur d’onde mais
uniquement des dimensions de la pointe. Cette treés haute résolution est cependant restreinte aux
investigations de surface ou juste en dessous de la surface.

En microscopie par résonance plasmonique (Surface Plasmon Resonance, SPR) ou en microsco-
pie de fluorescence par réflexion totale interne (Total Internal Reflection Fluorescence, TIRF)
un champ évanescent est créé dans I’échantillon sur une épaisseur inférieure a 100 nm, et peut
exciter les molécules fluorescentes qui s’y trouvent. La fluorescence émise est ensuite collec-
tée par un objectif ; la résolution axiale atteint ainsi 100 nm, voire moins. En particulier dans
le SPR, de subtiles variations d’indice a la surface de 1’échantillon peuvent étre mesurées : des
interactions surfaciques sont détectées sans avoir recours a un marquage fluorescent. L activité
des membranes cellulaires, les propriétés physiques de molécules biologiques ou les interactions
entre protéines peuvent tre ainsi étudiées, mais sans résolution latérale tres élevée.

Néanmoins, la plupart des investigations cellulaires nécessitent un systeme d’imagerie tridimen-
sionnelle que seule la microscopie optique en champ lointain peut apporter.

La microscopie confocale de fluorescence est en fait I’une des premieres méthodes développées
pour améliorer la résolution [61, 68], et c’est 'une des techniques les plus utilisées. Grace a
I’utilisation d’une source et d’un détecteur ponctuels (cf.§ 2.1), la réponse impulsionnelle d’un
microscope confocal (PSF;,;) est le carré de celle d’un microscope conventionnel, la résolution
est donc nettement améliorée. Il est a noter que les progres en acquisition d’images et en traite-
ment de signal permettent désormais de déconvoluer les informations obtenues par la PSF' de
I’appareil, donnant ainsi acces a des images de tres haute qualité.

Les méthodes interférentielles ont été initiées il y a une dizaine d’années par Lanni [79]. La
technique la plus utilisée et qui d’ailleurs a ét€ commercialisée tres récemment, est la microsco-
pie 47 [80]. L’idée principale est de réduire artificiellement le volume d’illumination en utilisant
des franges périodiques issues de I’interférence entre deux faisceaux d’illumination cohérents.
En pratique, deux objectifs sont placés téte-béche, de part et d’autre de I’échantillon et I’ éclairent
a I’aide de la mé&me source. La PSF’ résultante présente une modulation sinusoidale d’intensité
le long de I’axe optique : au sein méme de la PSF', seuls les fluorophores se trouvant dans les
zones brillantes peuvent étre excités. La résolution axiale est donc améliorée et atteint 100 nm.

Cette technique est cependant limitée aux échantillons minces car la qualité des interférences se
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dégrade lors de la transmission a travers 1’objet et requiert une étape de déconvolution.

Les méthodes dérivant de cette idée sont nombreuses ; on peut citer la microscopie d’interfé-
rences d’images avec une source laser, aussi appelée d’illumination structurée (Image Interfe-
rence Microscopy, /2M [81]), ou avec une source incohérente (Incoherent Interference Illu-
mination Microscopy,/>M [82]), dont le but est d’améliorer la résolution axiale et latérale a
I’aide de faisceaux d’excitation structurés sinusoidalement. L’idée principale est de conserver
dans I’image les hautes fréquences de 1’objet en utilisant le fait que, dans 1’espace réciproque, il
y a convolution entre le spectre de 1’objet et le spectre du faisceau d’illumination. Cette technique
nécessite I’enregistrement de plusieurs images successives, ainsi qu’un traitement algorithmique,
mais la résolution est alors améliorée d’un facteur 2 par rapport a la microscopie conventionnelle.
On peut citer également la microscopie en lumiere d’excitation harmonique (Harmonic Exci-
tation Light Microscopy, HELM [83]) ou quatre faisceaux se combinent pour interférer sur
I’échantillon le long de ses deux axes principaux. Classiquement, la résolution spatiale atteinte
par ces méthodes est de 100 nm.

Les techniques ci-dessus ont pour but d’atteindre une haute résolution en agissant directement sur
la taille de la PSF’ par I’augmentation de 1’ouverture numérique, ou indirectement, par 1’utilisa-
tion des phénomenes d’interférences et d’un processus d’imagerie. Les méthodes non linéaires
sont basée sur une approche différente : en microscopie multi-photonique [63], chaque fluoro-
phore est excité par deux ou trois photons de telle sorte que 1’énergie totale soit égale a I’énergie
de transition vers 1’état excité du fluorophore. Ce processus est efficace 1a ol la probabilité d’ob-
tenir 2 ou 3 photons quasiment superposés spatialement et temporellement est élevée, c’est-a-dire
uniquement au foyer de 1’objectif imageur. La qualité des images est améliorée, comme dans le
cas confocal, grice a I’illumination d’un seul plan dans I’échantillon. D’autres méthodes non
linéaires mettent a profit la génération de seconde harmonique (Second Harmonic Generation,
SHG [84]) ou la diffusion Raman anti-Stokes cohérente (Coherent anti-Stokes Raman Scattering,
CARS [85]) qui présente 1’avantage de ne nécessiter aucun marquage particulier ainsi qu’une ré-
solution similaire a la microscopie a deux photons.

La derniere technique abordée ici et celle que nous avons choisi de développer dans ce chapitre,
est la microscopie STED (Stimulated Emission Depletion), introduite il y a une dizaine d’années
par S.W.Hell [72], et démontrée expérimentalement récemment [73].

3.2 Principe de la microscopie STED

La microscopie STED est actuellement la technique de fluorescence en champ lointain

proposant la meilleure résolution spatiale. L’idée fondamentale n’est pas de réduire la PSF
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d’illumination, mais de réduire 1’extension du volume ou les molécules excitées peuvent émettre
le signal de fluorescence. Le volume d’émission est rendu plus petit que le volume d’illumina-
tion par annulation du signal de fluorescence émis par les molécules excitées sur le pourtour de
la PSF};. Cette annulation, ou effacement de la fluorescence, est obtenue en favorisant sur le
pourtour de la PSF un processus efficace de dépeuplement des molécules excitées : I’émission
stimulée.

Pour obtenir cet effet, I’échantillon est soumis a deux types de pulses. Sur la figure 3.2 est repré-
senté le diagramme de Jablonski d’une molécule fluorescente soumise a cette double illumina-

tion.
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FIG. 3.2 — Diagramme de Jablonski d’une molécule fluorescente soumise a une excitation STED.

Les molécules fluorescentes sont tout d’abord excitées de leur état fondamental S, jusque
dans leur état excité ST par un pulse laser tres court. Apres une étape de relaxation thermique
rapide jusque dans le niveau vibrationnel S, les molécules retombent habituellement dans leur
état fondamental soit par émission de fluorescence, avec une probabilité ks, = 1/7Tfi0, SOit
par phénomene de quenching, avec une probabilité (). Pour éviter le phénomene de fluorescence
et donc pour dépeupler S, les molécules sont soumises a un pulse STED qui les couplent jus-
qu’au niveau S;, avec une probabilité ksrrp = 0Psrep (0 est la section efficace de diffusion
du fluorophore (cm?) et ¢ p est le flux de photons incident (ph.cm~2.571)). L énergie d’exci-
tation initiale, absorbée par les molécules, est donc réémise sous la forme d’un photon stimulé,
indiscernable des photons du pulse STED.

Une fois sur le niveau S, les molécules peuvent étre désexcitées vers le niveau fondamental S,
avec une probabilité k,;, = 1/7,4, ou étre ré-excitées par le pulse STED vers S, avec la méme

probabilité que précédemment cPsrpp, ce qui entrainera un nouveau peuplement de S;.
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La compétition existant entre les différents phénomenes cités sur les niveaux S; et S; impose
au pulse STED d’une part, des caractéristiques temporelles particulieres pour qu'une dépletion
complete du niveau S ait lieu, et d’autre part des caractéristiques spatiales permettant de ne pas

dépeupler toute la zone excitée

3.2.1 Aspect temporel

Pour mieux appréhender ces caractéristiques, il faut étudier les évolutions des populations
N5 et N3 sous I’effet de la fluorescence, du pulse STED et de la relaxation. On est donc amené a

écrire les équations de population suivante :

—d]\gt(t) = ksrep[N3(t) — No(t)] + [Q + kfruo| N3 (t) — kuinNa(t) (3.1)
d]\gt(t) = ksrp[Na(t) = N3(t)] = (@ + K tuo] N3(1) (3.2)
(3.3)

Dans le cas (simple) ou les pulses STED ont une forme temporelle carrée de durée 75rpp, on

peut montrer (cf. annexe C) que pour dépeupler efficacement le niveau 3, il faut que :
kviv > ksteED > Kfiuo 3.4)

et que
NeTED = ¢ ksTEDTSTED <1 (3.5)

Ces deux conditions peuvent s’écrire sous une forme différente en prenant

h
ksrpp = —STED (3.6)
TSTED

ol o est la section efficace d’émission stimulée de la molécule et hgrpp est le nombre de photons
par unité de surface du pulse STED (nb photons/cm™") :

Ty < 2 et pgrpp = e MTED < 1 (37

ohsTeD

Pour la plupart des fluorophores, 7,;, ~ 107" 2 10713 s et 74, ~ 107% s. 11 apparait donc
qu’une durée de pulse STED comprise entre 10 et 100 ps est tout a fait adéquate. Par ailleurs,
I’efficacité de dépeuplement est directement liée au nombre de photons absorbés (chgsrpp) et
donc au nombre de photons présents dans chaque impulsion. Les sections efficaces d’émission
stimulée sont de I’ordre de 10716 ¢m?, la densité surfacique du pulse STED doit donc étre de
I’ordre de 106 ph/cm?, soit environ 4 m.J/cm? a A = 0, 5um. Pour une surface de focalisation
de 1078 em? (rayon ~0.55 pm) et une durée de 100 ps, cela correspond 2 une puissance de pulse
de 0,4 W créte, valeur facilement atteignable pour des lasers impulsionnels classiques. A ces

conditions temporelles de bonne efficacité s’ajoutent des conditions spectrales et spatiales.
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3.2.2 Aspect spatial et spectral

La superposition spatiale des deux faisceaux d’illumination est décrite a partir de la figure
(3.3). Les pulses d’excitation sont focalisés sur I’échantillon fluorescent a 1’aide d’un objectif
usuel O. L’extension spatiale du faisceau d’excitation est donc fixée par les lois de la diffraction.
La répartition spatiale du faisceau STED est choisie de maniere a ce qu’il n’y ait aucune lumiere
au point de focalisation de 1’objectif O, mais seulement en son voisinage. Il y a ainsi suppression
de la fluorescence uniquement dans la zone de superposition des types de faisceaux : la PSF
est artificiellement réduite a sa zone centrale. La taille de la zone d’émission de fluorescence est
d’autant plus petite que la puissance du pulse STED est grande.
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FIG. 3.3 — Répartition spatiale des faisceaux d’excitation et STED.

D’un point de vue spectral, les longueurs d’ondes choisies pour les pulses d’excitation et
STED sont directement liées aux spectres d’absorption et d’émission du fluorophore. La figure
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(3.4) indique sur ces spectres la position des raies spectrales d’illumination et la bande spectrale

de détection de la fluorescence émise.
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FI1G. 3.4 — Spectres d’émission et d’absorption d’'une molécule fluorescente quelconque, posi-
tions des raies spectrales des pulses d’excitation et STED, et plage spectrale de détection de la

fluorescence émise par I’échantillon.

Puisque la plupart des spectres d’absorption et d’émission se chevauchent, la longueur
d’onde STED est délibérément décalée vers les hautes longueurs d’onde pour éviter tout phéno-
mene d’excitation résiduelle.

Actuellement, toutes les expériences de dépletion de fluorescence sont réalisées avec des sources
lasers pulsées dont la fréquence de répétition est telle que la périodicité des pulses est bien su-
périeure au temps de fluorescence 7;,,. La dépletion de fluorescence est donc effective lorsque
I’on ajuste un pulse d’excitation et un pulse STED : la qualité de la dépletion, et donc la résolu-
tion, dépend ainsi de I’énergie contenue dans chaque pulse illuminant I’échantillon. Les sources
usuelles (diodes laser, laser + OPO, ... ) délivrent des impulsions identiques coup-a-coup : le
nombre de photons contenus dans chaque pulse est tout a fait similaire d’un pulse a 1’autre et
la répartition temporelle des photons dans un pulse, généralement du type sécante hyperbolique,
est également identique pour chaque pulse. Ces sources permettent donc d’obtenir la méme effi-
cacité de dépletion a chaque pulse.

L’ objectif du travail suivant est d’estimer la possibilité d’utiliser un continuum de lumiere comme

source pour la microscopie STED.
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La plupart des lasers de pompe employés pour la génération des continua ont un taux de répéti-
tion compris entre quelques kH z et plusieurs dizaines de M H z. Méme dans le cas de fréquences
de répétition tres élevées (typiquement 80 M H z), le temps de fluorescence reste bien inférieur
a la périodicité des pulses de la source?. La dépletion de fluorescence a I’aide d’un continuum
résulte donc, comme pour les sources usuelles, des propriétés de chaque pulse. Le comportement
du continuum choisi doit ainsi étre évalué tir a tir, en terme d’énergie contenue dans chaque pulse
(fluctuations d’intensité) et de répartition de I’énergie contenue dans chaque pulse (fluctuations
de forme temporelle).

Pour chaque longueur d’onde du continuum étudié, les fluctuations d’intensité sont aisément re-
levées et sont présentées au Chapitre 1 ; mais les fluctuations de forme temporelle ne sont quant
a elles, pas directement accessibles a la mesure, étant donnée la trés haute résolution temporelle
nécessaire. Nous génererons donc un continuum par simulation numérique afin de quantifier les
fluctuations d’intensité et les fluctuations de forme temporelle, pour chaque longueur d’onde. A
I’aide de ces résultats, nous présenterons les conséquences de ces fluctuations sur la résolution

latérale attendue en microscopie STED.

3.3 Simulations numériques

3.3.1 Comportement tir a tir du continuum de lumiere

Le code numérique permettant de générer les impulsions issues du continuum de lumiere
nous a été gracieusement fourni par J.M.Dudley 3. Construit sur la base de 1’équation de Schro-
dinger non linéaire, ce code tient compte de la longueur d’onde et de la puissance de pompe
utilisées, des coefficients de dispersion de la fibre microstructurée, et de la longueur de celle-ci.
Expérimentalement, la longueur de la fibre employée est de 1 m, mais les temps de calculs pour
simuler la propagation des impulsions pompe sur cette longueur sont prohibitifs. Nous simule-
rons un continuum généré par la propagation d’impulsions pompe dans une fibre de 10 cm.
L’organigramme (3.5) présente les étapes de traitement successives réalisées a partir du code

numérique.

2Tiuo ~ 4 ns < 12,5 ns pour frepetition = 80 M Hz
31.M.Dudley, Equipe Optoélectronique, Département d’Optique P.M.Duffieux, Institut FEMTO-ST, Besancon,
France.
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FI1G. 3.5 — Organigramme présentant les différentes étapes du traitement des impulsions de conti-

nuum simulées.

Afin d’effectuer une étude statistique des impulsions issues du continuum pour chaque lon-
gueur d’onde, la premiere étape est la génération numérique de 1000 continua, soit 1000 impul-
sions. L’annexe D résume les parametres essentiels de la génération numérique d’un continuum.
Un filtrage spectral, tenant compte des caractéristiques de I’ AOTF (cf. annexe E) est effectué sur
chaque continuum. Pour chaque longueur d’onde sélectionnée, nous relevons I’énergie ainsi que
la forme temporelle de chacun des 1000 pulses. Ces données sont alors stockées en vue d’un
traitement ultérieur.

La puissance moyenne et les fluctuations associées sont représentés sur le spectre (3.6).
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FI1G. 3.6 — Spectre de puissance du continuum simulé (moyenne sur 1000 impulsions) et fluctua-

tions associées (les barres d’erreurs ont pour hauteur 20 ).

De facon tout a fait comparable aux résultats obtenus au Chapitre 1 (fig. 1.30.b.), cette
simulation souligne 1’existence de treés importantes fluctuations d’intensité apparaissant entre les

différents pulses du continuum.
Afin d’estimer les variations des formes et largeurs temporelles entre différents pulses de méme

longueur d’onde, nous tragons sur la figure (3.7) la fonction d’intercorrélation d’intensité norma-

lisée moyenne < ¢»(7) > pour I’ensemble du spectre, avec :

\/f If(t)dt\/f I3(t)dt

ou [;(t) et I;(t) sont les profils temporels des impulsions n° ¢ et j, filtrée a la méme longueur

> (i,5) € [1;1000] (3.8)

/Z:7j

< go(T) >= <

d’onde, et 7 le retard temporel introduit entre elles.
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FI1G. 3.7 — Estimation numérique de la similarité des formes temporelles entre pulses du conti-

nuum filtrés a la méme longueur d’onde : fonction d’intercorrélation en intensité normalisée.

Pour un retard 7 nul, la valeur de < g,(0) > est d’autant plus proche de 1 que les impul-
sions 7 et j sont identiques, pour toutes les valeurs de ¢ et j. Selon la région spectrale, la valeur
d’intercorrélation maximale atteinte est comprise entre 0,4 et 0,8 : ces simulations numériques
nous montrent donc que les impulsions du continuum filtrées spectralement n’ont pas, tir a tir, le
méme profil temporel. D’autre part, cette intercorrélation numérique fournit des durées d’impul-
sions de quelques picosecondes, équivalentes a celles mesurées par intercorrélation a 2 photons
(cf. Chapitre 1).

Ainsi, chaque pulse du continuum possede un niveau d’énergie et un profil temporel particuliers.
Pour déterminer si un tel continuum peut étre utilisé comme source pour la microscopie STED,
il est alors nécessaire d’évaluer I'influence de ces fluctuations sur I’efficacité de la dépletion et

sur la résolution spatiale.
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3.3.2 Influence des fluctuations du continuum sur la dépletion de fluores-
cence

Dans I’ensemble de ce paragraphe 3.3.2, la puissance spectrale moyenne des pulses issus
du continuum est de 5 mWW/nm * : I’intérét est d’utiliser dans ces simulations une puissance
suffisante pour induire le phénomene d’émission stimulée et d’observer les conséquences des
fluctuations du continuum simulé sur la suppression de la fluorescence. L’influence du parametre
de puissance spectrale sera abordée ci-dessous °.

