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INTRODUCTION GENERALE

Tout le monde apprécie le diamant, les pierres précieuses et les perles... mais
celui qui, au contraire, préfere a ces délices la connaissance de phénomenes
inhabituels, celui-la, je 'espere, n’aura pas moins de joie a découvrir une nou-
velle sorte de corps, a savoir un cristal transparent qui nous est récemment
venu d’Islande, et qui est peut-étre I'une des plus grandes merveilles que la
nature ait produite...

Alors que mes recherches sur ce cristal avancaient, il se produisit un phénomene
magnifique et extraordinaire : les objets que 'on regarde a travers le cristal
ne donnent pas, comme dans le cas d’autres corps transparents, une image
réfractée unique, mais ils apparaissent en double.

Erasme Bartholin

Le phénomene de biréfringence (double réfraction) ne fut d’abord qu’une simple cu-
riosité de la nature, qui provoqua l’émerveillement de son découvreur E. Bartholin [1].
Néanmoins sa découverte et les travaux qui s’ensuivirent, permirent de mettre en évi-
dence la nature vectorielle de I'onde optique. Ainsi outre son intensité, sa fréquence et sa
phase, 'onde optique est également caractérisée par sa polarisation, qui décrit la maniere
dont le vecteur champ électrique de 'onde évolue dans le temps. Celle-ci peut étre modi-
fiée par la traversée ou a la réflexion sur un milieu, et ’étude de ces modifications permet
alors d’obtenir des informations sur le milieu d’étude. A partir du début du XIX°™¢, a
la suite notamment des travaux de F. Arago, J.B. Biot et A. Fresnel [2], la polarimétrie,
c’est-a-dire la mesure de la polarisation de la lumieére et de ses modifications, a connu un
essor important et a trouvé de nombreux domaines d’applications, de la caractérisation de
matériaux (notamment les propriétés chirales [3-5], mais aussi par exemple la rhéologie [6,
7]) & la télédétection [8-10], de la physique quantique [11-13] & I'astronomie [14, 15] ainsi
que pour les applications biomédicales [16-20], dans lesquelles s’inscrivent les travaux ici
présentés.

L’intérét d’utiliser la lumiére comme moyen d’investigation est qu’elle permet d’iden-
tifier, de localiser et de caractériser des structures dans les milieux d’étude, sans contact,

a I’échelle microscopique et de maniere généralement non destructive.
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Toutefois I'imagerie de milieux biologiques fins (tels que des coupes histologiques non-
colorées ou des cultures cellulaires) est difficile en microscopie plein champ conventionnelle,
car ceux-ci sont généralement transparents et n’offrent donc que peu de contraste en
transmission.

Pour contourner ce probleme, de nombreuses techniques de marquage ont été dévelop-
pées permettant de révéler, de maniére plus ou moins spécifique, des contrastes dans ce
type de milieu (soit en absorption, soit en fluorescence).

Cependant, ces techniques de marquage sont souvent longues, cotiteuses et peuvent
dégrader les structures que nous souhaitons observer. Par ailleurs, il peut étre délicat de
les pratiquer sur des milieux vivants (tels qu’une culture cellulaire). Il y a donc un intérét
a développer des techniques d’imagerie sans marquage pour les applications biomédicales.

Une solution possible est de tirer parti du fait qu'un certain nombre de structures
d’intérét biomédical sont biréfringentes, telles que les fibres de collagene et d’élastine dans
les tissus connectifs, les microtubules et les filaments d’actine dans le cytosquelette, etc.
[16, 21, 22]. La biréfringence pouvant également étre induite par contrainte mécanique, il
est de plus possible en la mesurant de remonter aux propriétés mécaniques des tissus [23,
24].

Toutefois les retardances mesurées sont tres faibles car les milieux imagés sous mi-
croscope sont généralement trés fins (coupes histologiques ou cultures cellulaires) !. Nous
avons donc cherché a développer une nouvelle méthode de mesure de la retardance qui soit
tres sensible, afin de mettre en évidence des structures d’intérét, faiblement biréfringentes,
dans des milieux biologiques.

Cette méthode devait également étre suffisamment rapide et compacte pour pouvoir
étre aisément intégrée dans un microscope a balayage laser, ceci afin de pouvoir la coupler
et de la comparer avec des techniques d’imagerie non-linéaires, déja utilisées au sein de
notre laboratoire [25-27] et qui sont aussi des techniques sans marquage [28, 29] mais
nécessitant I’emploi de sources lasers femtosecondes.