Lefficacité de la dépletion est quantifiée par le coefficient n défini par la relation 3.7, pouvant
s’exprimer également en fonction des populations N3(0) et N3(7) du niveau S; (respectivement

avant et apres 1’arrivée du pulse STED) par :

N3(0) — N3(7)

N3 (0) (%) (3.9)

’[’/:

D’apres cette définition, I’émission stimulée introduite par le pulse STED permet de dépeupler
complétement le niveau S; sans émission de fluorescence lorsque n = 100%. L’ objectif des
calculs suivants est de déterminer la valeur de n pour des pulses d’excitation et STED issus du
continuum simulé.

Il faut ajouter a la condition 3.9 le fait que la durée des pulses doit étre comprise entre 10 et
100 ps. Or, les résultats de I’intercorrélation numérique et expérimentale montrent que la durée
moyenne de impulsions est de quelques picosecondes seulement. Un allongement des pulses via
un "stretcher" est donc nécessaire pour optimiser la dépletion.

L’organigramme (3.8) présente I’ensemble des étapes conduisant a la détermination de 7 induit
par la superposition d’un couple quelconque de pulses issus du continuum. Chacun des 1000
continua calculés précédemment subit successivement un filtrage spectral, identique a la traver-
sée de I’AOT' F; du montage confocal, puis un allongement temporel similaire au passage dans
un stretcher. Les fluctuations temporelles et/ou d’intensité sont ensuite prises en compte avant
de résoudre les équations de populations. Le coefficient 1 défini par 1I’expression (3.9) est ainsi

calculé pour n’importe quel pulse issu du continuum.

4Ce niveau de puissance moyenne est disponible sur des continua commerciaux, ot une fibre microstructurée est

pompée par un laser fibré picoseconde : par exemple, le continuum "SC 450" , Fianium LTD.
3On fait ici I’hypothése que les fluctuations du continuum sont indépendantes de la puissance de pompe.
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FIG. 3.8 — Organigramme présentant les différentes étapes du calcul du coefficient d’efficacité n

pour des impulsions STED issues du continuum.

Sur la figure (3.9) est tracée 1’évolution du coefficient 77 en fonction de la largeur 7 du
pulse STED. En traits pointillés, 1 est calculé pour des pulses de mémes intensités, mais de
formes temporelles différentes. Pour des pulses STED allongés jusqu’a 30 ps environ, I’effica-
cité de dépletion atteint 98 % et les fluctuations de forme temporelle n’ont qu’une influence trés
faible sur I’efficacité de dépletion : les variations de 7 sont inférieures a 5 %. En traits pleins,
7 est calculé en tenant compte des fluctuations de forme temporelle et des fluctuations d’inten-
sité. L’influence de ces derniéres est manifestement la plus génante puisque d’un pulse STED a
I’autre, 7 peut varier de 20 %. Dans la méme gamme de largeur temporelle que précédemment
(=~ 30 ps), efficacité de dépletion est de 95 % avec des variations pulse a pulse de 20 %.



110 Microscopie STED
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FIG. 3.9 — Influence des fluctuations de forme temporelle et totales (temporelles et d’intensité)
des pulses STED issus du continuum sur [’efficacité de dépletion n, pour différentes largeurs
de pulses STED. La limite maximale de 40 ps est limitée uniquement par la taille des données

numériques traitées.

Comme nous 1’avons vu au paragraphe (3.2), la résolution latérale d’un microscope STED
est directement reliée a 1’efficacité de dépletion : il est donc prévisible que la résolution spatiale
fluctue d’un pulse STED a I’autre.

3.3.3 Influence des fluctuations du continuum sur la résolution latérale

Dans toutes les simulations suivantes, les impulsions des faisceaux d’excitation et de STED
sont issues du continuum de lumiere généré numériquement, et possedent une largeur spectrale
de 2 nm. Les puissances moyennes utilisées sont respectivement notées < P,,. >et < Psrpp >.
Le profil du spot d’excitation sera décrit par une tache d’ Airy et le spot STED aura un profil décrit
par la répartition en champ lointain d’un faisceau de Laguerre-Gauss (cf.3.4.3). Ces derniers sont

tracés sur la figure (3.10).



3.3 Simulations numériques 111

@)

®)

intensité normalisée (u.a)

b N

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Rayon en nm

FI1G. 3.10 — Profils des distributions d’intensité utilisés dans les simulations numériques : (a) pro-
fil d’Airy du faisceau d’excitation avec un premier zéro a 350 nm, (b) profil Laguerre-Gaussien

pour le faisceau STED.

Puisque le continuum présente tir a tir de fortes fluctuations, 1’objectif de ce paragraphe est
de déterminer, dans des conditions de puissances moyennes fixées, I'influence de ces variations
sur la résolution latérale, c’est-a-dire sur le rayon du spot d’émission de fluorescence apres le
passage du pulse STED.

Le spot d’émission de fluorescence apres le passage du pulse d’excitation présente une distribu-
tion spatiale d’ Airy s’écrivant : )
I(v) = {M} (3.10)

v

ou J; est la fonction de Bessel de premiere espece, et v = 2{ r ON la coordonnée radiale nor-
malisée du plan décrite au Chapitre 2. La premiere annulation de cette distribution a lieu lorsque
V=T = 0’06—]{?. Nous choisissons de fixer la valeur de ry a I’ordre de grandeur de celle qui a
été mesurée dans la configuration confocale avec I’emploi d’un objectif d’ouverture numérique
1, 35, soit o = 350 nm.

Nous choisissons de déterminer la résolution du microscope STED en calculant le rayon <
Rgsy, > de la surface contenant 85% de 1’énergie du lobe central de la tache d’Airy. Ce rayon
vérifie la relation suivante :

[ v (v)dv 21

Jo TR g 85 V=" < Rey > ON 3.11
Jo~ vIi(v)dv avee A 8% -11)
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La valeur de < Rgsy, > dépend de r( selon la relation © :
< Rgs, >= 0,607 rg (3.12)

On définira ainsi le parametre agZ,¢” pour quantifier dans les simulations suivantes, la résolution

obtenue en configuration STED :

< R >
SED = —f% (3.13)
0

Plus agP est faible, plus la résolution est élevée ; la borne supérieure est g ” = 1 ce qui

représente le cas ou la résolution est identique a celle d’un microscope conventionnel.

Les figures (3.11) représentent une vue transverse des spots d’émission de fluorescence
avant et apres le passage de 100 pulses STED. Elles ont été tracées en considérant < F,,. > = 0,5 mIW
et < Psrpp > = 10mW, avec I’ensemble des fluctuations inter-pulses calculées précédemment

et une largeur d’impulsions de 40 ps.
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FI1G. 3.11 — (a) Coupe transverse du spot d’émission de fluorescence sans pulse STED. Le rayon
de la tache d’Airy donnée par ’objectif est arbitrairement fixé a 350 nm, soit aglg, = 0,0647.
(b) Coupe transverse du spot d’emission de fluorescence avec pulses STED (moyennage sur 100

pulses STED), aggofD = 0,259. Parametres : < P,,. >= 0,5 mW, < Psrgp >= 10 mWV.

L’image (3.11.a.) est le spot d’émission de fluorescence sans pulse STED, c’est-a-dire iden-

tique au spot d’excitation obtenu en configuration confocale, avec un premier rayon de la tache

®Pour d’autres seuils d’énergie, on trouve également :< Rsq9, >= 0, 38651, et < Rggy, >= 0, 5664 rg
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d’Airy fixé a 350 nm. 85 % de I’énergie de fluorescence apres passage du faisceau d’excitation
est contenue dans une surface de rayon 0,607, soit ici 212 nm. L'image (3.11.b.) est le spot
moyen résultant de la superposition de 100 couples de pulses excitation/STED différant par leurs
fluctuations, et I’on calcule ag&@D = 0, 259. La taille moyenne du spot d’émission est réduite a
< Rgs% >= 90 nm : larésolution habituellement fixée par la diffraction du faisceau d’excitation
due a I’objectif est donc tres largement dépassée.

Ainsi, pour une puissance moyenne spectrale suffisante et pour une largeur de pulses adaptée,
des expériences de microscopie STED avec un continuum de lumiere semblent possible. Théo-
riquement, la résolution spatiale attendue dépend cependant de maniere critique de la puissance
contenue dans chaque pulse. Deux parametres importants sont donc a controler : la puissance

moyenne des pulses STED et la puissance contenue dans chacun des pulses.

Nous observons en premier lieu 1’influence sur la résolution d’une élévation de la puissance
moyenne des pulses STED. Sur la figure (3.12), le profil (a) correspond a la distribution de
fluorescence apres le passage des pulses d’excitation (fonction d’Airy de premier zéro rg). Les
profils (b) correspondent aux distributions de fluorescence moyennes apres le passage de 100
pulses STED affectés par I’ensemble des fluctuations, et répartis en populations de puissance

moyenne < Psppp > croissante.

07 - o P T _

061 @ _Profil aprés.pulse d'excitation. . .. .;. ... ... ..

@ 1y
=0 K ; ; : ;
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. <P>=12a10mW : ;
02¢. e ............................
O.1L VNN o

0 200 400 600 800 1000
Rayon en nm

FI1G. 3.12 — (a) Profil de la distribution de fluorescence apres excitation, (b) Profils des distribu-
tions de fluorescence apres STED et pour des puissances moyennes de 1 a 10 mW (moyenne sur
100 pulses).
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Comme le prévoit le principe de la microscopie STED, la taille du spot d’émission de
fluorescence décroit lorsque la puissance du faisceau STED augmente. En effet, plus les pulses
STED sont énergétiques, plus le phénomene d’émission stimulée est favorisé, aux dépends de
I’émission de fluorescence. Le profil annulaire du faisceau STED permet finalement de suppri-
mer efficacement toute information provenant du pourtour du volume d’excitation : la résolution

latérale est augmentée.

Dans un deuxieme temps, on remarque qu’au sein d’une population de pulses ayant la méme
puissance moyenne, les fluctuations de forme temporelle et plus fortement les fluctuations d’in-
tensité limitent I’augmentation de la résolution. En effet, pour une puissance < Psrpp > fixée,
on observe une tres nette différence de résolution selon les caractéristiques du pulse STED uti-
lisé : sur la figure (3.13.A.) sont tracés les spots d’émission de fluorescence relatifs a la superpo-
sition d’un pulse d’excitation et du pulse STED respectivement le moins énergétique (cas a.), et

le plus énergétique (cas c.). Le résultat di a la moyenne sur 100 pulses est rappelé sur le cas b.
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FIG. 3.13 — A. Coupe transverse du spot d’emission de fluorescence apres passage d’un pulse
STED. B. Profils des distributions de fluorescence (population N3) relatif a I’effet STED du pulse
le moins puissant (a), le plus puissant (c), et a l’effet STED moyen résultant de 100 pulses (b).

Parametres : agiy, =0,647, < Pepe > = 0,5 mW et < Psrpp > = 10 mW.

Les profils de distribution de fluorescence correspondants sont représentés sur la figure
(3.13.B.). La résolution varie de ogaer’” = 0,547 2 0,094, soit ici < Rgzy; > variant 190 a 33
nm, avec une valeur moyenne de 90 nm.

Lefficacité du faisceau STED sur I’augmentation de la résolution est donc remise en cause pour
les pulses les moins €nergétiques. En moyenne, la taille du spot d’émission de fluorescence

i 5 . . . ) STED _
est nettement réduite par rapport a la microscopie classique (d’un facteur ags, /ag-e,’” = 2,5
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environ), mais la résolution peut &tre encore améliorée (jusqu’a un facteur 7) par I’utilisation de
pulses STED sélectionnés selon leur niveau d’énergie. Ceci s’accompagnerait néanmoins d’une
augmentation du temps d’acquisition des images STED, selon la proportion des pulses STED
vérifiant la condition de haute puissance dans la population des pulses disponibles.

Pour illustrer ce fait, chaque point de la figure (3.14) représente le rapport ozggny pour chaque
pulse STED. Plus la puissance moyenne spectrale est élevée, plus la proportion de pulses STED

permettant d’améliorer radicalement la résolution est importante.

<Pgrpp > =1 mW | <PSTED >=5mW | <Pgrpp > = 10 mW
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FIG. 3.14 — Rapport a%}f D calculé pour chaque pulse STED (population de 100 pulses). Distri-
butions pour des puissances moyennes de 1, 5 et 10 mW et une largeur spectrale A\ = 2 nm.
Sont entourés en pointillés, les pulses permettant d’obtenir un spot de fluorescence 5 fois plus

petit que ro (premier rayon du spot confocal).

Par exemple, si I’on souhaite obtenir une résolution 5 fois meilleure qu’en configuration

classique avec un faisceau STED de puissance moyenne de 1 m¥/, aucun pulse ne convient. Par
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contre, dans le cas d’une puissance moyenne STED de 5 mW, 15% des pulses seront utilisables
et pour 10 mW, environ 35% des pulses permettront d’atteindre cette résolution, soit 1I’équi-
valent d’un pulse pouvant étre sélectionné toutes les 40 ns au lieu de 12,5 ns.

En conclusion, I’utilisation d’un continuum de lumiere en régime femtoseconde comme source
pour la microscopie STED semble tout a fait réalisable : le rayon moyen attendu de la tache de
fluorescence contenant 85 % de 1’énergie est de 1’ordre de 90 nm, pour < P,,. > = 0,5 mW et
< Psrpp > = 10 mW et pour ro = 350 nm. L’influence des fluctuations de forme temporelle
et d’intensité du continuum tend a réduire I’importance de I’augmentation de la résolution. Une
résolution supérieure peut en effet €tre atteinte, mais seulement en sélectionnant les pulses de

dépletion présentant une puissance particulierement élevée.

3.4 Montage expérimental

3.4.1 Présentation générale

Le montage complet du microscope STED réalisé est schématisé sur la figure suivante :

delayI A~ oo hologramme

Excitation

BCBS

AOTH L, T, L,

laser fs :D%_@Aé%:l | stretcher
IF MF SC )LS‘TED STED enregistrement

f )
1 2 MExc
’“ AOTE, L3T\2
l échantillon
PZT cube
=
O
=
E . Z
vXcl1tation
STED v—dx

FIG. 3.15 — Schéma du montage du microscope STED réalisé.

Le supercontinuum (SC) est généré comme décrit dans le chapitre 1, par I’injection d’im-
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pulsions femtosecondes a A = 800 nm dans une fibre microstructurée (MF). Un premier filtre
acousto-optique (AOTF;) permet de sélectionner simultanément parmi ce continuum les deux
bandes spectrales correspondant au faisceau d’excitation (\.;.) et au faisceau STED (Asrgp),
grace a la propagation dans le cristal de TeO, d’une onde acoustique composée de deux fré-
quences. Les deux faisceaux sont collimatés, colinéaires, superposés et de méme polarisation, et
ont une finesse spectrale de I’ordre de 2 nm.

La séparation des deux faisceaux est effectuée grace a un montage de polarisation composé d’une
lame biréfringente (B), d’un compensateur de Babinet-Soleil (CBS) et d’un cube séparateur de
polarisation.

La voie relative au faisceau d’excitation est équipée d’une ligne a retard, tandis que les pulses
STED sont tout d’abord allongés temporellement par un stretcher a réseaux, puis mis en forme
annulaire par un hologramme de phase en réflexion.

Les deux faisceaux se recombinent sur le cube séparateur avant d’étre focalisés sur 1’échan-
tillon par un objectif de forte ouverture numérique (x100, ON=1.35, immersion a I’huile). Le
positionnement tridimensionnel de I’échantillon est assuré par un cube piezo-électrique, de dé-
placement minimal 1,5 nm et de précision 25 nm. Le signal de fluorescence ainsi que les deux
signaux pompe diffusés par 1’échantillon sont collectés et collimatés par le méme objectif. Une
lame séparatrice réfléchit une fraction de ces trois signaux vers un second filtre acousto-optique
(AOTF,) : seul le signal de fluorescence est collecté par le photomultiplicateur (PMT), derriere
le trou de confocalité Ts. De fagon similaire au microscope confocal, I'intensité du signal de
fluorescence est enregistrée, ainsi que la position XYZ de I’échantillon.

Les méthodes utilisées pour la séparation des deux faisceaux et la mise en forme annulaire du

faisceau STED sont les deux éléments originaux de ce montage et sont détaillées ci-dessous.

3.4.2 Meéthode de séparation des faisceaux

Lutilisation d’un continuum de lumiere comme source optique est motivée par le besoin
d’utiliser de maniere tres flexible n’importe quel fluorophore. Le critére requis dans ce montage
est donc la versatilité en longueur d’onde de chaque élément optique.

En sortie du filtre acousto-optique, les faisceaux d’excitation et de STED ne différent que par
leur longueur d’onde. Un miroir dichroique pourrait donc simplement étre employé pour les
séparer. Néanmoins, ces longueurs d’onde étant déterminées d’apres les spectres d’émission et
d’absorption du fluorophore utilisé (cf.figure 3.4), le miroir dichroique devrait €tre remplacé
a chaque nouveau marqueur. L’idée développée dans ce montage est d’affecter a chaque voie
(excitation ou STED) une direction de polarisation privilégiée, a I’aide d’éléments biréfringents.

Un cube séparateur oriente ensuite chacun des deux faisceaux dans la voie correspondante.
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L’élément principal est une lame biréfringente associée a un compensateur de Babinet-Soleil.
Considérons une lame biréfringente quelconque d’épaisseur e, illuminée par une source blanche,
placée entre un polariseur et un analyseur croisés et dont les axes optiques sont orientés a 45° de

la polarisation incidente (figure 3.16).

axe lent  axe rapide

Source blanche

P

Intensité détectée : Pet 4 croisés

axe lent  axe rapide

A A
exc STED

Source blanche :
Intensité détectée : @et 4 paralleles

FI1G. 3.16 — Spectres cannelés complémentaires obtenus a l’aide d’une lame biréfringente entre

polariseur et analyseur croisés ou paralleles.

Le spectre obtenu apres 1’analyseur est cannelé puisque pour certaines longueurs d’onde,
le déphasage introduit entre les deux axes neutres par la biréfringence Anj, de la lame provoque
des interférences destructives. L’intensité . recue par un détecteur placé apres I’analyseur suit
une loi du type :

I.= I sinz(g) avec ¢ = ?Am e (3.14)

Lorsque I’analyseur est parallele au polariseur, I'intensité [, relevée apres 1’analyseur a pour

expression la loi suivante :

2
I,=1-1.=1, cosz(g) avec ¢ = ;AnL e (3.15)
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Le spectre obtenu est donc également cannelé, de méme périodicité, et complémentaire du précé-
dent. Ainsi, lorsque deux faisceaux polarisés horizontalement de longueurs d’onde A.... et Asrgp
(positionnées sur un minimum et un maximum des cannelures) traversent une lame biréfringente,
on obtient théoriquement selon I’'une des polarisations 100% de 1’énergie du faisceau .., sans
présence de \s7gp, et un rapport inverse sur 1’autre direction de polarisation. Les deux faisceaux
peuvent Etre ainsi, par la suite, séparés par polarisation avec des pertes d’énergie minimale.

Cet élément n’est pas strictement versatile, puisque seuls les couples de longueurs d’onde se dis-
tribuant selon le peigne fixé par la périodicité des interférences peuvent étre séparés. On ajoute
alors un compensateur de Babinet-Soleil apres la lame biréfringente : celui-ci permet d’ajuster la
position de ce peigne, mais ne modifie cependant peu ou pas sa périodicité. Un tel compensateur
est constitué d’une lame biréfringente et de deux coins de quartz accolés, taillés perpendiculaire-
ment a I’axe optique, ’un des deux coins pouvant se déplacer par rapport a I’autre d’une distance
notée d. Ce décalage introduit un déplacement de 1’ensemble des franges générées par la lame
biréfringente [86].

La lame biréfringente est choisie selon la demi-période des cannelures qu’elle provoque : cette
demi-période doit approximativement correspondre a 1’écart entre les longueurs d’onde d’ab-
sorption et d’émission maximales des fluorophores. Les marqueurs dont nous disposons, comme
la Rhodamine B, présentent un décalage de Stokes d’environ 10 a 15 nm. Nous choisissons une
lame de quartz d’épaisseur 1 mm, et fournissant des cannelures d’une demi-période d’environ
15 nm a 600 nm .

"La périodicité des cannelures est effective en 0 = % Expérimentalement, on mesure Ao=5, 5.10"5mm =1, soit
AN ~ 20 nm a 600 nm.
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FIG. 3.17 — Schéma de I’étage de séparation des faisceaux et coefficient de transmission expéri-

mental.

La figure (3.17) présente la succession des trois éléments optiques permettant la séparation
des faisceaux d’excitation et de STED : la lame biréfringente fixe 1’écart en longueurs d’onde des
faisceaux pouvant étre séparés, le compensateur de Babinet permet, grace a la vis micrométrique
de déplacement d’un prisme, I’ajustement de la position du peigne sur les deux longueurs d’onde
optimales choisies, et le cube large bande séparant la polarisation horizontale de la polarisation
verticale, sépare ainsi les deux faisceaux.

L’efficacité de ce systeme est mesurée de la maniere suivante : longueur d’onde par longueur
d’onde, nous mesurons la puissance disponible avant le systeéme de séparation et la puissance
transmise par le cube. La courbe du coefficient de transmission 7' est tracée sur la figure (3.17)
en fonction de 1/\. Nous obtenons bien un spectre cannelé avec un coefficient d’extinction satis-
faisant (7'= 2 a 8 % selon la longueur d’onde). La largeur spectrale des cannelures mesurées pour
un taux de transmission de 30% est 15 nm a 600 nm, soit 6 a 7 fois plus grand que la largeur
spectrale des faisceaux. Néanmoins, on note que le coefficient de transmission maximal n’atteint
que 65 % au lieu des 90 % attendus apres le cube séparateur. Cet écart est imputable a 1’absence
de traitement anti-reflet sur chacune des 6 interfaces de I’ensemble {lame+compensateur}.

Cette méthode de séparation par polarisation est donc tres efficace®, relativement accordable en

8La méme méthode aurait pu étre appliquée a I’aide de n’importe quel autre interférométre 4 2 ondes, (ex :
Mach-Zehnder).
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longueur d’onde, mais impose une perte d’énergie substantielle par I’absence d’un traitement

adapté des faces optiques.

3.4.3 Meéthode de mise en forme spatiale

La mise en forme spatiale du faisceau STED est I’idée-clé permettant de supprimer I’émis-
sion de fluorescence sur le pourtour du volume d’illumination imposé par 1’objectif imageur.
La forme annulaire du faisceau STED peut étre obtenue grace a un Axicon [87], a un SLM (Spa-
tial Light Modulator) [88], ou a un ensemble de lames de verre recouvertes de M gF5, disposées
de facon a imposer un déphasage de 7 entre différentes régions du faisceau [73].
Au sein de notre laboratoire, la technique de dépdt calibré d’une telle substance étant peu usitée,
nous préférons nous orienter sur un autre type de solution.
Un profil annulaire peut en effet se décrire selon une loi de Laguerre-Gauss [89], dont la forme

est la suivante :
I(z,y) = I,y quec O(z,y) = arctang, (x,y) € R (3.16)
x

Un tel faisceau présente une phase hélicoidale. La mise en oeuvre d’une structure de phase per-
mettant d’imposer un retard helicoidal n’étant pas triviale, nous choisissons de réaliser un ho-
logramme, dont le motif résulte de I’interférence entre un front d’onde hélicoidal et un front
d’onde plan, et sur lequel est diffracté le faisceau STED. Comme toutes les longueurs d’onde
issues du continuum présentent un front d’onde plan apres la lentille Lo, le faisceau diffracté par
I’hologramme illuminé est a priori annulaire pour toutes les longueurs d’onde. La figure d’inter-
férences a I’origine de I’hologramme est générée informatiquement et est représentée ci-dessous
(figure 3.18). On observe les franges d’interférences habituelles et une singularité au centre de
I’image, appelée "singularité de phase". Lorsque I’ensemble de ce motif est utilisé comme réseau
de phase et que la différence de chemin optique entre les franges brillantes et les franges sombres
correspond a un déphasage de 7, le rendement de diffraction est maximal dans les ordres +1 et
—1 : ils concentrent alors a eux deux 80 % de I’énergie du faisceau incident tandis que I’ordre 0

est absent’.

3.4.3.1 Réalisation et caractérisation

La figure d’interférences est transférée sur un wafer de silicium via un masque, par pho-
tolithographie. Pour la réalisation du masque, le motif est tout d’abord binarisé : la modulation

sinusoidale disparait au profit d’une modulation binaire [0 ; 1] ; puis il est décomposé en entités

9cf. réseau binaire 2 profil rectangulaire.
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élémentaires (5 um x 5 pum), dont la juxtaposition est a 1’origine des décrochements visibles
le long de chaque frange sur ’'image en champ lointain de la photolithographie. La dimension
limite des motifs élémentaires est fixée par les limites technologiques du masqueur.

figure d'interférences motif du masque photolithographie

Il

FI1G. 3.18 — Interférences entre des faisceaux présentant un front d’onde plan et hélicoidal, et

1 cm

A
Y

1 cm

periodicité : 30 pm

transfert du motif sur un wafer de silicium par photolithographie (observation par objectif x20).

Le support de silicium est tout d’abord enduit de résine photosensible, puis couvert par le
masque, il est insolé sous lampe UV. Les régions du wafer non protégées par la résine sont ensuite
gravées par attaque chimique au KOH sur une profondeur désirée de 150 nm, soit équivalente
a \/4 pour une longueur d’onde de travail de Agrpp ~ 600 nm. Une image tridimensionnelle

d’une partie de ce réseau est présentée sur la figure (3.19).
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FI1G. 3.19 — Image de profilométrie du réseau gravé sur silicium : vue tridimensionnelle et profil.

La profondeur est mesurée au profilometre a 128 nm + 2 nm. L’écart est imputable a I’'im-
pureté du creuset dans lequel est placé le métal.
Nous obtenons ainsi un hologramme de phase en réflexion, présentant une profondeur équiva-
lente a \/2 pour Asrpp = 520 nm.
Le pas de ce réseau est choisi de telle sorte de bénéficier d’un angle de diffraction important -
ce qui impose un pas le plus faible possible- afin de faciliter la collection du faisceau diffracté,
sans pour autant introduire une trop forte dispersion chromatique, notée %, et sans introduire
trop d’erreurs sur la figure d’interférences lors de la réalisation du masque a I’aide de carrés de
taille non négligeable. Le pas retenu est finalement de 30 pm (I’angle de diffraction dans 1’ordre
1 est alors de 0,02 rad).
D’autre part, le coefficient de réflexion du silicium étant relativement faible (~ 30%), une couche
d’environ 300 nm d’argent a été déposée par évaporation sur I’ensemble de la surface du réseau.

Les résultats de la mesure du coefficient de réflexion R du wafer sont représentés sur la courbe
(3.20).
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FIG. 3.20 — Coefficient de réflexion R du support de I’hologramme (wafer de silicium recouvert

d’une couche de 300 nm d’argent) sur la gamme du visible.

La réflectivité du wafer s’éléve en moyenne a 88% sur toute la gamme du visible, ce qui
atteint quasiment la qualité des miroirs d’argent usuels.
Dans I’objectif de caractériser 1’efficacité de cet hologramme gravé sur silicium sur la mise en
forme du faisceau STED, nous mesurons tout d’abord son rendement de diffraction dans 1I’ordre
+1 en fonction de la longueur d’onde du faisceau incident (figure 3.21). Celui-ci correspond au
transfert d’énergie entre le faisceau gaussien incident et le faisceau annulaire qui sera utilisé dans
la suite du montage.
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FIG. 3.21 — Rendement de diffraction dans [’ordre +1 de I’hologramme illuminé en son centre

par des ondes planes de longueur d’onde variable (compensé du coefficient de réflexion R).

On remarque bien qu’un rendement de diffraction optimal est obtenu pour A ~ 520 nm, et

atteint 36 %, valeur trés proche du rendement théorique. Le rendement décroit lorsque A s’écarte

de la valeur nominale, mais reste compris entre 25% et 36% ce qui permet I’utilisation de cet

unique élément pour mettre en forme le faisceau STED, quelle que soit sa longueur d’onde, sur
la gamme [480; 750] nm.
Quelle que soit la longueur d’onde du faisceau incident, I’image en champ lointain de la réparti-

tion d’intensité dans 1’ordre 1 a la forme suivante :
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FIG. 3.22 — Image CCD en champ lointain de I’ordre 1 de diffraction de I’hologramme illuminé

en son centre par un faisceau gaussien a A = 550 nm.

Ce profil fait bien apparaitre une absence de lumiere en son centre, mais la forme annu-
laire est fractionnée en de multiples zones. Ceci est dii a la juxtaposition des motifs élémentaires
carrés reproduisant les franges d’interférences lors de la réalisation du masque de photolithogra-
phie. Afin d’éviter cette parcellisation et d’obtenir une forme annulaire plus conventionnelle, il
est possible d’agrandir le pas du réseau ou de lisser les discontinuités rencontrées sur le masque
en jouant sur I’orientation des motifs élémentaires pour reproduire au mieux les différentes orien-
tations des franges.

L’hologramme permet donc de donner une forme proche d’un anneau au faisceau STED et ce,
pour toutes les longueurs d’onde du visible avec une efficacité comprise entre 25 et 36%. Comme
tout réseau, la réflexion sur I’hologramme s’ accompagne d’une dispersion angulaire chromatique

qui pourra étre compensée au moyen d’un prisme [88].

3.4.3.2 Simulation de la tache STED attendue apres focalisation

Pour estimer la répartition du champ pompe et STED (supposés monochromatiques de
longueurs d’onde dans le vide A et polarisé) au niveau du point focal de 1’objectif imageur nous
avons calculé numériquement 1’intégrale de Debye suivante [86, 90] :

Ef(r, t) = ;/Oa /O27r E(’ig(e,t)\/COSQ sin(f) exp {z {@/}k(e,qb) + %Tn (s — f)} } ng do db
3.17)
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ou k = {z,y,z} et { = {pompe, STED}. On a également :

cos?(¢p — ¢p) cosf + sin®(¢ — ¢p)
Q = | sin(¢ — @) cos(¢ — ¢o) [cos 8 — 1] (3.18)
—cos(¢ — ¢p) siné

L’objectif de distance focale f est caractérisé par sa pupille qui est elle-méme décrite par les
variables 6 (avec 0 < 6 < a, ou « est le demi-angle d’ouverture) et ¢. Le milieu de focalisation
a un indice optique n. Le terme ¥* (6, ¢) décrit toute modification possible de la phase de 1’onde
sur la pupille (elle est nulle pour un objectif qui travaille normalement). s est la longueur du
trajet reliant un point de I’onde incidente (au niveau de la pupille) de coordonnées (f, 6, ¢) a un
point de coordonnées r proche du foyer (ce dernier ayant pour coordonnées r = (0, 0,0) comme
indiqué sur la figure ci-dessous).

Y

D
el
O\ﬂl“z
>

0C=f=0Q

F1G. 3.23 — Notations géométriques utilisées pour la description d’un front d’onde sphérique.

El]ig (0,t) représente les composantes du champ incident.

Dans la suite, nous utilisons un champ optique polarisé suivant I’axe x. Les figures placées ci-
apres représentent les répartitions transverses et longitudinales des composantes du champ du
faisceau pompe ou du faisceau STED au foyer de 1’objectif. Le milieu possede un indice optique
égal a 1,54 et la longueur d’onde est de 0,55 pum.

Dans le cas de la pompe, aucune modification de la phase a I’entrée de I’objectif n’est effectuée.
Sur la figure (3.24(a)), nous représentons dans le plan (z, y) et apres focalisation, I’importance
de chacune des composantes |E,|?, |E,|?, et |E,|*. On vérifie ainsi que la composante |E,|? est
tres largement majoritaire : sa distribution d’Airy prédomine dans le plan (x,y). Sur la figure
(3.24(b)), nous représentons dans le plan ((x, z) ces mémes composantes apres focalisation. La
conclusion est identique, la contribution de | E,|* prédomine, et I’on retrouve la forme classique
similaire a une ellipsoide selon I’axe z.
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(b) Répartition longitudinale du champ de pompe.

F1G. 3.24 — Répartition des composantes du champ de pompe (n = 1,54, A = 550 nm, O.N. =
1,33, f = 1mm)



130

Microscopie STED

03

z

IE,

034"

s  (um)

=
z

y

X

|E,*+E,*+E

0
10 X (um)

y (pm)

(a) Répartition transverse du champ STED.

x103

y z

X

|E *+E I+,

(b) Répartition longitudinale du champ STED.
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Dans le cas du faisceau STED, la polarisation est toujours selon z, mais une phase hélicoi-
dale est introduite :
VF() = e?@y) (3.19)

Les répartitions transverse et longitudinale du champ STED obtenues sont représentées sur la
figure (3.25). Comme précédemment, nous représentons I’importance relative de chacune des
3 composantes du champ F focalisé dans le plan (z,y) et dans le plan (x, z). On vérifie sur la
figure (3.25(a)) que la forme annulaire donnée a la composante | F, | est relativement bien conser-
vée apres sommation de toutes les composantes. Cependant, on observe tout d’abord qu’il n’y
a pas stricto sensu absence de lumiere au centre de I’anneau et que la répartition d’énergie sur
I’anneau ne possede plus strictement une symétrie circulaire. L’ origine de ce phénomene est la
focalisation, car elle rend possible la conversion d’une fraction de I’énergie existant sur la com-
posante |, | initiale, sur les autres composantes, et principalement sur |F.|.

Ainsi, la focalisation par un objectif de forte ouverture numérique du faisceau STED diffracté sur
I’hologramme permet d’obtenir une répartition d’intensité dans le plan transverse relativement
proche d’un anneau. On doit s’attendre néanmoins a ce que les fluorophores situés au centre des
figures de focalisation soient soumis non seulement au faisceau de pompe mais aussi au faisceau
STED. Ceci aura pour conséquence de diminuer le nombre de photons de fluorescence pouvant
étre collectés, et par la méme, de diminuer le rapport signal a bruit.

L’ensemble des éléments du montage proposé est opérationnel sur une grande gamme de lon-
gueurs d’onde. Seule la technique de séparation des faisceaux d’excitation et de STED manque
de versatilité puisqu’elle sépare des longueurs d’onde réparties selon un peigne, de position certes
variable sur la gamme du visible, mais de périodicité fixée par la biréfringence de la lame. Un
interférometre type Mach-Zehnder semblerait plus approprié. Les principales caractéristiques du
montage sont résumées dans le tableau ci-dessous. La région spectrale indique la gamme spec-

trale sur laquelle chaque élément peut étre utilisé.

Elément Région spectrale | Remarques

Source : SC [470; 920] nm 80 M H z, impulsions=>~ ps

Filtrage : AOTF, [470; 920] nm résolution ~ 2 nm, optimal sur [400 ;700] nm
Séparation par polarisation | [480; 920] nm écart AsEp — Aege fixé

Stretcher [470; 920] nm ajustement par rotation des réseaux
Hologramme [470; 920] nm rendement optimal au voisinage de 600 nm
Objectif imageur [470; 920] nm achromat, ON=1,35, x 100

Filtrage : AOTF, [470; 920] nm résolution spectrale ~ 2 nm

Détecteur [470; 850] nm photomultiplicateur H 6573 Hamamatsu
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3.4.4 Expérimentation

La figure (3.12) démontre clairement que plus la puissance moyenne des pulses STED est
faible, plus la proportion des pulses permettant une dépletion efficace est réduite. Dans le cas
du continuum étudié dans cette these, la puissance spectrale disponible apres le filtre acousto-
optique en moyenne de 250 W /nm. En considérant que les faisceaux d’excitation et de STED
ont une largeur spectrale de 2 nm apres le filtrage, nous disposons donc de faisceaux d’environ
0,5 mW, ce qui est déja deux fois plus faible que la puissance utilisée pour tracer la premiere
courbe de la figure (3.12).

Le calcul suivant nous permet d’estimer rapidement la puissance moyenne du faisceau STED né-
cessaire pour obtenir une bonne suppression de la fluorescence : le coefficient d’efficacité STED
n = e 7"sTED pe dépend que de la section efficace o du fluorophore utilisé et de hgrzp, la den-
sité de photons par pulse et par unité de surface. Une dépletion efficace correspond chsrpp > 1,
soit de maniere purement arbitraire, chgrpp > 4. La puissance moyenne STED nécessaire
< P > se déduit de cette relation. On note P, la puissance créte du faisceau, £ I’énergie conte-
nue dans un pulse, hv 1’énergie d’un photon, 7 la durée d’un pulse, S I’aire de focalisation du

faisceau STED et f la fréquence de répétition du continuum.

E 1
hsrep = 7 < (3.20)

Soit encore :
P.t1 <P>1

h pr—y _— =
STED = "hy S~ fhv S

En considérant la valeur numérique des parameétres expérimentaux ' et ¢ = 10~'cm? pour les

(3.21)

fluorophores usuels, on obtient :
4
ochstep=4 < < P>=—fhvS~6mW. (3.22)
o

Au niveau de I’échantillon, la puissance moyenne doit donc étre de 1’ordre de 1 a plusieurs
mW pour observer une décroissance du signal de fluorescence lors de la focalisation du faisceau
STED. Or, dans notre cas, apres la traversée de I’ensemble du montage, la puissance moyenne
du faisceau STED au niveau de I’échantillon n’est plus que de 1 pWW. Les pertes d’énergie dans
le montage sont extrémement importantes : environ 70% de pertes par passage dans le stretcher,
60% de pertes par diffraction sur I’hologramme et plus de 60% de pertes cumulées par 1’aller-
retour dans les éléments biréfringents, qui ne possedent malheureusement pas de revétements
anti-reflet. L’inconvénient fondamental est toutefois le manque de puissance disponible au ni-

veau méme du continuum.