Lors d'une these précédemment menée au sein du laboratoire, A. Le Gratiet a déve-
loppé un microscope a balayage laser permettant de réaliser la mesure complete de la
matrice de Mueller en temps réel, par codage spectral de la polarisation [30]. Malheureu-
sement cette technique est intrinsequement limitée en terme de sensibilité pour la mesure

de la retardance et cela réduit son intérét pour I’étude de milieux faiblement biréfringents.

1. La retardance, qui est la grandeur que nous mesurons, est proportionnelle a la biréfringence et a
I’épaisseur, cf. équation 1.2.39
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Le but de cette these a donc été de développer une nouvelle modalité de microscopie,
toujours par codage spectral de la polarisation, mais beaucoup plus sensible car basée sur

le principe de la mesure sur fond noir.

Lorsque j’ai commencé ma these au sein du laboratoire OPTIMAG, une premiére
étude théorique avait été réalisée quant a la possibilité de réaliser une mesure du pouvoir
rotatoire par codage spectral de la polarisation. Aussi le début de ma these a consisté a
implémenter, sur table optique, un dispositif de mesure du pouvoir rotatoire basé sur ce
principe et permettant de réaliser une mesure sur fond noir. Cette version a permis de
valider cette méthode de mesure, notamment en terme de sensibilité, et de vérifier notre
modélisation du bruit associé.

Dans un deuxiéme temps ce montage a été décliné en une version destinée a la me-
sure de la retardance linéaire et de son azimut. L’ajout de nouveaux éléments optiques
ajoutant de nouvelles sources d’erreurs systématiques, un important travail de métrologie
supplémentaire a été mené et des méthodes permettant de compenser en partie ces erreurs
ont été développées.

Dans la derniere partie de la these, le dispositif de mesure de la retardance linéaire et de
son azimut, précédemment validé sur table optique, a été implémenté dans un microscope
a balayage laser. Nous avons alors pu commencer, en collaboration avec des biologistes, a
explorer les potentialités de cette nouvelle modalité de mesure pour I'imagerie de milieux
biologiques.

Ces travaux ont fait 'objet d’un article, d’'une communication orale internationale avec
acte, de trois communications orales nationales ainsi que d’un dépot de brevet. En outre,
deux autres articles sont en préparation au moment de la rédaction de ce manuscrit. Les

références correspondantes sont listées en fin de manuscrit.
Ce manuscrit se divise en trois parties :

La premiere partie débutera par la présentation d’exemples d’applications de I'ima-
gerie de biréfringence en biologie et en médecine afin d’illustrer 'intérét de cette modalité
et la diversité de ses applications. Puis nous introduirons les formalismes mathématiques
permettant de traiter de la polarisation, en nous intéressant en particulier au formalisme
de Jones, de Stokes-Mueller et a la représentation sur la sphere de Poincaré. Enfin nous
aborderons les différentes techniques permettant de réaliser des mesures polarimétriques
et nous en présenterons en particulier différentes techniques basées sur la mesure sur fond

noir.
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La deuxiéme partie introduira le principe du codage spectral de la polarisation et
son utilisation pour réaliser une mesure sur fond noir, d'un point de vue théorique. Nous
présenterons ensuite I'implémentation expérimentale du dispositif de mesure sur fond noir
sur table optique, d’abord dans la version dédiée a la mesure de pouvoir rotatoire, afin de
valider le principe de la mesure et le modeéle du bruit, puis dans la version destinée a la
mesure de la retardance linéaire, ou nous nous attarderons davantage sur la question des

erreurs systématiques et des solutions pour les compenser.

La troisieme partie traitera d’abord des biais sur la mesure de la retardance linéaire
dis a la réponse polarimétrique des milieux d’études qui peut étre plus complexe qu’'un
simple modele de biréfringent linéaire pur. Nous aborderons ensuite la question de la re-
présentation des images et nous présenterons les choix des tables de couleurs utilisées pour
représenter les différentes informations polarimétriques. Enfin viendra I'implémentation
du dispositif de mesure de la retardance linéaire dans un microscope a balayage laser.
Nous présenterons alors des images de milieux biologiques afin d’illustrer les potentialités

de cette nouvelle modalité de microscopie.
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PLAN DE LA PREMIERE PARTIE

Dans la premiere partie de ce manuscrit, nous allons présenter le contexte général de
la these. Pour ce faire nous allons d’abord présenter des exemples d’applications de la
microscopie polarimétique, illustrant son intérét pour la biologie et la médecine. Nous
introduirons ensuite le formalisme permettant de traiter de la polarisation et des aniso-
tropies optiques. Enfin nous décrirons différentes philosophies permettant de réaliser une

mesure polarimétrique.