0f-80 MHz S =0,5.10"% em?, hv ~ 4.1071° J
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Une tentative d’observation de la dépletion de fluorescence a toutefois été effectuée sur une solu-
tion aqueuse de Phycobiliprotines® !, présentant I'une des sections efficaces les plus élevées
proposées commercialement, 10 fois plus importante que les sections efficaces de fluorophores
usuels (¢ ~ 107'% ¢m?). Cet échantillon nécessite a priori 10 fois moins de puissance pour
entrainer sa dépletion.

0.8 détection

' 7“ST]ED2
0.6

0.4

0.2

spectres d'absorption et d'émission (u.a)
(phycobiliprotéines)

450 500 550 600 650 700 750 800
longueur d'onde (nm)

FIG. 3.26 — Spectre d’émission et d’absorption du fluorophore choisi (phycobiliprotéines) ;
spectre normalisé du continuum et position des bandes spectrales utilisées pour le faisceau d’ex-

citation et les faisceaux STED.

L’ AOTF; permettant de sélectionnant plusieurs bandes spectrales simultanément, 1’échan-
tillon est illuminé a \.,. = 550 nm, puis est soumis a deux faisceaux STED a Agrgp = 600 nm
et 630 nm, pouvant théoriquement induire de 1I’émission stimulée puisque ces deux bandes spec-
trales appartiennent au spectre d’émission des protéines (cf.figure 3.26).

Méme en s’affranchissant de I’utilisation de 1’hologramme du stretcher et du systeme de sélec-
tion en longueur d’onde, aucune variation du niveau de signal de fluorescence n’a été détectée
lors de la focalisation simultanée des trois faisceaux.

1P_800, B-phycoerythrin, coefficient d’extinction molaire : € = 2410000 c¢m~1 M ~*,Molecular Probes
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3.4.5 Conclusion

Méme si les premiers essais expérimentaux ont échoués, 1’utilisation d’un continuum de
lumiere comme source pour la microscopie confocale semble pourtant possible, le point clé étant
de pouvoir disposer d’une puissance moyenne suffisamment élevée (de 1’ordre de quelques mIW
au niveau de 1’échantillon). Des études récentes montrent qu’il est cependant possible de réali-
ser un systeme équivalent au microscope STED en utilisant des pulses de tres faible puissance
(~ nW) sur des molécules particulieres [91].

Compte tenu du fait que les périodes de répétition des sources optiques sont actuellement toujours
supérieures aux temps de vie de fluorescence des marqueurs usuels, le phénomene de dépletion
de fluorescence a lieu lors de la superposition de chaque pulse du faisceau d’excitation et du
faisceau STED. Le fait de sélectionner ces deux faisceaux parmi un continuum de lumiere nous
pousse a observer le comportement pulse a pulse de celui-ci, entre terme de durée d’impulsions,
de fluctuations de puissance et de fluctuations de forme temporelle. Les calculs du coefficient
d’efficacité STED 7 a I’aide d’impulsions de continuum générées numériquement montrent que
I’influence des fluctuations de puissance prédomine : 7 peut en effet varier de 20% d’un pulse a
I’autre. Les dimensions latérales du spot d’émission de fluorescence étant directement reliées a
la puissance contenue dans chaque pulse STED, la résolution latérale varie a chaque pulse. En
moyenne, et pour une puissance STED de 5 mW /nm, disponible sur des continua commerciaux,
la résolution attendue est de 1’ordre de 90 nm. Une meilleure résolution pourrait étre obtenue en
sélectionnant les pulses STED selon un critere de puissance.

Le montage utilisé permet de conserver toute la versatilité en longueur d’onde proposé par le
continuum, mais celui-ci fournit actuellement trop peu de puissance par pulse pour pouvoir vali-
der son utilisation en microscopie STED.

Cette validation pourrait sans doute étre envisagée en employant un laser femtoseconde plus
puissant, ainsi qu’une fibre microstructurée plus courte afin de diminuer les pertes d’énergie par
absorption dans celle-ci. De tels types de continua sont déja disponibles sur le marché. D’autre
part, des pompages en régime picoseconde ou nanoseconde semblent étre encore plus adaptés car
ils permettent de disposer de pulses plus énergétiques. En effet, dans ces régimes de pompage,
les lasers usuels ont un taux de répétition de I’ordre de quelques k£ H z et une puissance moyenne
de plusieurs dizaines de mW, ce qui correspond a une amélioration de 1’énergie d’un facteur 600
par rapport au cas actuel. De plus, les impulsions fournies par ces continua seront plus longues
que celles utilisées actuellement, ce qui permettrait d’envisager la suppression du stretcher dans
le montage. Une étude complete du comportement temporel des continua en régime picoseconde

ou nanoseconde devra préalablement étre amorcée.



Chapitre 4

Spectroscopie de temps de vol : physiologie
des milieux diffusants

a physiologie (du grec, puvon, nature, et Aoyos, science) est I’étude du fonctionnement mé-
Lcanique, physique et biochimique des organismes vivants, de leurs organes et de leurs orga-
nisations, de leurs structures et de leurs tissus. La physiologie étudie également les interactions
d’un organisme et de son environnement. Dans I’ensemble des disciplines biologiques, en défi-
nissant schématiquement des niveaux d’organisation, la physiologie est une discipline voisine de
I’histologie et de 1’anatomie. Cette discipline a donc pour but de caractériser le fonctionnement
visible des organismes vivants, mais aussi, de déceler les raisons de ce fonctionnement : on sou-
haite atteindre un niveau de compréhension des €tapes vitales.

Chaque cellule est, en soi, un systeme ouvert, dépendant pour sa survie, des échanges de chaleur,
d’oxygene, de nutriments, de déchets, et d’information avec son environnement. Grace au méta-
bolisme énergétique, i.e a un ensemble de transformations moléculaires se déroulant de maniere
ininterrompue dans la cellule, ces apports nutritionnels fournissent de 1’énergie disponible, né-
cessaire au fonctionnement cellulaire. L’ étude in vivo de la physiologie tissulaire reste fort com-
plexe, et quelques groupes de physiologistes souhaitent actuellement développer des techniques
de mesures locales et en temps réel, permettant d’accéder a une meilleure compréhension du mé-
tabolisme énergétique du muscle, de I’os ou encore de la moelle osseuse. L’état physiologique de
ces tissus peut étre caractérisé par leur teneur en hémoglobine Hb0-, en déoxyhémoglobine Hb,
en eau H,0 et en lipides. Connaitre les concentrations de ces derniers localement et en temps réel
permet ainsi d’accéder a un état physiologique tissulaire précis. Ni les explorations par rayons
X, par émission de positons (TEP, Tomographie par Emission de Positrons), par Imagerie par
Résonance Magnétique (IRM), ou encore par échographie, ne donnent acces a de tels parametres

physiologiques.
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Le choix d’un caractere non invasif pour la mesure laisse une grande place aux méthodes op-
tiques, et entre autre a la spectroscopie en proche infra-rouge.
Elle consiste en I’illumination de I’échantillon, de I’organe, etc... en un point donné par une

I, et en la collection en un point voisin de la lumiére

source multi-longueurs d’onde pulsée
retro-diffusée. La séparation spectrale des photons collectés, puis I’analyse temporelle du signal
obtenu pour chaque longueur d’onde fournit un grand nombre d’informations, notamment sur les
propriétés d’absorption et de diffusion du tissu exploré. Dans le cas de tissus tres peu diffusants,
I’atténuation de la lumiere apres la propagation de celle-ci dans les tissus est majoritairement
due a de I’absorption, qui est a la somme de 1’absorption des constituants moléculaires ma-
jeurs [93] : chacune des quatre molécules précédemment cités présente un spectre d’absorption
caractéristique dans ’infra-rouge. La figure (4.1) fournit I’exemple de I’hémoglobine et de la

déoxyhémoglobine.

)

~_ 1000000 —_—

=

E

&

© 100 000 3

2

k=

E

§ 10000 Hi 3

5

g

= 1000 L

@ HEO.,

2

s

(5

3 100 —
200 400 600 800 1000

longueur d'onde (nm)

FIG. 4.1 — Spectre d’absorption de I’hémoglobine (HbOs) et de la déoxyhémoglobine (Hb) sur
la gamme [200; 1000] nm.

D’apres la loi de Beer-Lambert, I’absorption d’une molécule étant directement proportion-
nelle a sa concentration, une mesure spectrale d’absorption permet d’accéder a sa teneur dans le
volume illuminé. Il est alors envisageable de suivre grace aux variations de concentrations d’un
ou plusieurs éléments, les modifications d’oxygénation, de vascularisation au cours d’un effort
[94], d’un changement de température [95], d’un traitement médical... Mais la grande difficulté

de cette technique est que par la plupart des tissus présentent un caractere fortement diffusif : en

'En spectroscopie infra-rouge, la source n’est pas forcément pulsée, mais peut &tre continue, ou modulée en

intensité [92] : les méthodes numériques permettant d’extraire i, et ), sont alors différentes.
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moyenne, le coefficient de diffusion y, est environ 20 fois plus grand® que le coefficient d’ab-
sorption /i, . La lumiere a donc tendance a se propager par diffusion : le chemin optique est
inconnu, et les variations dans I’atténuation observée dépendent non seulement d’une variation
de concentrations des molécules absorbantes, mais aussi du coefficient de diffusion, de la géo-
métrie du tissus, ... Cette méthode nécessite ainsi 1’établissement de modeles de propagation de
la lumiere suffisamment robustes pour tenir compte de la plupart des propriétés des tissus et ne
pas induire d’erreurs sur I’interprétation de la forme des pulses collectés [97, 98, 99].

Le travail suivant est le fruit d’une collaboration franco-suisse entre T.Binzoni, physiologiste du
Centre Hospitalier Universitaire de Geneve et notre équipe. Grace a son caractere pulsé et large
bande, le continuum de lumiere dont nous disposons semble une source tout a fait adaptée a
ce type d’investigations. En effet, les mesures d’absorption par spectroscopie infra-rouge sont
habituellement réalisées a 1’aide d’un nombre discrets de longueurs d’onde. Les concentrations
déduites de ces mesures sont entachées de nombreuses erreurs (bruit, difficultés de calibration des
appareils, problemes de dynamiques de mesures, absorption due a la présence d’autres composés
biologiques en petite quantité...). L’utilisation d’un plus grand nombre d’informations spectrales
permet de prévenir ou dépasser ces erreurs : I’emploi d’un continuum a été expérimentalement
testé avec succes depuis 2004 [100, 101, 102]. L’ objectif de cette collaboration est d’obtenir, par
spectroscopie de temps de vol avec continuum de lumiere, une "image" in vivo du comportement
de tissus illuminés par des pulses courts, voire méme de mesurer leurs parametres physiologiques
fondamentaux (u,, £4%), sur une population de volontaires humains.

Dans un premier temps, nous présenterons le modele de propagation de la lumiere choisi pour
décrire cette interaction lumiere-matiere, puis nous détaillerons les différentes étapes de la pro-
cédure expérimentale. Enfin, nous présenterons les résultats obtenus, concernant deux types de

tissus explorés : le tissu musculaire, et I’os.

4.1 Modele théorique de propagation de la lumiere

La complexité de 1’étude de la propagation de la lumiere dans les tissus biologiques vient
du fait que ceux-ci ne sont ni homogenes, ni forcément isotropes. La prise en compte de la struc-
ture interne des tissus fournit un nombre de parametres bien trop important pour que le probleme
soit soluble. Il faut donc, d’une part modéliser le milieu diffusant, mettre en équation la propaga-
tion de la lumiere et fournir un algorithme de calcul permettant de trouver les solutions de cette
équation [103, 104].

Il existe différentes facons d’aborder le probleme de la propagation de la lumiere dans un mi-

2Dapres [96], u, = 1 mm ™! et p, = 0.05 mm ™! pour la plupart des tissus.
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lieu quelconque. On releve principalement le modele relevant de 1’équation de transport radiatif,
utilisée pour décrire des problemes tres généraux de transport d’énergie par les photons, et les
modeles issus du probleme de la "Marche aléatoire” (RW, Random Walk), s’appliquant quant a
lui dés que le transport de particules peut s’aborder comme une succession de chocs, ou d’évé-
nements chacun entaché d’une certaine probabilité.

Le probleme de la marche aléatoire reste, en soi, tres général puisqu’il peut s’ appliquer a de nom-
breux contextes, principalement a la diffusion. Il consiste a déterminer quelle est la probabilité
pour qu’une particule -ici un photon- se trouve en une zone spatiale donnée, au bout d’un temps
donné. Le cas le plus simple, mais généralisable, est celui de la marche aléatoire dans un espace
a une seule dimension. Il fournit une solution simple, dans le cas d’un espace-temps discretisé,

ou continu .
p=1/2 p=1/2

«—> m-1 m m+1
I pas

FI1G. 4.2 — Schématisation de la marche aléatoire monodimensionnelle. p est la probabilité de

transition d’un centre diffusant au suivant.

Considérons une particule qui effectue des déplacements le long d’une ligne, par pas de
méme longueur, vers I’avant ou ’arriere, avec la méme probabilité p = 1/2. Aprés N pas,
la particule peut €tre en chacun de ces points : -N, -N+1, -N+2,..., -1, 0, +1,..., N-1, N. La
probabilité W (m, N) que le photon arrive au point m aprés N déplacements s’exprime par la

relation suivante [105] :

Wm )= Chem Q) = Fiv o - w2

g (5 D

Le cas le plus intéressant est lorsque N > m, c’est-a-dire le cas ou le parcours moyen de la
particule est plus grand que la distance entre deux événements. Dans ce cas, on peut appliquer la
formule de Stirling :

1 1
logn! = (n + §)logn—n+ 510g27r+0(n_1)(—> 00) 4.2)

Puisque N — oo et que N > m, la probabilité précédente s’exprime, tous calculs faits, sous la

forme suivante :

)2 exp(—-~) (4.3)
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On rend cette probabilité applicable aux cas de milieux continus dans le domaine spatial et tem-
porel en écrivant que la valeur x du déplacement total est un nombre entier m de fois la longueur
du pas élémentaire [, soit x = ml.

En supposant que le photon réalise n déplacements par unité de temps, et en posant D = 1/2nl?,
alors la probabilité W (x,t)Axz qu’un photon se trouve entre = et z + Az aprés un temps ¢ est

donnée par :

—x2

4Dt

1
Wz, t)Az = - exp(
2(mDt)2

On retrouve ainsi la forme usuelle de 1’équation de diffusion, et son parametre D, valable dans

JAx (4.4)

le cas unidimensionnel et isotrope.

Pour étre appliquée dans le cas de milieux quelconques, cette théorie est modifiée en relachant
la contrainte sur la durée d’exécution d’un pas et devient la "marche aléatoire en temps continu"
(CTRW, Continuous Time Random Walk)[106]. Pour modéliser le fait que les centres diffusants
contenus dans le milieu traversé sont placés de maniere aléatoire, on considere que ceux-ci sont
situés aux intersections d’un maillage orthonormé, tridimensionnel, mais que le temps de passage
d’un point a ’autre est une variable aléatoire. La figure (4.3) fournit le schéma d’un maillage
spatial bidimensionnel, avec des temps de passage plus courts pour une propagation selon 1’axe

x que selon 1’axe y : le photon "voit" ainsi un milieu anisotrope.

d, <d, d, = d,
tl = t2 tl < t2
dy | di!
d, d,
maillage spatial anisotrope maillage spatial isotrope et
conditions d'anisotropie
temporelle

F1G. 4.3 — Schématisation de la marche aléatoire CTRW bidimensionnelle : utilisation d’une

anisotropie temporelle pour traduire une anisotropie spatiale.

Dans le cas tridimensionnel, la probabilité de passage d’un centre a 1’autre n’est donc plus
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1/3, mais dépend de I’axe de propagation : la probabilité est «, 3, ou 7y selon que 1’axe choisi
est x, y ou z (cf. figure 4.4) ; une hypothese supplémentaire est apportée en considérant que le
déplacement du photon est symétrique pour chaque axe, c’est-a-dire que les probabilités de faire

le pas ¢ — x + 1 ou le pas © — x — 1 sont identiques.

A
< p=a
p=pB *
p=y
Y Y
Z

FI1G. 4.4 — Orientation des 3 axes de propagation dans le modele CTRW et leur probabilité p

associée.

Suite a ces définitions, les probabilités de transition satisfont de fait la condition suivante :
20 +20+2y =1 (4.5)

Lorsque le milieu présente une symétrie particuliere -par exemple, si « = (3 # - - on définit le

parametre d’anisotropie B par la relation suivante :

=" (4.6)

«

Les probabilités de transition peuvent alors s’exprimer uniquement en fonction de B :

“.7)

En tenant compte qu’il existe des centres d’absorption dans le milieu, la distribution temporelle

d’arrivée des photons suit dans ce cas la loi suivante [dagdug03] :

B +2)3/? 1 1 d 1
I(d,t) = (%)3(/281/22“/ 2 P {_(E +3) [B + (ﬁus)z] et fac(t — to)} (4.8)

s

ou I(d,t) estle flux de photons détectés au temps ¢ et a la distance d du point d’illumination. 1/,

est le coefficient de diffusion du milieu®, 1, est le coefficient d’absorption, ¢ la vitesse la lumiere

311 est le coefficient de diffusion réduit, il s’exprime en fonction du coefficient de diffusion intrinséque i, par :

e = ps(1— < cos @ >), ot < cos > est I’angle de diffusion moyen [ref].
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dans le milieu et ¢; I’instant initial de la propagation.
Ce modele théorique, tres récemment développé, et testé avec succes sur des échantillons (ou
"phantoms") calibrés [107], sera utilisé pour interpréter les données expérimentales recueillies

au cours de ce travail.

4.2 Présentation du systeme de spectroscopie de temps de vol

4.2.1 Montage expérimental

Le montage utilis€ pour enregistrer la réponse tissulaire a une excitation optique est le

E
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FIG. 4.5 — Schéma du montage expérimental de spectroscopie de temps de vol .

La source utilisée est le continuum étudié précédemment, sans élément de filtrage spectral.
La sortie de la fibre microsctructurée est immédiatement couplée a une fibre standard a gradient
d’indice (diametre de cceur : 50 pm). Une lentille collimatrice est directement montée a I’issue
de celle-ci; le faisceau incident sur le tissu a explorer est de 2 mm de diametre. Les photons
diffusent dans I’ensemble du tissu, et sont collectés a une distance d de la position de la fibre
d’illumination par une fibre standard, de diametre de cceur 300 um.