Le chapitre 1.1 présentera des exemples d’applications de la microscopie de biréfrin-
gence. La deuxiéme partie du chapitre abordera des configurations de microscopies mul-

timodales, combinant la microscopie polarimétrique avec d’autres modalités.

Le chapitre 1.2 rappellera d’abord les notions de polarisation de la lumiere et d’états
de polarisation. Nous introduirons ensuite les formalismes permettant de traiter de la
modification des états de polarisation par un milieu. Nous commencerons par le formalisme
de Jones, qui sera le plus utilisé dans ce manuscrit. Le formalisme de Stokes-Mueller sera
ensuite abordé puis nous présenterons la sphére de Poincaré, qui est une représentation
graphique des états de polarisation. Enfin, nous évoquerons le cas de quelques anisotropies

optiques simples.

Le chapitre .3 commencera par expliquer le principe général de la mesure polarimé-
trique. Nous comparerons ensuite les différentes philosophies de mesure polarimétrique,
dont la mesure sur fond noir, en terme de sensibilité, de résolution et de précision. Nous
évoquerons ensuite les différentes manieres utilisées pour générer et analyser des états
de polarisation et nous terminerons en proposant un panorama des techniques existantes

permettant de réaliser une mesure sur fond noir.
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CHAPITRE I.1

ETAT DE LART SUR LA MICROSCOPIE DE
BIREFRINGENCE DE MILIEUX
BIOLOGIQUES

Dans ce premier chapitre, nous souhaitons illustrer I'intérét de la microscopie polari-
métrique pour différentes applications en biologie et en médecine, avec quelques exemples
issus de la littérature, et les potentialités des configurations de microscopies multimodales,
combinant la microscopie polarimétrique avec d’autres modalités.

Dans le cadre de la microscopie de milieux biologiques fins en transmission, la biré-
fringence est l'effet polarimétrique prépondérant. Nous allons donc ici nous focaliser sur

la microscopie de biréfringence.

I[.1.1 Structures révélées en microscopie de biréfrin-

gence dans les milieux biologiques

La biréfringence désigne une anisotropie optique de phase et correspond a la différence
entre les indices de réfraction associés aux axes propres du milieu. La biréfringence obser-
vable dans la matiere biologique provient de structures possédant un certain degré d’ali-
gnement au niveau moléculaire (biréfringence intrinseque) ou une asymétrie structurelle
(biréfringence de forme), notamment les membranes et les arrangements macromolécu-
laires en forme de filaments (ex : protéines fibreuses). Il est ainsi possible d’observer de la
biréfringence au niveau intra- et extra-cellulaire dans la matiere biologique. Par exemple,
la plupart des biopolymeres qui forment des systémes alignés, lorsqu’ils sont mis en solu-
tion aqueuse, produisent de la biréfringence linéaire par combinaison de biréfringence de
forme et intrinseque. C’est le cas notamment des fibres de collagene, des filaments d’actine

et des microtubules.
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Chapitre 1.1 — Etat de Uart sur la microscopie de biréfringence de milieuz biologiques

La microscopie de polarisation appliquée aux tissus biologiques permet donc de révéler
sans marquage des structures d’intérét biologique, voir médical. Nous proposons de lister
les structures qui ont été observées par microscopie de biréfringence dans la littérature,

en indiquant leur potentiel d’application dans le domaine biomédical.

I.1.1.1 Fibres de collagéne

Le collagene fait partie d’une famille de protéines dites structurales, le plus souvent
présente sous forme fibrillaire et présent dans la matrice extracellulaire des tissus conjonc-
tifs des organismes animaux. Ces protéines ont pour fonction de conférer aux tissus une
résistance mécanique a ’étirement. C’est la protéine la plus abondante du régne animal,
représentant le quart environ de la masse protéique des mammiferes. Il est présent par
exemple dans les os [31], la peau [32, 33] le cartilage [34, 35], la cochlée [36-38], les tendons
[39], les muscles [40, 41] et les parois des vaisseaux [26, 42]. Etant donné leur degré d’ali-
gnement important, les fibres de collagene présentent une forte biréfringence et sont donc
facilement observables en microscopie de biréfringence. La figure 1.1.1 présente quelques
images de biréfringence de différents tissus (ceil, fémur, oreille interne et aorte) mettant

en jeu du collagene fibrillaire.

L’organisation spatiale de ces fibres peut prendre des formes tres différentes, pour ré-
pondre aux exigences imposées par la fonction physiologie de chaque tissu. Par exemple,
les fibres sont uniformément orientées en tendons, elles forment des structures hélicoi-
dales dans les os, alors qu’elles sont fortement enchevétrées dans des motifs apparemment

aléatoires dans le derme et les visceres.

Le collagene est une protéine largement mise en jeu dans le remodelage des tissus et
possede donc un potentiel intéressant en histopathologie notamment pour le diagnostic
précoce de plusieurs cancers (peau [44], sein [45], foie [46-48], etc.).

A titre d’exemple, en 2021, A. Keikhosravi et al. ont réalisé I’étude de différents types

de tissus cancéreux et ont pu identifier des tumeurs grace a la microscopie de biréfringence
(figure 1.1.2) [45].

A noter que 'imagerie en temps réel sur des structures non fixées pourrait se révéler
intéressante pour visualiser la réorganisation du collagene dans une coupe de tissu sous
contrainte mécanique, ce qui a déja été réalisé par exemple en microscopie de génération

de second harmonique sur du tendon [49].
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1.1.1. Structures révélées en microscopie de biréfringence dans les milieuzr biologiques

- 45°

F1GURE I.1.1 — Images de retard optique et azimut de collagéne dans différents tissus : A,
lame criblée de la sclere (Lamina cribrosa) d’un ceil humain. La barre d’échelle correspond
a 500 um [43]. B, ostéon d’un fémur humain. La barre d’échelle correspond a 100 um [31].
C, coupe de la tour basal cochléaire d'une souris C57BL/6J. La barre d’échelle correspond
a 100 um [36]. D, coupe d'une aorte thoracique de porc. La barre d’échelle correspond a

50 pm [42]
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FIGURE I.1.2 — Image d’un carcinome canalaire in situ (DCIS, Ductal Carcinoma In Situ,
type courant de cancer du sein), coloration HE (Hématoxyline et Eosine). Le champ
de I'image est de 692 x 519 um. A gauche, image en transmission; a droite, image en
transmission avec I'image de biréfringence et azimut surimposée. Les cadres indiquent des
zones présentant des fibres de collagene typiques des tumeurs TACS-2 et TACS-3 (TACS,
Tumor Associated Collagen Signatures) [45]

1.1.1.2 Filaments d’actine

Les filaments d’actine sont des constituants essentiels du cytosquelette des cellules
eucaryotes, ainsi que des fibres musculaires. L’actine représente environ 10% du total des
protéines d’une cellule animale typique, la moitié étant assemblée en filaments d’actine
alors que 'autre moitié est libre dans le cytosol sous forme de monomeres d’actine. L’actine
sous forme de filaments est parfois appelée actine F (Fibrillaire), tandis que la forme
monomérique est appelée actine G (Globulaire). L’actine F a été observée en microscopie
de biréfringence dans les cellules épithéliales U208 [50] ou encore certains fibroblastes
(figure 1.1.3) [51].

L’actine F dans le cytosquelette des cellules non musculaires joue un role primordial
dans la migration et I'adhésion cellulaire grace a sa capacité a se contracter, et I'imagerie
de biréfringence présente donc un potentiel intérét dans la compréhension de ces processus.

En effet, les travaux de W. Wang et al. [23] et de S. Sugita et al. [24] ont montré qu’il
était possible de mesurer la force de traction associée aux filaments d’actine F a 1’échelle
cellulaire (figure 1.1.4), en associant la mesure de la biréfringence avec la microscopie
a force de traction, qui permet de mesurer les forces de traction s’exercant au niveau
cellulaire (TFM, Traction Force Microscopy) [52].
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FiGURE 1.1.3 — Images de fibroblastes vivants en biréfringence. La barre d’échelle cor-
respond & 10 um. A, fibroblaste REF-52, la fleche blanche indique une vésicule (peut-étre
une mitochondrie) ; B, fibroblaste 3T3, les trois tétes de fleche indiquent également des
vésicules [51]

(a) DIC (b) Displacement field

(c) Traction stress (maginitude) (d) Retardation

FIGURE 1.1.4 — Images d'une Cellule Musculaire Lisse Vasculaire (CMLV ou en anglais
VSMC, Vascular Smooth Muscle Cell) : (a) microscopie a contraste interférentiel (DIC,
Diferential Interference Contrast); (b) champ de déplacement des microbilles incluses
dans le gel de polyacrylamide (um) (c) amplitude des forces de traction (kPa) (d) retard
optique (nm) [24]
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Chapitre 1.1 — Etat de Uart sur la microscopie de biréfringence de milieuz biologiques

1.1.1.3 Filaments de myosine

La famille des myosines regroupe 18 protéines différentes (numérotées de I a XVIII), qui

sont notamment différenciées par le nombre de chaines polypeptidiques qui les composent.