Les photons collectés sont ensuite dispersés spectralement par un monochomateur *, puis leurs

4250 IS, Chromex ; réseau de 50 traits /mm , blazé a 600 nm, fente d’entrée 50 pum.
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temps d’arrivée, pour chaque canal spectral, sont enregistrés par une Streak-Camera 3. Celle-
ci permet de capturer I’ensemble des pulses du continuum diffusés par 1’organe, grace a une
synchronisation sur la fréquence du laser MaiTai : une fraction du signal laser a 80 M H z est
détectée par une photodiode, et sert de signal de déclenchement pour la Streak Camera.

A I’extrémité de la chaine de détection, une caméra CCD fournit les images des spectres en temps
résolus : ’axe horizontal et vertical étant respectivement composés de 512 canaux spectraux, et
de 512 canaux temporels. Chaque point d’une image CCD apporte ainsi 3 types d’informations
sur les photons diffusés par le milieu : I’intensité du flux de photons, la longueur d’onde de ces
photons, et leur temps de propagation dans le tissu. Pour traduire une réalité physique, ces trois
axes d’informations sont donc a calibrer.

4.2.2 Calibration instrumentale

Nous avons testé les capacités de linéarité en intensité de la caméra CCD, puis calibré 1’axe
vertical et horizontal du capteur respectivement en temps et en longueur d’onde.
La calibration en intensité consiste ici a vérifier, pour chaque valeur de gain de la caméra et
pour toutes les colonnes du capteur, la linéarité en intensité de la Streak caméra. Un ensemble de
densités optiques, préalablement caractérisées sur le spectre [400; 1100] nm, sont placées suc-
cessivement entre les deux fibres de d’émission et de collection (cf.figure 4.6.a ). Les valeurs des
densités sont [ 0,13; 0,27; 0,4; 0,5; 0,63 ; 2,97 ; 3,3]. Pour chacune d’entre elles, on enregistre

grace au montage décrit précédemment, le spectre des photons transmis (cf.figure 4.6.b ).
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temps d'arrivée (u.a)
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FIG. 4.6 — (a) Dispositif de mesure du spectre transmis par une densité D : placement des fibres,

(b) images CCD correspondant aux spectres enregistrés par la streak camera sans et avec une
densité D=3,3, gain=10.

505680, Hamamatsu, J apon.
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Pour chaque gain de caméra, on compare le flux de photons effectivement recu par le
capteur au flux de photons incidents (figure 4.7). Chaque point est caractéristique d’une longueur
d’onde et d’une densité.
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FI1G. 4.7 — Vérification de la linéarité de la streak camera et CCD : enregistrement des rapports
entre la puissance incidente et la puissance transmise par les densités optiques (pour chaque

canal spectral) pour chaque gain de la streak camera.

Les points de mesure se distribuent au voisinage d’une droite : la linéarité de la Streak

camera pour chaque gain et tous canaux spectraux confondus est ainsi testée et admise.

La calibration en longueur d’onde consiste a affecter a chacune des 512 colonnes du capteur
CCD une bande spectrale \ 4 % déterminée.

Pour ce faire, les deux fibres d’émission et collection sont placées face a face, et la puissance
du laser MaiTai est diminuée jusqu’a étre inférieure au seuil de génération du continuum. La
longueur d’onde se propageant est donc celle délivrée par le laser, et peut étre comprise entre
750 et 850 nm. On enregistre la trace I (A, t) de ce faisceau sur la Streak camera pour différentes

longueurs d’onde. La superposition de ces traces est représentée sur la figure suivante :
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FIG. 4.8 — Calibration en longueur d’onde des colonnes du capteur CCD de la Streak camera :
superposition des traces de faisceaux de différentes longueurs d’onde délivrés par le laser Mai-
Tai.

Le relevé de la position horizontale des maxima d’intensité sur I’image CCD en fonction
de la longueur d’onde propagée fournit directement les points expérimentaux de la calibration

colonne du capteur < longueur d onde.
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FI1G. 4.9 — Calibration en longueur d’onde des colonnes du capteur CCD de la Streak camera :

points expérimentaux et ajustement linéaire.
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L’ajustement linéaire vérifié par les points expérimentaux est une loi du type :
A =917 — 0.5.npizel (nm) (4.9)

On en déduit que la plage spectrale visualisée sur les images CCD s’étend de 670 a 920 nm

environ, la résolution étant de 0, 5 nm /pizel.

En ce qui concerne 1’axe vertical, c’est-a-dire temporel, des images fournies par la Streak camera,
la calibration consiste a relever le décalage entre les différentes traces d’arrivée du continuum

lorsque les fibres d’émission et de collection sont séparées par une distance variable et connue.
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FI1G. 4.10 — Calibration temporelle des lignes du capteur CCD de la Streak camera : traces

d’arrivée du continuum pour différentes distances d de propagation dans [’air entre la fibre

d’émission et la fibre de collection.

Pour chaque canal spectral, on releve le numéro du pixel de 1’axe vertical en fonction du
temps de propagation de I'impulsion entre les deux fibres (¢ = d/c, avec ¢ la vitesse de lumiére
dans le vide). Par ajustement linéaire, on obtient alors 512 relations ligne du capteur < temps.

En moyennant sur I’ensemble des lignes, la loi est du type :
t=3,7+3,6n°pixel (ps) (4.10)

On en déduit que la plage temporelle disponible sur une image CCD s’étend de 0 a 1.9 ns environ.
Il est a noter que le temps "z€éro" ne correspond pas forcément au canal n° O : il est donné par le
n° du pixel indiquant la trace du continuum lorsque les deux fibres sont accolées. Les trois axes
d’informations sous-jacentes a chaque image de la Streak camera sont donc calibrés. Le tableau
suivant résume les caractéristiques de 1’acquisition des spectres en temps résolu :
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Caractéristiques du capteur CCD de la Streak Camera
Détection en intensité linéaire
Plage spectrale [670; 920] nm
Plage temporelle [0;1,9] ns

La réponse impulsionnelle du montage est enregistrée en placant face a face les fibres d’illumi-
nation et de collection, et en utilisant le continuum complet. La réponse obtenue est tracée sur
la figure 4.11. Les profils temporels /,cponse (A, ) seront utilisés par la suite pour déconvoluer les
spectres de temps de vol relevés apres propagation dans un échantillon.

0
04 g
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1.2 §
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1.4 3

1.8 § !
920 870 820 770 720 670

longueur d'onde (nm)

FI1G. 4.11 — Réponse impulsionnelle du montage optique complet de spectroscopie de temps de

vol : illumination par le continuum, fibres d’illumination et de collection placées face a face.

4.3 Mesures de spectroscopie de temps de vol en milieux dif-

fusants

Les mesures de spectroscopie en temps résolu, ou spectroscopie de temps de vol, cor-
respondent a 1’enregistrement de la trace temporelle (¢, A) des photons diffusés par le milieu
illuminé. Il est clair cependant que la forme de ces traces différent en fonction de la distance
d séparant les deux fibres. D’une maniere générale, on peut dire que plus d est élevée, plus le
nombre de photons collectés sera faible mais aussi plus ces photons proviendront des couches
profondes du tissu sondé. Le trajet moyen des photons diffusés a une forme d’arc, comme le
représente la figure (4.12) :
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FI1G. 4.12 — Illustration de la relation entre la profondeur des tissus traversés et la distance d

entre la zone d’illumination et la zone de collection des photons diffusés.

Ainsi, en considérant que le chemin optique moyen des photons collectés pénetre le tissu
jusqu’a une distance de d/2, la distance d entre les deux fibres est a adapter selon le type de tissu
que I’on veut explorer. Cet ordre de grandeur liant d a la profondeur sera utilisé dans 1’ensemble
des mesures ultérieures.

La premiere étape pour tout enregistrement de spectres résolus en temps est le relevé de la ré-
férence temporelle en accolant les fibres d’émission et de collection face a face. Le temps de
propagation des photons entre la source et le détecteur est dans ce cas uniquement di a la tra-
versée des éléments optiques constituant le montage. L’instant d’arrivée des impulsions sur le
détecteur fournit la position de 1’origine des temps sur 1I’axe vertical des images (figure 4.15.a.).
De méme, apres chaque mesure, le continuum est éteint et I’ensemble du montage expérimental
est maintenu dans la méme disposition : il s’agit d’enregistrer le niveau de bruit ambiant, avec le
méme gain de caméra et le méme temps d’acquisition afin de le soustraire aux spectres mesurés.
L’ objectif de ce travail est de vérifier dans quelle mesure le continuum de lumiere utilisé jusqu’a
présent permet de réaliser des images de spectroscopie de temps de vol dans des milieux diffu-
sants tels que les tissus humains (graisse, muscle, os, moélle osseuse), et si des parametres phy-
siologiques (coefficient d’absorption, coefficient de diffusion, anisotropie des tissus, ...) peuvent
étre extraits de ces mesures, dans des conditions in vivo. A long terme, 1’objectif des physiolo-
gistes est de connaitre ces parametres fondamentaux sur une grande diversité de tissus afin de
mieux comprendre les réactions de 1’organisme face a I’effort, a une pathologie, ou a une théra-
pie ...

Ces mesures ont été effectuées sur 16 volontaires (12 hommes et 4 femmes), dont les mensura-

tions (age, poids, taille) ont été relevées.
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4.3.1 Spectroscopie de temps de vol dans le tissu musculaire

Le premier type d’investigations de spectroscopie concerne le tissu musculaire. L’image
(4.13) obtenue par échographie est une coupe transverse d’un exemple de muscle, le biceps hu-
main. On distingue nettement une structure macroscopique : 1’aspect strié de ce tissu correspond
aux faisceaux de fibres musculaires, manifestement toutes dirigées dans la méme direction. D’un
point de vue morphologique, cette image montre clairement que ce muscle n’as pas de propriété
d’isotropie ; I’aspect strié est d’ailleurs une caractéristique fondamentale de tous les muscles

humains rattachés au squelette.

ATT |

FIG. 4.13 — Vue longitudinale d’un biceps humain obtenue par échographie. ATT : peau (épi-
derme, derme et graisse hypodermique) ; My : téte courte du biceps; M :brachialis; H : humé-

rus. La fleche indique la direction principale de I’ orientation des fibres musculaires.

Il est maintenant connu qu’a un niveau microscopique, 1’orientation des fibres musculaires
affecte les propriétés optiques [108, 109]. Cependant, puisque 1’hypothese d’isotropie optique
de ce tissu a jusqu’a présent toujours €té sous-entendue dans les expériences de spectroscopie
proche infra-rouge °, on ne sait pas a priori si les effets d’anisotropie sont observables lorsque les
mesures sont réalisées sur de grandes distances (d ~ 3 cm). L’ objectif fixé par le physiologiste
a I'initiative de ce projet, est de déterminer si la technique de mesure utilisée précédemment
permet de quantifier 1’anisotropie du tissu, et d’aboutir ainsi a une connaissance non erronée des
parametres /i, et x pour le muscle étudié.

Le choix du muscle s’est porté sur le biceps, en raison de sa position a tres faible profondeur

L anisotropie de la propagation de la lumiére a déja été observée sur la peau humaine [110] et sur les dents

[111], mais aucune mesure n’a été effectuée sur les muscles humains in vivo.



4.3 Mesures de spectroscopie de temps de vol en milieux diffusants 149

sous la surface de la peau, de la simplicité de sa structure macroscopique, et de la connaissance
de I’orientation de ses faisceaux de fibres sous la peau. En effet, la plupart des autres muscles
présentent une direction d’orientation de fibres différente de la direction de contraction, et qui de

plus varie sur une échelle de quelques centimetres.

4.3.1.1 Mesures

Le protocole expérimental consiste a placer le volontaire assis, le bras droit placé sur un
plan horizontal a hauteur de taille, avec un angle d’environ 145° au niveau du coude afin de
placer le biceps dans une position de détente (cf. figure 4.14.b.). A I’aide d’un pied a coulisse,
nous estimons pour chaque volontaire 1I’épaisseur de tissu adipeux (Adipose Tissue Thickness,
ATT) situé au-dessus du biceps.

illumination

collection

illumination collection

(a) (b)

FIG. 4.14 — (a) Placement des fibres pour la mesure de la référence temporelle des spectres

résolus en temps, (b) placement des fibres sur le biceps des volontaires lors des enregistrements.

Apres avoir placé la référence temporelle sur les images de la Sreak Camera grace a une
mesure de spectre de temps de vol sans échantillon (cf.figure 4.14.a.), nous collectons les pho-
tons diffusés a une distance d = 29 mm du point d’illumination dans la direction donnée par
I’humérus. Cette distance est identique pour tous les volontaires, puisque le tissu exploré a la

profondeur d/2 ~ 15 mm est toujours le biceps. Les images suivantes sont deux exemples de
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spectres de temps de vol relevés pour deux individus présentant un tissu adipeux sous cutané

d’épaisseur tres différente.
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FI1G. 4.15 — (a) Exemples d’enregistrements des références temporelles, (b) spectres de temps de
vol de la lumiere diffusée dans le biceps dans le cas de 2 volontaires, dont les épaisseurs de tissu

adipeux au niveau du biceps sont ATT =1,7 mm et 9,5 mm.

On remarque deux grandes différences entre ces spectres. Le temps d’arrivée des premiers
photons et 1’étalement temporel des impulsions sont bien plus grands dans le cas d’une couche
adipeuse épaisse. Bien que les photons collectés soient issus en majeure partie du tissu muscu-
laire, ils traversent par deux fois la peau et la graisse situées au-dessus du biceps. La graisse
étant un tissu extrémement diffusant, les photons collectés dans le cas d’une grande ATT ont di
emprunter des chemins optiques plus complexes et donc plus longs pour revenir a la surface.

Le temps d’acquisition de tels spectres est de I’ordre de 4 minutes.
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4.3.1.2 Traitement des données et résultats

Les parameétres 1, et . ainsi que le coefficient d’anisotropie B sont recherchés grice a
1’ajustement entre I’ensemble de ces images et la loi de diffusion établie a I’équation (4.8) (A est
un coefficient de proportionnalité et [ est le flux de photons collectés) :

Limage(d, t) = AI(d, t)

(B +2)%? 11 d ] 1
- (5 +35) | B+ (7% — pac(t —t
B e P U a) [P (g | g el =)
Le protocole de traitement est le suivant :

— chaque image (ou spectre) (A, ), est traitée pour tenir compte des calibrations tempo-
relle et spectrale, de la référence temporelle et du bruit ambiant mesurés.
— Le profil temporel () de I’impulsion est extrait pour chaque longueur d’onde, et il est
déconvolué par la réponse impulsionnelle du montage a la méme longueur d’onde.
— La loi de diffusion (4.8) est ensuite ajustée a ce profil, avec la contrainte que les para-
metres A, [i,, (. et B soient positifs.
Les courbes suivantes (figure 4.16) donnent pour une méme longueur d’onde, un exemple de
profil temporel issu d’un spectre de temps de vol par propagation dans le biceps et la réponse

impulsionnelle du montage volontairement représentée avec la méme échelle temporelle.
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F1G. 4.16 — (a) Profil temporel de la réponse impulsionnelle du montage a A = 700 nm (b) Profil
temporel a A\ = 700 nm des impulsions diffusées dans le biceps (ATT =9,5 mm.).

Chaque image de Streak Camera fournit ainsi 512 valeurs de B, relatives aux 512 canaux

spectraux disponibles. Outre 1’observation des variations spectrales des coefficients physiolo-
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giques, 'utilisation d’un continuum de lumiere apporte ainsi également une robustesse aux cal-
culs des parametres issus d’un ajustement.

On représente sur la figure (4.17) les valeurs calculées du parametre d’anisotropie B entre 1’axe
longitudinal (y) et transversal (z ou z) du muscle, pour deux sujets présentant une ATT tres dif-
férente. La valeur de B = 1 signifie que le tissu illuminé est parfaitement isotrope. On représente
également, pour les mémes sujets, les valeurs correspondantes des probabilités de transition «,
3, 7y relatives aux axes x, y et z. La ligne horizontale représente le cas ol « = § = v = 1/6,
c’est-a-dire le cas ol les photons ont la méme probabilité de déplacement suivant les 3 axes.
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FI1G. 4.17 — Parameétre B et probabilités de transition «, [3, v pour deux volontaires (ATT=1,5

et 7,5 mm) en fonction de la longueur d’onde.

A la lecture de ces graphes, aucune variation spectrale pour B et par conséquent pour «, (3,
~ ne peut étre relevée. A ce jour, il n’existe pas encore de modele théorique pour tenter de justifier
ces observations. Cependant, on remarque une treés forte dépendance de B avec I’épaisseur de

tissu adipeux situé au-dessus du biceps. Pour affiner cette observation, on représente sur la figure
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(4.18) le comportement global de B, «, (3 et -y en fonction de cette épaisseur, chaque valeur de

parametre étant moyennée sur 1’ensemble des longueurs d’onde.
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FIG. 4.18 — (a) Parametre d’anisotropie B en fonction de I’épaisseur de tissu adipeux (ATT) ;
chaque point correspond a un sujet. (b) Parametres «, 3 et 7y en fonction de I’épaisseur de tissu
adipeux (ATT).

Il est donc clair que B décroit et est d’autant plus proche de 1 que I’ ATT est élevée. De
méme, les probabilités de transition tendent a prendre les mémes valeurs & = 3 = v = 1/6 pour
les sujets présentant une plus forte épaisseur de graisse sous-cutanée. Pour des valeurs d’ATT
faible, on observe bien o = v # [3, ce qui corrobore 1’observation échographique de la symétrie
cylindrique du biceps; et on ade plus 3 > o = 7.

En conclusion, lorsque I’ATT est faible (inférieure a 5 mm), les photons ont tendance a se pro-
pager majoritairement selon la direction des fibres musculaires (axe y) et ceci quelle que soit
leur longueur d’onde ; et plus I’ ATT est élevée, plus les tissus manifestent un caractere isotrope.
Ce phénomene trouve probablement son origine dans le fait que plus I’ATT est grande, plus les
photons se propagent sur un long trajet dans le tissu adipeux. La contribution du muscle dans
I’étalement temporel des impulsions est alors de plus en plus réduite. Or, puisque la graisse ne
présente aucune structure macroscopique, les photons "voient" un milieu essentiellement iso-
trope. Il a été démontré par ailleurs que le derme possede un caractere anisotrope [110], mais
comme son épaisseur est de ’ordre de 1 mm, son effet est largement supplanté par celui du
tissu adipeux. Il est clair cependant que des conclusions plus fines pourraient étre apportées par
I’utilisation d’un modele théorique et d’un algorithme de calcul prenant en compte la structure
multi-couche des tissus humains (peau anisotrope, tissu adipeux isotrope, muscle anisotrope,
etc...), actuellement en cours d’élaboration dans 1’équipe de Francescini (Italie).