Les myosines sont des moteurs moléculaires convertissant 1’énergie chimique de 1'hy-
drolyse de I’ATP en mouvement dirigé le long des filaments d’actine. Ainsi avec I'actine,
la myosine est au coeur du processus de contraction musculaire. En effet, la contraction
musculaire découle du glissement des myofilaments d’actine sur des myofilaments de myo-

sine.

Les sarcomeres, qui sont l'unité fonctionnelle et structurelle du muscle strié, sont
constitués de filaments épais de myosine et de filaments d’actine minces organisés de
maniere complexe. Du fait de cette organisation, ces structures sont tres biréfringentes et

ont donc fait 'objet d’étude en polarisation des les années 1940 [26, 53-58].

La biréfringence produite par la myosine (filaments épais) dans les muscles striés est
supérieure a celle produite par les filaments d’actine (filaments fins). Cela a d’ailleurs
justifié 'appellation bande A (pour Anisotrope) et bande I (pour Isotrope). La bande A
est celle qui contient les filaments épais de myosine et apparait en clair en microscopie
en lumiere polarisée. L'image de biréfringence d’un muscle strié est donc constituée d’une
alternance de bandes de biréfringence plus importante avec des bandes de biréfringence

plus faible, telle que le montre la figure 1.1.5.
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F1GURE I.1.5 — Image en retard optique et orientation de muscle strié de rat. La barre
d’échelle correspond a 10 um [26]
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1.1.1. Structures révélées en microscopie de biréfringence dans les milieuzr biologiques

L’imagerie de biréfringence a ainsi été utilisée pour étudier différentes pathologies

musculaires, par exemple la myopathie de Duchenne (figure 1.1.6) [58].
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FIGURE 1.1.6 — Image en biréfringence des lésions du muscle squelettique (dégradations
des fibres de myosine) de la queue dans des embryons de poisson zebre (zebrafish), 72
heures post-fécondation, pour différents traitements : Controle + DM SO, dmd — MO +
DMSO, dmd — MO + PCI et dmd — MO + Givinostat. La barre d’échelle correspond a
100 pum [58]

1.1.1.4 Microtubules

Le fuseau mitotique est un systeme mis en place par les cellules eucaryotes pour
permettre la migration des chromatides lors de la division cellulaire des le stade de la
prophase. Il est constitué de microtubules et de protéines associées et forme un véritable
fuseau entre les poles opposés d’une cellule. Il assure une bonne répartition des chromo-
somes dans les cellules lors de la division. Il est donc indispensable a un bon développement
cellulaire. I a été reporté des les années 1950 qu’il était possible d’observer de la biré-
fringence lors de la division cellulaire, lié & la nature filamenteuse des microtubules [21].
En effet, la formation d’un faisceau dense de microtubules bien alignés se traduit par une
augmentation notable de la biréfringence lors de la division cellulaire.

Pour cette raison, la microscopie de biréfringence fait aujourd’hui 'objet d'un large
usage pour les recherches en biologie de la reproduction et du développement [59-68] . Ceci
est illustré par la commercialisation d’un microscope de biréfrigence (LC-PolScope, version
OOsight) par la société Hamilton Torne'!, qui permet d’identifier le fuseau mitotique a

Iintérieur d’ovocytes lors des processus de fertilisation ou de clonage.

1. https://www.hamiltonthorne.com/index.php/oosight-overview
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FIGURE 1.1.7 — Images de retard optique (nm) en fonction du temps pour des sperma-
tocytes de cousins tipulidae. La barre d’échelle correspond a 10 um. En vert, les micro-
tubules; les fleches blanches sur I'image C. indiquent des fibres kinétochores naissantes
(temps représenté au format heure : minute) [59]

1.1.1.5 Cellules nerveuses

La my¢éline est une membrane plasmique qui s’enroule en spirale autour des axones des
neurones. Cette gaine de myéline permet aux impulsions électriques, appelés potentiels
d’action (ou influr nerveuzr) de se transmettre rapidement et efficacement le long des
cellules nerveuses, notamment par le phénomene de conduction saltatoire [69].