Les parametres d’absorption i, et de diffusion x, du milieu illuminé sont issus de 1’ajustement
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des profils temporels avec la loi (4.8) et sont tracés en fonction de la longueur d’onde sur la
figure (4.19). Chacun des deux parametres a été moyenné sur I’ensemble des sujets, les courbes
en pointillés tiennent compte de 1’ajout ou du retrait de la valeur de 1’écart-type.
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FIG. 4.19 — (a) Parametre d’absorption i, en fonction de la longueur d’onde ; (b) Parametre de
diffusion [, en fonction de la longueur d’onde (Courbes en pointillés : parameétre augmenté ou

diminué de I’écart-type).

Les ordres de grandeurs de 1, et £, mesurés pour le biceps sont comparables a ceux donnés
dans la littérature. Les tres récentes expériences de spectroscopie infra-rouge résolue en temps de
J.Swartling sur un muscle de 1’avant bras humain in vivo mentionne des j,= 0,02 2 0,1 mm™1,
et =12 1,2 mm~! selon la longueur d’onde [102]. Le modele de propagation de la lumigre
utilisé ne tient alors compte d’aucune anisotropie.

A partir de ces courbes, il apparait également que les deux parametres ne varient que tres peu
en fonction de la longueur d’onde, sur la gamme spectrale disponible. Or, les mesures de f,
et 1/, dans les tissus tels que 1’avant bras [102], I’abdomen [101], par le méme type de systeme
expérimental mais sans tenir compte d’une quelconque anisotropie, montrent que ces coefficients
suivent une loi en a\~° [112]. La encore, il manque un modgle et d’autres expérimentations pour

justifier cette indépendance spectrale.

4.3.2 Spectroscopie de temps de vol dans le tissu osseux

Le deuxieme type d’investigations concerne le tissu osseux.
L’intérét porté au squelette vient du fait qu’il integre un grand nombre de signaux mécaniques,

biochimiques et nerveux produits par I’ensemble du corps : il joue le role-clé de systeme de
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rétro-action de notre organisme. Une dégradation de ce systeme provoque des pathologies telles
que fractures, ostéoporose, artériosclérose, tumeurs, ...

A long terme, et de facon similaire aux autres tissus, I’objectif est de mettre en place une tech-
nique d’analyse permettant d’accéder au métabolisme interne du squelette, par le suivi de sa
dynamique sanguine. Celle-ci est en effet intimement liée aux mécanismes de formation et de
résorption osseuse. Puisque 1’0s, tout comme les autres tissus, est relativement transparent aux
longueurs d’onde du proche infra-rouge, la spectroscopie NIRS est donc potentiellement une
technique adaptée. Des expérimentations sur le tibia humain in vivo ont déja pu quantifier avec
cette technique, les variations de concentrations en oxyhémoglobine (A Hb0O,), déoxyhémoglo-
bine (AHD) et eau (A H,O) contenues dans la matrice osseuse lors d’une variation d’angle im-

posée a la jambe du sujet [94].

Le choix du tissu osseux a explorer s’est porté sur le tibia, puisqu’il est 'un des os les plus
accessibles : I’épaisseur de tissu adipeux ainsi que la vascularisation €tant tres réduites dans cette
zone, les photons diffusent principalement dans 1’os. Le protocole de mesure consiste a installer
le sujet en position assise, la jambe droite reposant sur une table basse de telle sorte que le tibia
soit horizontal. Les fibres d’illumination et de collection sont placées le long de 1’axe osseux
directement contre la peau, et les spectres résolus en temps sont enregistrés pour différentes dis-
tances d entre les fibres , comprise entre 5 mm et 27 mm, par pas de 2 mm. Le placement des
fibres sur le volontaire est schématisé sur la figure (4.20.a.). Quelques exemples de spectres de
temps de vol concernant le méme sujet, pour différentes distances d de collection sont représen-
tés sur la figure (4.20.b.). Les spectres relatifs aux plus grandes valeurs de d ont été enregistrés
dans le but de sonder la moélle osseuse.

Les mémes mesures ont été effectuées en plagant les fibres perpendiculairement a 1’axe osseux,
I’illumination ayant lieu au centre de I’os (cf.figure 4.14.c.) et la collection a une distance d com-
prise entre 5 mm et la demi-largeur du tibia du sujet.

Le temps d’acquisition pour chaque spectre est de I’ordre de 4 minutes.
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FI1G. 4.20 — (a) Placement des fibres sur la jambe du sujet lors des enregistrements ; (b) Exemples
de spectres résolus en temps relevés pour un méme sujet (longueur de tibia : 39,5 cm) pour
différentes distances d : 5, 11, 19 et 27 mm ; (c) Coupe transversale schématique du tibia et

placement des fibres dans le cas d’une collection transverse.
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L’interprétation de ces spectres est rendue extrémement difficile par le fait que les hypo-
theses du modele utilisé jusqu’a présent ne sont plus valides : en effet, il n’est plus possible de
considérer 1’os du tibia en coupe transverse ou sagittale comme un milieu d’étendue semi-infinie
car la profondeur atteinte lors de la propagation des photons dans I’os est du méme ordre de gran-
deur que I’épaisseur de celui-ci. D autre part, la structure transverse prismatique du tibia pose
des conditions aux limites a prendre en compte. Ainsi, ces mesures ne pourront étre exploitées

que prochainement, une fois un modele théorique plus complexe établi.

4.4 Conclusion

La spectroscopie infra-rouge (NIRS) est une technique d’investigations des tissus, princi-

palement sous-cutanés, permettant d’apporter, grace a la mesure spectrale du coefficient d’ab-
sorption [, des indications sur les modifications d’oxygénation et sur le métabolisme des tis-
sus sondés. Cependant, les tissus humains présentent un caractere diffusant trop important pour
qu’une simple application de la loi de Beer-Lambert entre les flux de photons entrant et sortant
soit valide. La détermination du coefficient de diffusion 1, du milieu est donc une étape néces-
saire. Les modeles théoriques de propagation de la lumiere en milieux diffusants tiennent compte
d’une étendue semi-infinie, et plus récemment de leur anisotropie potentielle. Dans ce chapitre
et en collaboration avec M.Tiziano Binzoni, physiologiste, nous avons mis en place un systeéme
expérimental de spectroscopie de temps de vol sur des tissus in vivo en utilisant le continuum
de lumiere a notre disposition comme source optique. Des mesures d’absorption et de diffusion
sur le tissu musculaire du biceps de 16 volontaires ont été réalisées. Cette étude’ souligne en
particulier la nécessité de prendre en compte I’influence de I’architecture des tissus explorés sur
la valeur des parametres physiologiques extraits. Des parametres erronés conduiraient en effet a
une mauvaise conclusion sur la teneur du tissu en hémoglobine, oxygene, etc... Des explorations
sur le tibia et la moélle osseuse ont également été entreprises.
L’ utilisation d’un continuum de lumiere permet d’obtenir en un seul tir, le comportement spectral
des éléments majoritaires du tissu ; et de plus, puisque 1’on possede un profil temporel de I’im-
pulsion diffusée pour chaque longueur d’onde, la détermination des parametres physiologiques
d’un sujet peut étre effectuée sur un grand nombre de profils, ce qui conduit une plus grande
robustesse des résultats. Dans le but d’augmenter le rapport signal a bruit des images fournies
par la Streak Camera, il pourrait étre envisagé de réduire I’extension spectrale du continuum a la
gamme du proche infra-rouge, et ainsi d’augmenter le nombre de photons par bande spectrale.

Pour I’heure, I’ensemble des résultats et principalement ceux concernant le tissu osseux n’ont

TCette étude a été publiée récemment [113].
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pu étre commentés ou justifiés. De nouveaux modeles théoriques beaucoup plus complexes, de-
vraient prochainement voir le jour pour tenir compte de la structure multi-couche de la plupart

des tissus humains et de leur géométrie particuliere.



Conclusion générale

L’ objectif de cette these était de valider I’utilisation d’un continuum de lumiere fibré, en
régime femtoseconde, comme source optique dans différents dispositifs expérimentaux d’ima-
gerie, ou plus généralement, d’investigations biologiques. L’intérét principal est de proposer a la
fois un spectre tres large avec une brillance bien supérieure aux lampes "blanches", et une source
pulsée : ces caractéristiques sont idéales pour réaliser par exemple des mesures de spectroscopie
en temps résolu. D’autre part, 1’utilisation d’un filtre acousto-optique placé a I’extrémité de la
fibre, rend I’emploi du continuum extrémement flexible et ouvre de nombreux champs d’applica-
tions, notamment en microscopie de fluorescence. La capacité de sélectionner n’importe quelle
bande spectrale parmi le spectre visible avec une grande efficacité, rend possible I’excitation de
n’importe quel fluorophore. Ceci permettra a terme de diversifier les marqueurs, pour affiner par
exemple les explorations intra-cellulaires.

Nous avons tout d’abord caractérisé le plus completement possible la source que nous avons mis
en place. Il s’est agi d’évaluer longueur d’onde par longueur d’onde, la puissance spectrale dis-
ponible, la durée et la forme temporelle des pulses issus du continuum. Le comportement tir a tir
a également été caractérisé, en terme de fluctuations de puissance et de formes temporelles.

Le premier systeme expérimental sur lequel a été inséré le continuum concerne la microscopie
confocale de fluorescence. Cette technique n’étant pas usitée au sein du laboratoire, nous avons
da développer un tel microscope au cours de ce travail. Celui-ci a été testé et caractérisé avec
succes sur des échantillons réfléchissants puis fluorescents, avant d’envisager 1’imagerie de pré-
parations cellulaires. Des images mono- et bi-couleurs ont été enregistrées pour des cellules dont
le noyau et / ou I’actine du cytoplasme étaient codés. Méme si nous n’avons pas augmenté la
qualité des images obtenues, en améliorant les performances du systeme optique et électronique,
I’utilisation d’un continuum comme source accordable pour la microscopie de fluorescence est
démontrée.

Successivement a ces expériences, et puisque les recherches biologiques s’orientent sur des évé-
nements se situant a 1’échelle nanométrique, nous avons élaboré un microscope confocal STED

en y insérant le continuum étudié : I’objectif était de mettre en place un dispositif alliant la ver-
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satilité de la source a la trés haute résolution spatiale proposée par la technique de saturation de
fluorescence. Cette méthode requiert des conditions énergétiques, temporelles, spectrales et spa-
tiales sur chaque pulse. Au vu des caractéristiques et des importantes fluctuations que présente
tir a tir le continuum, des simulations numériques ont tout d’abord été réalisées, afin d’estimer
leurs influences sur la faisabilité d’une telle alliance et sur la résolution latérale potentiellement
attendue. En moyenne sur un grand nombre de pulses, ces simulations permettent de conclure
que la résolution, ou plus exactement la taille de la zone contenant 85% du signal est réduite
d’un facteur 2,5 par rapport a la microscopie conventionnelle mais peut étre diminuée jusqu’a
un facteur 7 en effectuant une sélection par niveau de puissance des pulses du continuum illumi-
nant I’échantillon. Sous certaines conditions, principalement de puissance, un microscope STED
équipé d’un continuum est ainsi tout a fait envisageable. D’un point de vue expérimental, nous
avons mis en place un montage original dans lequel chaque élément présente une grande ver-
satilité spectrale. Le continuum dont nous disposons ne présentait cependant pas suffisamment
d’énergie par impulsion pour qu’une validation expérimentale puisse pour 1’heure étayer ce tra-
vail.

Enfin, grace a une collaboration avec 1’Hopital Universitaire de Geneve, I’utilisation du conti-
nuum a pu été testée comme source large pulsée dans une étude physiologique in vivo de milieux
diffusants tels que le muscle ou I’os. Il permet en effet d’observer le comportement spectral des
composants majoritaires des tissus explorés ainsi que de multiplier le nombre de points de me-
sures pour assurer une grande qualité aux exploitations numériques ultérieures. Nous avons mis
en place un dispositif de spectroscopie de temps de vol et effectué¢ une campagne de mesures sur
un grand nombre de volontaires. Si I’ensemble de ces mesures n’a pu étre exploité par manque
de modeles théoriques actuels, certains résultats sont a I’origine d’une publication et conforte le
choix d’un continuum pour ce type d’investigations. Une amélioration du rapport signal a bruit
des mesures pourrait sans doute étre apportée en augmentant le nombre de photons disponibles
par bande spectrale via une réduction de la largeur du spectre a la gamme infra-rouge.

Le continuum de lumiere étudié est ainsi une source viable pour I’investigation biologique, tant
par I'utilisation de bandes spectrales contenues dans son spectre que par sa caractéristique de
source impulsionnelle. Pour ce dernier cas, il est néanmoins a noter que les pulses d’un conti-
nuum généré en régime picoseconde ou nanoseconde et avec une cadence de quelques kiloHertz
semblent plus approprié€s car plus énergétiques. Si le comportement temporel et pulse a pulse
d’un tel continuum révele des caractéristiques similaires au régime femtoseconde, les perspec-

tives d’utilisation de continua seront nombreuses...



Annexe A

Autocorrélation d’impulsions
femtosecondes

Introduction

L’expérience d’autocorrélation proposée ici consiste a faire interférer via un Michelson
deux impulsions breves décalées dans le temps d’un retard 7 sur un détecteur de type photodiode.

Cette photodiode est telle que le gap £, du semiconducteur qui la compose vérifie :
Twy < By < 2 hwy (A.1)

ol wy est la pulsation moyenne du champ incident. Elle est donc incapable d’absorber un seul
photon mais peut en absorber deux simultanément'. L’intensité du photo-courant généré s’écrit

donc :
ipn(r) = R(wo) / Ts(t)Is(t — 7) dt (A2)

ol R(wy) est la réponse spectrale de la photodiode et Ig(t) la répartition d’intensité de 1’im-
pulsion étudiée. Ce type de détecteur peut donc €tre utilisé pour réaliser des autocorrélations
d’impulsions breves.

Nous utiliserons dans la suite de cette annexe une forme gaussienne pour modéliser nos
impulsions?. La dispersion des matériaux traversés par les impulsions bréves étant un facteur

important d’élargissement, nous en tiendrons compte dans nos calculs.

'La photodiode choisie pour cette expérience d’autocorrélation a 780 nm est : Photodiode GaP, EDP-365, Roith-

ner, de bande spectrale [245 ; 400] nm
’D’autres profils temporels peuvent étre employés comme par exemple des sécantes hyperboliques.
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Ecriture de intensité détectée par absorption a deux photons

L’amplitude d’une impulsion gaussienne de pulsation moyenne wy se propageant dans la
direction z s’écrit sous la forme :

1 oo _ lw—wg)? i(wt—kz)
A(t, z) = By Ape” 2?2 e dw (A.3)
™ — 0o
Compte tenu du fait que k = n(w) w/c, nous pouvons écrire :
1 +oo (w-wp)? z_nw
Alt,2) = 5= / Age md get=2="25) g, (A.4)
™ —00

Ici L représente la longueur de matiere d’indice optique n(w) traversée par I’impulsion.
Les amplitudes des impulsions en sortie du cube séparateur du Michelson s’écrivent sous
la forme suivante :

AO +oo _ (w7w0)2 iw(t—ﬁ—n w)L_)
Ai(t, z) = — e A e e e ) dw (A.S)
A J_ o
Pour poursuivre le calcul, nous développons I’indice optique autour de la pulsation wy :
dn 1 d*n
n(w) = n(wo) + @(Wo)(w —wp) + 5 w(wo)(w — wp)?
n(w) = ng+ni(w—wp) + ns (w—wp) (A.6)
En posant :
/ Zj Lj
tj = t——=— (TLO + nlwo)— (A7)
c c
z;  nol;
¢; = wolt == ——=>) (A3)
c c
2 Lj
Aj = (TLl + TLQWO)? (A9)
On obtient une amplitude de la forme suivante :
A A et
Aj(t, z) = —L €% A (A.10)
4T 1+ iAw?A?

A la sortie du Michelson, nous obtenons deux impulsions séparées d’un retard 7 que nous suppo-

serons li€ a retard purement aérien. Nous traduirons celaen posant: Ly = Ly = L,

zn—2zlf/c=T

et A= A; = A,. Le champ en sortie du Michelson s’écrit donc :

A(T) = Ait,21) + As(t, 20)

A(r) = Ao ) Lgﬁ%(t*%*(nwmmﬁf
4/ 1+ iAW2A?
Ll.)2 zZ
+_AO =27 — o AriaLzAz (0T E ot men) 97 A 1

Ve V1t A2 A?
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En posant :

tl = (21 + (n() + nlwg))/c (A12)
ty = (22 + (no + nlwg))/c (A13)

et en simplifiant I’écriture, on obtient :

AO eiwo (t+niwoL/c)

4./7B

ot _(t=tp? oot _ (t—t9)?
e WM eT TaB?T e 0 e aB? (A.14)

A(t7 tlv t2) =

On pose :

1 Aw?
4B 4(1 + iAw?A2)
Aw?(1 — iAw?A?)
4(1 + Aw*A%)

= a—1if (A.15)
c’est-a-dire encore :
Aw?
= == @ Al
C T A1+ AuiAY (&.16)
Aw* A2
= — T — Aw’A? A.17
b = 107 pwian — A A (A17)

Compte tenu de ces notations, I’amplitude en sortie du Michelson s’écrit :

AO eiwo (t+niwoL/c)

At ts) = N [efiwotl iB=1)? p—a(t=t1)? | —iwotz (iB(t—t)? efa(t7t2)2:|
i
(A.18)
L’intensité se met alors sous la forme :
1 . . . . 2
Is(t>tlat2) _ 167T|OB‘2 —iwot1 ezﬁ(t—t1)2 e—a(t—t1)2 4+ e iwot2 ezﬁ(t—t2)2 e—a(t—t2)2 (A.19)
Comme nous 1’avons déja signalé, le courant 1ié a I’absorption a deux photons s’écrit :
+o00
ipp = / R(Ww) Z2(t, 1, t5) dt (A.20)

ol R(w) est la réponse a deux photons de la photodiode. Aprés un calcul relativement fastidieux

des différents termes qui interviennent dans cette intégrale, nous trouvons :

2 2 2 2
a”+p” 2 3a”+5" 2 ﬁ 2

ipp x |1+ 27 4 e " a cos 2woT + 4e” 4a COS WoT COS =T (A.21)

Lallure typique de cette fonction est donnée sur la figure (4.2).
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Autocorrélation (u.a.)

0 | | I | |
-300 -200 -100 0 100 200 300

Temps (fs)

Fi1G. 4.1 — Exemple d’une trace d’autocorrélation des impulsions issues du Mailai
(A = 780nm).

Enveloppes de I’autocorrélation

Pour déterminer les parametres de 1’impulsion, il faut étudier 1I’enveloppe de la trace d’au-
tocorrélation. Cette derniere est constituée de deux parties :

— Une enveloppe supérieure pour laquelle on a cos wym = 1, soit :

o242 o _3a2+ﬁ2 2 ﬂ 2

fs(t) =1+ 2T 4o T 4 deda T cos 57 (A.22)
— Une enveloppe inférieure pour laquelle on a coswy7 = —1, soit :
—ar? _ a?+p2 72 _ 302482 72 ﬁ 2
fr(t) =1+ 2e¢ +e e —4e” 4 cos 5T (A.23)

C’est a partir de ces expressions analytiques que nous avons analysé nos données. Un exemple

d’interpolation de données expérimentales est donné sur la courbe suivante : Les parametres
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Autocorrélation d’ordre 2 normalisée

-400 -300 -200 -100 0 100 200 300 400
Retard (en fs)

FI1G. 4.2 — Exemple d’interpolation d’une trace d’autocorrélation (A = 780 nm,).

obtenus par interpolation des données expérimentales sont alors :

a = 6,30.107° fs* (A.24)
B = 6,03.107° fs* (A.25)
Aw = 22,0rd/ps (A.26)
A = 445 fs (A.27)

Résultats obtenus

La société Spectra-Physics certifie que les impulsions du Laser MaiTai sont d’une durée
ATpw gy inférieure ou égale a 100 fs. Compte tenu de la définition de la répartition d’amplitude

que nous avons prise pour les impulsions, cette largeur s’écrit :

co

21n 2 1,1
=

2 _
ATewam =

5
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S’il n’y a pas de dispersion : A = 0, o = AT“P et 5 = 0. Les relations précédentes se mettent
sous la forme :
8In2 2,35
AT(?,FWHM N = ATy rwHM = N 107 fs (A.29)

Grace a cette autocorrélation, on obtient une valeur de la durée des impulsions du MaiTai en
concordance avec la donnée du constructeur. L’ élargissement mesuré est imputable a la traversée
de quelques centimetres de verre (cube, objectif, ...). Le principe de la mesure de 1’autocorrélation

par absorption a deux photons dans une photodiode a donc pu étre validé.



Annexe B

Réponses impulsionnelles en microscopie
confocale

Nous présentons ici une analyse faite dans le cadre de 1’ optique de Fourier des microscopes
a balayage, dans le but de comprendre les avantages d’un microscope confocal sur un microscope
classique. Nous rappellerons en premier lieu les formules permettant de passer d’un plan a un
autre via un systeme optique. Nous appliquerons par la ensuite ces résultats aux microscopes a
balayage. Nous utiliserons tout au long de cette annexe les notations utilisées par J. W. Goodman
[Introduction a I’optique de Fourier et a I’holographie, J. W. Goodman, Edition Masson 1972].
Les notations géométriques sont résumées sur le schéma suivant :

FIG. 4.1 — Notations utilisées pour la description d’'un microscope conventionnel ou confocal. L
désigne la position des lentilles et n; désigne les indices des milieux situés entre les lentilles et
les plans 11;
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Rappels d’optique de Fourier

Eclairage cohérent

Nous appellerons' Uy(zo, yo) = Uy(ro) le champ électromagnétique dans le plan IT; situé
a une distance dy devant une lentille mince et Uy (z1,y;) = U;(r1) le champ situé a une distance
dy dans le plan II; derriere la lentille. D’une maniere générale, ces deux champs sont reliés

entre-eux par une relation de convolution? que nous pouvons écrire :

Ul(l'l):// hc(l‘l,rg)Uo(I'Q)dzl'g (Bl)
1)

La fonction hc(ry,rp) est la réponse impulsionnelle cohérente de la lentille. Sous certaines

conditions, elle s’écrit sous la forme :

he(ry,rg) = Ad_:dl // P(r) e‘*[%*%‘%]rz e‘““[%gr“%“] d’r (B.2)

P(r) est la fonction décrivant la pupille du systeme imageur® et k& = 27 /) est le vecteur d’onde

dans le vide. En généralisant cette fonction pupillaire sous la forme :

>
—
3
S
+
]
=
|
b
i
-
o

P(r, do, i) = P(r)e > (B.3)

on voit que la réponse impulsionnelle du systéme optique peut s’écrire sous la forme d’une
transformée de Fourier de la fonction pupillaire :
—1

hc(l’l,ro) = )\do dl TF [P(I’, dg, dl)]

T B.4)
ou v = (ngdy)/(n1 dy) représente le grandissement entre les deux plans. Comme nous ne nous
intéresserons qu’a des pupilles de symétrie cylindrique (i.e P(r, dy, d1) = P(r, do, dy)), la
formule précédente peut se simplifier et s’écrire :

—1

hC(p7 d07 dl) = )\d[) dl

+oo
/ P(r, dy, dy) 27r Jo(2mpr) dr (B.5)
0

avec p = (yro +r1) - n1/(Ady). Quelques cas simples peuvent étre alors étudiés.

'Les variables r; sont 4 prendre au sens vectoriel.
%La convolution sera plus évidente i voir sur I’équation (B.4).
3Elle est classiquement binaire mais peut aussi étre composée de termes en exponentielles complexes traduisant

des aberrations.



Réponses impulsionnelles en microscopie confocale 169

Les plans II; et II; sont conjugués

On a alors :
ng s nq
T B.6
o d T R
et donc : B2 [2,(0)
—iT 1(v
h = B.7
c(ry, 1) Ndod, [ ” ] (B.7)
ou R est le rayon de la pupille et nous avons posé :
2 d
v="TON |r; +yro| ob = 2% (B.8)
A T d()

ot ON' = ny sinay est I’ouverture numérique coté espace image du systéme optique (on aura
également ON = ng sin oy pour ouverture numérique coté espace objet).
Les plans II; et I1; sont légerement non conjugués

On suppose qu’il y a une légere défocalisation, c’est-a-dire que :

Un ny 1 -~ nmz

— -~ — B.9
A A TR (B-9)
avec z < d;. Dans ce cas on trouve que :
—Z —+o00 /L-7I'TL1221"
he(p, 2) = / P(rye 1 2nr Jo(2mpr)dr (B.10)
Ndod, J,

D’une maniere générale, il n’y a pas de forme analytique simple pour cette expression. Cepen-

dant, pour p = 0 on trouve [86] :

—i o aSin(u/4)
he(0 = qR¥emMAZT T B.11
o0, 2) = g T e u/4 (B.11)
ou : or ON®
I » (B.12)
A s

Eclairage incohérent

On peut encore, en éclairage incohérent, écrire une relation de convolution entre le champ
situé dans le plan I1 et le plan II;, mais la réponse impulsionnelle du systeme imageur n’est plus

la méme. On a donc :
[1(1’1) = // h[(rl, l'()) Io(ro) d2l'0 (B13)
Iy

et
hi(ry,xo) = |ho(ry,xo)|” (B.14)
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Choix du systeme étudié

Le systeme étudi€ est schématisé sur la figure (4.1). On y trouve deux systémes imageurs, le
premier conjugant le plan source I et le plan objet II;, le deuxieéme conjugant le plan objet et le
plan détecteur II,. Nous traiterons le cas général, a savoir que les systemes optiques séparent des
milieux d’indices optiques différents (notés ng, n1, ne, n3) et leurs grandissements seront notés
v = (nody)/(n1dp) et o = (nads)/(ngds). Ajoutons que nous considérerons les systemes

comme étant aplanétiques, c’est-a-dire que nous pourrons écrire d’apres la relation d’ Abbe :
ONl =M ON{ et ON2 =72 ON; (BlS)

Les systemes seront caractérisés par leur réponse impulsionnelle /¢, et h¢, dans le cas cohérent
et hy, et hy, dans le cas incohérent.
Dans toute la suite de cette annexe, nous ne considérerons qu’un €clairage cohérent effectué

par une source ponctuelle. Nous pourrons donc écrire le champ Uy(rp) sous la forme
Uo(ro) = SO (S(l'o) (B16)

Nous traiterons par contre les cas ol la lumiere collectée par le deuxieme systeme sera soit co-

hérente soit incohérente.

Du fait de ces hypotheses, I’éclairement dans le plan 11 s’écrit :

Up(r;) = // hcl(rl,ro)Uo(ro)cFro (B.17)
IIp
— Sohe (r1,0) (B.18)

L’intensité I, détectée dépendra bien siir du détecteur utilisé. De maniere générale, nous aurons :
L, = / \Ug(rg)]2 dry avec (B.19)
Sdet
U2(r2) = / / hc2 (I'Q, r1) tl (rl) U1 (I'1> d2r1 (BZO)
Iy

Dans le cas d’un détecteur ponctuel placé en ro = 0 nous aurons :

I = |Uy(ry = 0 (B.21)
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Microscopie classique a balayage

Eclairage cohérent-cohérent
Le champ dans le plan objet s’écrit :
UQ(r2> = / / hCQ (rg,rl) 21 (rl) Ul(l'l) d2r1 (B22)
I

= SO // h02 (I'Q, I'l) tl(rl) hCl (I'l, 0) d2r1 (B23)
II1

La suite du calcul dépend de la nature de 1’objet. Comme nous cherchons la réponse impulsion-
nelle du microscope, il nous faut prendre un objet ponctuel, i.e t1(r;) = ¢y d(r; — r). Il s’ensuit

que le champ dans le plan du détecteur s’écrit :

UQ(r2> = S() / / h02 (1'2, 1’1) to 6(1’1 — l‘) hcl (1'1, 0) d2r1 (B24)
I
= SO to hC’z (rQ; I‘) hC1 (I‘, 0) (B.25)

et ’intensité détectée est :

o= 1Sotol’ [ Jhe,van)? lhe, (r O i (B.26)
Sdet
= |Sot()|2 |h01(r,0)|2/ |h(;2(r2,r)|2 dl’2 (B27)
Sdet
—ir R? [2J,(2 ON [y + 72 1) ]|
:Stthr,OQ/ o { A T2 ] dr, (B.28)
(B.29)

Dans le cas d’un microscope classique, la taille du détecteur est grande devant celle de la réponse
impulsionnelle du deuxieme systeme. L’intégrale précédente ne dépend alors plus de la position

r de I’objet et on obtient :

I, = cst|he(r,0) (B.30)
2.J,(2 ON, 7)]?
= st {1253—,“")} (B.31)

La réponse impulsionnelle du microscope cohérent classique a balayage est donc la tache d’ Airy
habituelle.
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Eclairage cohérent-incohérent

Dans le cas d’une émission incohérente d’un objet ponctuel tel que sa transmission en

intensité s’écrive T'(r;) = Ty 6(r; — r), U'intensité dans le plan II, de détection s’écrit :

[2(1'2) = // hb(rg,rl)Tl(rl)fl(rl)erl (B32)
Iy
= TO / / h[2 (I'Q, 1'1) 5(1’1 — r) [1 (1'1) d21'1 (B33)
Iy
= TO h[2 (I’Q, l‘) Il (r) (B34)
or:
L(r) = [Sohe(r,0) (B.35)
= Iy |he, (r,0)]? (B.36)
et
hr,(ro,r) = |hey (1o, r)]2 (B.37)
On a donc :
[2(1’2) = TO hIQ(I'Q,I') Il<l') (B38)
= Tyly |hey(rs, 1)]? |he, (r,0) (B.39)

L’intensité détectée est
I, = I,Ty / |he, (T2, 1) |hey (r, 0| dPry (B.40)
Sdet

Au niveau de la détection nous obtenons donc le méme résultat qu’avec 1’éclairage cohérent
(cf.équation B.26), i.e. la réponse impulsionnelle du microscope cohérent-incohérent classique a

balayage est une tache d’Airy.

2.J,(2 ON; 7)]?
M} (B.41)

I, = cst [ =
%ON’lr
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Microscopie confocale a balayage

Eclairage cohérent-cohérent

Le calcul est identique au cas du microscope classique a balayage, seule I’expression de
I’intensité détectée change. En effet, si le détecteur est ponctuel, /5 s’écrit :

Ig = |S()t0|2 ’hcl(r,0)|2/ |h02(r2,r)|2 dl’g (B42)
Sdet
= |Soto|? |hey (r,0)[ |he, (0, 1) (B.43)
2J,(2 ON )| 12 J,(2= ON! 2
= cst‘ 127(r)‘ ; 1) 12Er>‘ ; 2727) (B.44)
2.7,(2= ON/, ) |* |2 J,(2X ONy 1) |7
— cst‘ (5 ONy ) 1 ONa ) (B.45)
TONIT TONQT

Dans le cas ou les deux taches d’Airy ont des tailles sensiblement identiques, la réponse im-
pulsionnelle du systeme s’en trouve affectée. Par exemple, si les deux systemes optiques sont

symétriques (cas d’un microscope confocal travaillant en réflexion), I’intensité détectée s’écrit :

4

. (B.46)
27 ON/ r

I, = cst

formule que 1’on retrouve dans les descriptions courantes des systemes confocaux.

Eclairage cohérent-incohérent

En considérant toujours un détecteur ponctuel, un calcul identique au précédent montre
qu’on obtient une réponse impulsionnelle de la méme forme que celle obtenue en cohérent-

cohérent.
IQ = / TOIO |h02 (I'Q,l')|2 |hC1 (l’, 0)|2 d2r2 (B47)
Sdet
= Tolo |he, (0,1)]7 |2, (r,0)) (B.48)

Cette derniere expression est identique a I’équation B.45. Ainsi, tant que la transmission en
intensité de 1’objet peut s’écrire comme une distribution de Dirac, le type d’éclairage n’influe

pas sur la résolution du microscope.
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Cas particuliers

Quelques cas particuliers sont intéressants a développer (voir le chapitre 2 portant sur le
confocal). Il s’agit du cas ou I’objet est plan, illuminé par une source ponctuelle ou par une source

large. Ces deux cas seront traités dans le cadre d’un microscope confocal cohérent-cohérent.

Source ponctuelle et objet plan : distribution transverse de ’intensité détec-
tée
Compte tenu de ce qui a été dit dans les paragraphes précédents et que la transmission de

I’objet est une constante indépendante de sa position (notée ¢;) , nous pouvons écrire le champ

dans le plan du détecteur sous la forme :
Uy(ry) = So // hey, (ro, 11) t1(11) he, (11, 0) dry (B.49)
I1;

= Spty / / hey (ra,11) hey (11, 0) dry (B.50)
Iy

21

21
= Sotl //H h02(7 ON/2 |I'2—|—’}/2 l'1|) . hol( h\ ONll |I'1|)d2l'1 (BSI)
1

2
= t he, (— ON
501//Hl cg(/\ 27

| ) 2T
— +1Iy
2

) - he, (7 ON/ |ry|) d*r; (B.52)

puisque* ON), 7, = ONy = ON/. En posant r}, = ry/~,, on obtient :

2

27
UQ(IJQ) = S()tl // hCQ(T ONll |l’/2 + l’1|) . hcl( \ ONll |l’1|) d2l’1 (B.53)
II1

Nous retrouvons ici la convolution des deux réponses impulsionnelles h¢, et h¢, des systemes
optiques évaluée en 5. Si les réponses impulsionnelles sont des fonctions d’ Airy, nous pourrons
évaluer cette convolution en effectuant une transformée de Fourier. En effet, la transformée de
Fourier des deux fonctions d’Airy est une fonction disque D, de méme rayon. Il s’ensuit que le

produit des deux transformées est égal a la fonction disque D, et que la convolution de h¢, par

“le systéme est toujours considéré symétrique
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he, est égale a he,, soit :
/ 27T ! /
2
= Soti he, (77T oN | 2|) (B.55)
Y2
27
= SO t1 hCI(T ONI2 |I'2D (B56)
2.J; [2* ONL
— Sty 12[ A2 r2] (B.57)
L’intensité détectée s’écrit donc :
2
2J1 [2Z ON, r
Iy(ra) = |50 t1’2 . [)‘ 2 2} (B.58)

27 U
BY ON2 T

Dans une détection confocale, I5(r2) = I5(0) = cst. Par contre la distribution hors de 1’origine

ne varie plus en puissance 4 comme dans le cas d’un objet ponctuel, on retrouve une réponse

identique au cas de la microscopie conventionnelle.

Source large et objet plan : distribution transverse de I’intensité détectée

Contrairement au cas précédent, la source est maintenant définie par sa distribution d’am-

plitude® S(rp). Le champ dans le plan objet IT; s’écrit donc :

Ul(rl)://H he, (r1,10) S(rg) d*rg

Et celui dans le plan II, s’écrit alors :

UQ(r2> = //H hCQ(rg,rl)tl(rl) Ul(rl)d2r1

= tl//n hey (ra, 1) Uy (ry) dPry
= 4 //H1 he, (ra, 1) {//HO he, (r1,10) S(r) erO} d’r,

= tl / S(ro) |:// h/C2(r2,r1> hcl (rl,ro) d2r1:| d2r0
Iy I

nous la considérerons également a symétrie cylindrique

5

(B.59)

(B.60)

(B.o6l)

(B.62)

(B.63)
(B.64)
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Plus précisément la derniere équation s’écrit :

K(ro,rg) =

ol R2 = 1'2/")/2 et RO
tion :

/ / h02 (rg, 1'1) hcl (1'1, ro) d2r1 (B65)
Iy
2 2w
//H hCQ(T ON/2 ’I'Q + Y2 I'll) . hCI(T ONll ’1'1 -+ Y1 1‘0’) d2l'1 (B66)
1
2 2
//H hCQ(T ON2 ’RQ + l'1|> . h01<7 ON/l ‘1'1 -+ RU’) d2l'1 (B67)
1

(B.68)

= 71 ro. On peut donc écrire cette équation sous la forme d’une convolu-

2w 27
KR =R = [ [ hoy(F ONa[Re — Ro 1)) iy (5 ONa ) P (B.69)
IIy
2w
= hey(5- ONz[Rz — Rq) (B.70)
2w r
= he, (5 ONy 7—2—%%) (B.71)

soit finalement :

Us

2

r
(I‘Q) = tl / S(ro) th(Tﬂ— ON2 2
IIp

— — "o
V2

) d°rg (B.72)

Le champ U est donc la convolution d’une fonction décrivant la source avec la réponse impul-

sionnelle obtenue précédemment dans le cas ou 1’objet était plan et la source ponctuelle.



Annexe C

Conditions temporelles des pulses STED

Introduction

La description générale de la microscopie STED passe par la mise en équation de I’inter-
action des faisceaux optiques (de pompe et de STED) avec les molécules fluorescentes. Nous les
modéliserons par un systeme de Jablonski simplifié a 4 niveaux. L’étude de I’interaction lumiere-
molécule se fera a I’aide des équations de population suivantes sans tenir compte des problemes

de répartition spatiale d’intensité. Ces équations s’écrivent sous la forme suivante!' :

PO [y1) — M(B] - kelt) + Nt ko ©h
d]\;zft) = [Ns(t) = No(t)] - ks(t) = Na(t) kvip + [Fpiuo + Q] Ns(t) (C.2)
d]\st(t) = [No(t) = Ns(®)] - ks () + Na(t) ki — koo + Q) Na(t) — (C3)
d%}(t) = [Ny(t) = Nu(t)] - kp(t) — Na(t) kot €5

ou k,;, représente le taux de relaxation des niveaux 4 et 2 essentiellement dii a 1’interaction
des molécules avec leur environnement. &y, et () représentent le taux d’émission spontanée et
le taux de "quenching". Enfin kp(t) et kg(t) représentent les taux d’absorption et d’émission
stimulée sous 1’effet de faisceaux pompe ou STED.

Notre étude sera simplifiée en supposant que la forme des impulsions est rectangulaire et

!On suppose ici que les sections efficaces d’absorption et d’émission stimulée pour chaque transition sont égaux :

absorption is5si 1 absorption issi i
UP 14 — O.%mzsszonstzm. et US 14 — O.emzsszonstzm.
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leur durée sera notée 7p et 7. Nous pouvons de fait écrire :

h
kp(t) = kp= aPT—P pour  0<t<7p (C.5)
P
hs
ks(t) = kg=09— pour O0<t<Tyg (C.6)
Tp

ou op et og sont les sections efficaces d’absorption et d’émission stimulée et ou hp et hg repré-

sentent les densités de photons par unité de surface.

Effet du faisceau STED

Nous ne nous intéressons qu’a la capacité du faisceau STED a dépléter le niveau 3 des
molécules. Il n’est pas utile d’étudier précisément comment ces molécules ont été excitées et il
nous suffira donc de supposer qu’a I’instant initial la population du niveau 3 est égale a une valeur
N2. Cette simplification nous permet de nous concentrer sur les échanges qui ont lieu entre les

niveaux 2 et 3 et qui sont modélisés via les équations suivantes? :

dNy

i [N3 — No| - ks — Ny kyip, + [Ffiuo + Q] N3 (C.7)
dN.
d_tg = [Ny — N3] - ks + Nykyip, — [kfruo + Q) N3 (C.8)

Leur résolution peut étre faite a 1’aide de la transformation de Laplace. On trouve alors que :

Ny(t) = NJ —kﬂu;; ks [ep” — ep*t] (C.9)

N o oL
Ns(t) = - Hl%—Z}e LN (C.10)

ol nous avons poseé :
N3(0) = N3 et Ny(0) =0 (C.11)
o= (koib — Kpiuo) /2 (C.12)
A = \Jks(kgo + ks) + k2 (C.13)
k Koy

pr = —kg— e TR A (C.14)

2Pour alléger les écritures, la variable ¢ a été omise
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Cas limites

En étudiant ces équations on se rend compte que le niveau 3 sera efficacement dépeuplé si
la condition suivante est vérifiée :
kv > kg > kfluo (C.15)

Dans ce cas, en effectuant un développement limité sur les solutions (C.9) et (C.10) on trouve

que :
kvir — k
A ~ vib fluo (C16)
2
py ~ —kg (C.17)
p- =~ —ks—Fkup (C.18)
k,*
1+ x ~ 2 (C.19)
k,*
1-— A ~ 0 (C.20)
et donc :
0 ks —kgt
No(t) = Ny . e s (C.21)
vib
Ns(t) = NJehst (C.22)
A la fin du pulse STED (¢ = 75), on obtient :
N.
n(r)=1- 3(07 ) _ 1 oshs (C.23)
N3

Un bon dépeuplement du troisieme niveau sous I’action du pulse STED sera atteint si les deux

conditions suivantes sont réalisées :

L. Eyip > kg > Kjfiy0 soit encore T, < —5— << o

os hg

2. n(7) proche de 1 soit encore exp (—oghg) < 1.
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Annexe D

Génération numérique de continua

Présentation

L’ objectif de cette annexe est de présenter les grandes étapes ainsi que les parametres choi-
sis pour simuler la génération de continua de lumiere. Ceux-ci sont utilisés pour valider les ordres
de grandeurs des mesures du Chapitre 1 (importance des fluctuations d’intensité, formes et du-
rées des impulsions) et pour simuler 1’effet STED avec des impulsions pompe et STED issues
d’un continuum (Chapitre 3). L’algorithme de génération des continua nous a été aimablement
fourni par John Dudley. Ces simulations sont basées sur la résolution des équations de Maxwell
en milieu guidé. En faisant I’hypothese que 1’enveloppe des impulsions varie lentement au cours
de la propagation, on peut montrer que 1’équation de propagation de la lumiere prend la forme

de équation de Schrodinger non linéaire suivante [5] :

% — _35 62_A+15 as_A_|_iﬁ 84_A_g
02 2770972 "6 o3 T 24 9rt 2
2 2

+ iy |APA- 7 o(AlA) WTRAM (D.1)
Wo or or

Plus précisément, cette équation décrit 1’évolution de 1’enveloppe A(z,7) d’une impulsion se
propageant suivant I’axe z, étudiée dans un repere retardé se déplacant a la vitesse de groupe de
I’'impulsion (on a donc 7 = ¢t — z/v, ol v, est la vitesse de groupe). La pulsation moyenne de
I’onde est prise égale a wy.

Les termes linéaires de 1’équation représente la dispersion de vitesse de groupe du deuxieme
(32), troisieme (/33) et quatrieme ordre ((3,) ainsi que I’atténuation correspondant aux pertes dans
la fibre (o).

Le premier terme non linéaire est associé¢ au phénomene d’automodulation de phase (cf.Chapitre

1) caractérisé par un coefficient non linéaire v. Le deuxieme terme non linéaire proportionnel a
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v/wo décrit le fait que la vitesse de groupe dépend de I’intensité du champ optique (effets : self-
steepening et shock wave formation). Le dernier terme non linéaire est 1ié a la diffusion Raman
qui n’est pas instantanée et qui est caractérisée par la pente du gain Raman' 7. Ce terme est a
I’origine des phénomenes de glissement de fréquence (self-frequency shift).

La résolution de ce type d’équation se fait classiquement en utilisant la méthode dite de
split-step fourier qui consiste a traiter les termes linéaires (notés D) de I’équation dans le do-
maine des pulsations et ceux non linéaires (notés V) dans le domaine temporel. Différentes
variantes de cet algorithme existent. Elles different entre elles essentiellement par I’estimation
et la réduction des erreurs numériques propres au schéma d’intégration choisi. Nous n’entrerons
pas dans ces détails et ne donnons ci-apres que 1’idée maitresse du calcul. Celle-ci consiste a

réécrire 1’équation (£.2) sous la forme :

0A(z,T)

5, [D+ N A(z, 1) (D.2)

Cette équation s’integre localement sous la forme :
OA(z 4+ Az, 1) = e PTNAZ A(5 1) o P27 VA2 A(2 1) (D.3)
Pour des raisons pratiques (i.e. forme des termes D et V), on effectue ce calcul en écrivant :
OA(z+ Az, 1)~ TF ! eDw) bz [eN(”) A2 Az, T)H (D.4)

ot TF et TF ' représentent les transformées de Fourier directe et inverse entre les espaces
7 < w. Ces transformées de Fourier sont calculées par les algorithmes classiques de FFT. Tech-
niquement, la fibre est divisée spatialement en N intervalles de longueur Az tandis que 1’in-
tervalle de temps est fixé par les criteres habituels de la FFT (taille de la fenétre temporelle et
nombre d’échantillons dans cette fenétre). La résolution de la propagation d’une impulsion dans
la fibre nécessite donc d’effectuer IV fois I’intégration fournie par I’équation (£.7). Dans le cas
de la génération du continuum, il est également nécessaire d’introduire 1’existence de bruit, et ce

a chaque pas d’intégration.

Parametres utilisés

Dans notre cas nous avons fixé, apres vérification de la convergence des résultats, les para-

metres de génération aux valeurs suivantes pour les 1021 spectres calculés :

ICe coefficient est relié au paramétre numérique fg.
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1. Parameétres de la fibre

Symbole Valeur
Longueur de fibre L 10 ecm
Nombre de pas N 15000
Zéro de dispersion AZDW 780 nm
Aire effective A 2,4 pm?
Parametre Kerr ny 2,6.1072° m? /W
Coefficient non linéaire v 0,085 W-im=1!
Coefficient Raman fr 0,18

2. Parametres de I’impulsion initiale

Symbole | Valeur
Durée To 100 fs
Longueur d’onde moyenne Ao 800 nm
Energie E Snd
3. Parametres des FFT
Symbole Valeur
Durée de la fenétre T 10 ps
Nombre de points Nrp 215 = 32768
Spectre couvert Winax 12,7.10% rad/s i.e. 149 nm
Spectre couvert Winin 0rad/s

Exemples de spectre

A titre d’indication, nous présentons ci-dessous quelques résultats de spectres issus des

simulations ainsi que le spectre moyen obtenu :
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(b) Spectre moyen obtenu a partir des 1021 continuum simulés.

FIG. 4.1 — Exemple de spectres de continuum



Annexe E

Modele numérique de PAOTF

Nous décrivons dans ses grandes lignes le modele mathématique de I’ AOTF que nous avons
utilisé lors des simulations.

Structure étudiée et hypotheses de calcul

Le calcul ci-dessous est simplifié soit par des approximations concernant I’amplitude des
signaux utilisés soit par I’utilisation d’une géométrie particuliere, cette derniere ne correspondant
pas a celle rencontrée habituellement dans les AOTF (milieux biréfingents). Ainsi, nous suppose-
rons que la géométrie du probleme est la suivante (cf. figure 4.1) : le milieu acoustique est borné
suivant I’axe z (milieu compris entre z = 0 et z = L) et infini suivant les axes z et y. Il existe

- =

FIG. 4.1 — Géométrie utilisée pour la description d’'un AOTF. Le milieu acoustique est considéré

infini selon les directions x et y, mais borné selon z.

donc 3 espaces :
— espace [ : z < 0, vide
— espace II: 0 < z < L, matériau acousto-optique

— espace Il : z > L, vide.
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Les hypotheses faites dans le calcul sont les suivantes :
1. les champs optiques ont une polarisation transverse électrique (TE)

2. nous supposerons le réseau d’indice immobile (i.e. pas de décalage Doppler des champs
diffractés)

3. la modulation sera traitée comme une perturbation (a 1’ordre 1)

AOTF sans champ acoutisque

En I’absence de champ acoustique, I’AOTF est équivalent a une lame de matériau d’épais-
seur L et de permittivité relative ¢,. Les modes propres du champ électromagnétique de cette
géométrie sont constitués par des ondes planes dans les milieux I, II et III vérifiant des condi-
tions aux limites (en z = 0 et z = L). Ces ondes planes sont définies par la donnée de trois
vecteurs d’onde kK“ ot o« € {I,II,II1} reliés entre-eux par les conditions aux limites qui im-

posent que pour un mode propre, k. = ki' = k"' = k, et k] = k]' = k]'" = k,, avec bien

shr :
) 2
) = ) ()7 1 = ) ) =i = (5T) @)
0
Dans ces conditions, I’équation de propagation du champ s’écrit en 1’absence de champ acous-
tique :
0? w?
s e 0% 1B = 15 €2
ou:
e(z) = 146, [O(z) —O(z—L)] (E.3)
£ o= Kk (E4)
|Ey) = |Eg(2,y,2)) = &(2) gilhe mHhy ) (E.5)
= [5; etfs* 4 5;e_ik? ] gikz z+hy y) (E.6)

©(z) représente la distribution de Heaviside. g et |E,) sont les valeurs propres et les vecteurs
propres associés a la structure sans champ acoustique (il y a une infinité de modes propres et ils
sont indicés par le parametre ¢). Nous utilisons la notation bra-ket pour des raisons de facilité
d’écriture. Comme nous 1’avons déja mentionné, ces modes propres sont des ondes planes véri-
fiant les conditions aux limites habituelles sur la lame représentant I’ AOTF inactif, c’est-a-dire

que la grandeur ¢ est conservée lors du passage a travers les dioptres plans du systeme.
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AOTF en présence d’une onde acoustique

Dans ce cas I’équation de propagation des champs électromagnétiques s’écrit :

0? w? )
g + (er(2) + Ae(z, 2)) = |F,) = p” |F}) (E.7)
ou :
Ae(z,z) = Ae f(z) cos(Kx) (E.8)

f(z) décrit la localisation de 1’énergie acoustique.

L’équation (E.7) traduit le fait que les champs |E,) sont perturbés par la modulation de
permittivité Ae (que nous considérerons petite). Nous chercherons donc quels peuvent étre les
transferts d’énergie d’'un mode |E,) vers un mode |E,) sous ’action de cette perturbation. Il
nous faut donc évaluer des termes du type :

(Ey|Ae(z, 2)|Ey) = ///dx dydz &, (2) e~k Tk Y) Ag(z, 2) £,(2) eilkz Ttky y)
iKx —iKx
= ///dx dy dzg* (Z)Ag f(2) iei(kx—k;)z—&—i(ky—k;)y

2
= 5 [ d=&(2)&(2)f (2 )/dyei(ky"“%)y/dx [eiKe 7] eilkemki)e
Ae . ) /
- 7 fq’q/ 5<ky o ky) [6(1%5 - kx + K) + 5(kz - kx - K)] (E9)

Cette derniere expression indique qu’il est possible de coupler de I’énergie d’'un mode a un autre
Si:

K=k (E.10)

Yy
K = ke+K  ou K=k -K (E.11)

Comme de plus nous avons :
K2+ K2+ K2 = K2+ K+ k2 (E.12)

les seules solutions possibles sont alors :

—sik, >0etk, >0alorsk,, =k, — K = —k, etk = %k,

—sik,>0etk, <Oalorsk, =k, + K = +k, etk = £k,
L’onde incidente est donc réfléchie sur I’onde acoustique. Les équations portant sur les compo-
santes = des vecteurs d’ondes ne font que traduire la loi de conservation de 1’impulsion au cours

de ce processus.



188 Modéle numérique de ’AOTF

Le couplage, c’est-a-dire I’efficacité du transfert d’énergie entre un mode et I’autre, est géré par

le facteur 25 f, . Ce dernier terme s’écrit :

fog = /dz 5;,(2)8q(z)f(z) (E.13)
— / dz [gf € + g6 f(2) 6] € + €5 e (E.14)
= 5;*5; /dz f(2) ke =) —0—5;7*5(]_ /dz f(2) ek HR)

+ Sq_,*g;/dz f(z) el +E) +&,°E, /dz f(z) etk =R (E.15)

La fonction f(z) étant définie sur un support borné, I’intégrale est a calculer sur I’intervalle
z € {0, L}. D’une maniére générale ces intégrales représentent les transformées de Fourier de
la fonction f(z). Suivant le mode d’excitation de la structure, une de ces quatre intégrales a un
argument d’exponentiel petit et donc une réponse importante. Si par exemple f(z) = recty(z) =
©(2) —O(z — L)] et k, > 0 et k, > 0 alors la réponse sera de la forme :
L : , L . ,
foq X / dz ek =k — ) e R RIL 2 gine (kS — K/*)L/2) (E.16)
0

La réponse angulaire (cf. k¢ — k%) de I’ AOTF est donc un sinus cardinal d’autant plus fin que la
largeur L du cristal est grande. C’est ce type de réponse que nous avons utilisé pour modéliser

I’action de notre AOTF sur les champs optiques issus du continuum.

Exemple de sélection spectrale

A titre indicatif, nous présentons ci-dessous I’effet de la sélection spectrale de I’ AOTF sur
une source a spectre continu. La 10i Aseiectionnee = f(facoustique) de sélection est celle obtenue

grace aux mesures.
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(a) Répartition de lintensité sélectionnée dans le plan focal d’une lentille en
fonction de la position et de la longueur d’onde
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(b) Répartition spectrale de ['intensité sélectionnée apres le trou d’épuration

(0 100 um) placé dans le plan focal d’une lentille.

FIG. 4.2 — Sélection spectrale par I’AOTF.
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RESUME

La génération de continuum de lumiere fibré a
débuté des les années 2000. Ce nouveau type de
source conjugue de multiples avantages dont une
grande gamme spectrale, une haute brillance, un ca-
ractere pulsé.

L’ objectif de cette these est de caractériser spectra-
lement, temporellement et en puissance un conti-
nuum généré en régime femtoseconde et d’envisa-
ger son utilisation comme source optique dans des
instrumentations dédiées au domaine biomédical.

Muni de filtres acousto-optiques, le continuum a
été employé avec succes comme source accordable
pour la microscopie de fluorescence. Des images

confocales d’échantillons biologiques marquées par
différents fluorophores ont été réalisées.

Nous avons de plus étudié et validé I’emploi du
continuum dans un montage de microscopie STED
afin de mettre en place un outil d’imagerie ultra-
résolvant et versatile spectralement.

Une sonde optique a été finalement élaborée pour
réaliser des expériences de spectroscopie de temps
de vol infra-rouge sur des milieux diffusants in
vivo, tels que les muscles, I’os, la moelle osseuse...
Ce type d’outil nous a permis d’obtenir des pa-
rametres physiologiques relevant du métabolisme
énergétique de ces tissus.

MOTS-CLES

Continuum de lumiére, Intercorrélation, Microscopie de fluorescence,
Confocal, STED, Spectroscopie de temps de vol.

ABSTRACT

For few years, a new type of source, called
"continuum of light", has been developed. It
presents many advantages like a wideband spec-
trum, a huge brilliancy, a pulsed nature.

The aim of this work is to perform a complete char-
acterization of a continuum generated by the injec-
tion of femtosecond pulses into a microstructured
fiber, and to consider the use of this continuum as
optical source for biomedical applications.

With acousto-optic filters, the continuum has been
successfully employed as tunable source for fluo-
rescence microscopy. Confocal images of biolog-

ical samples, which were marked by several fluo-
rophores, were recorded.

Moreover, we studied and checked the use of the
continuum in a STED microscopy set-up, allowing
the acquisition of ultra-resolved images with a spec-
tral versatility.

A third application is an optical probe, developed
to realize time of flight infra-red spectroscopy on
in vivo turbid media, like muscle, bone, marrow of
bone... This type of instrument allowed the retrieval
of physiological parameters characteristic of the en-
ergetic metabolism of those tissues.

KEY-WORDS

Continuum of light, Intercorrelation, Fluorescence microscopy, Confo-
cal, STED, Time-of-light spectroscopy