La myéline est composée majoritairement de lipides qui lui donne une teinte blanche,
d’otu la référence a la matiére blanche (substance blanche) du cerveau. La myéline forme
une structure multilamellaire faite de multiples feuillets membranaires, présentant de la
biréfringence. L’imagerie de la biréfringence a donc été utilisée pour visualiser a différentes
échelles les structures cérébrales (voir figure 1.1.8) [70-73]

La myélinisation défectueuse d’un nerf est la principale cause de maladie neurologique.
La démyélinisation fait référence aux dommages et a la perte des gaines de myéline qui
entouraient auparavant les nerfs, ce qui entraine un dysfonctionnement nerveux important
et ralentit ou bloque la conduction nerveuse entre le cerveau et le reste du corps. Parmi les
maladies les plus connues provoquant une démyélinisation, nous pouvons citer la sclérose
en plaques.

Il y a donc un enjeu important pour ’étude du processus de démyélination. Aussi en

2021, M. L. Morgan et al. ont montré la robustesse de 'imagerie de biréfringence pour
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1.1.1. Structures révélées en microscopie de biréfringence dans les milieuzr biologiques

Transmittance Retardance Fibre orientation map

FI1GURE 1.1.8 — Images d'une coupe de cerveau humain, atteint de sclérose latérale amyo-
trophique (maladie de Charcot), en transmission, retard optique, retard optique et azimut.
La barre d’échelle correspond a 3mm. CA, Hippocampe ; DG, Gyrus Dentelé ; EC, Cortex
Entorhinal ; PreSub, Presubiculum and Sub, Subiculum[70]

I'étude de ce processus, dans des coupes histologiques de cerveaux de souris (figure 1.1.9)
[73].

A) Luxol Fast Blue B) Birefringence

3

ow high

FIGURE 1.1.9 — Images d’une coupe de cerveau de souris saine (100 um d’épaisseur). La,
barre d’échelle correspond & 1 mm. A) image coloration LF'B (Luzol Fast Blue) ; B) image
de retard optique, dont la valeur maximale est d’environ 60 nm. Les fleches indiquent : 1,
le cortex; 2, 'hippocampe; 3, le corps calleux; 4, le pédoncule cérébral [73].

En outre il a été montré que la propagation des potentiels d’action (influx nerveux)
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FIGURE 1.1.10 — En noir, signal électrique transmis par le nerf (mV) ; en rouge, variation
relative de la biréfringence X P.S, mesurée entre polariseurs croisés, représentés en fonction
du temps (ms). A, fréquence de stimulation de 2 Hz ; B, fréquence de stimulation de 14 Hz
[76].

provoque des changements locaux de biréfringence, observables tant a I’échelle d’un seul
axone que d'un nerf [71, 74-76]. Ces changements semblent étre induits par effet Kerr par
les fluctuations du champ électrique autour des membranes axonales [74, 76].

Aussi plusieurs auteurs ont proposé d’utiliser la mesure de la biréfringence afin d’étu-
dier la propagation des potentiels d’action [71, 74-76]. Ainsi en 2016, A. Badreddine et al.
ont montré par exemple une corrélation entre le signal électrique transmis par un nerf et

la variation relative de sa biréfringence (figure 1.1.10).

I.1.1.6 Autres types de structures présentant de la biréfringence

Il existe encore de nombreuses structures présentant de la biréfringence dans les milieux
biologiques, telles que les fibres d’élastine [26, 77|, les gouttelettes lipidiques [78], les
amyloides [79], les membranes de lipides [80], etc. Dans le régne végétal, nous pouvons
également ajouter les fibres de cellulose [81, 82] ou encore les chaines d’amylopectine dans
I'amidon [48, 83, 84].

Il est également possible de mesurer de la biréfringence au niveau de 'interface d’une
structure délimitée par un milieu d’indice de réfraction différent. Cette biréfringence, dite
de bord, est d’autant plus notable que la variation d’indice est importante [85]. Bien
qu’encore peu comprise dans le cas des structures biologiques, la biréfringence de bord a

été mentionnée comme étant une source de contraste au niveau des membranes [86].
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1.1.2. Intérét de l'imagerie multimodale

1.1.2 Intérét de 'imagerie multimodale

La microscopie de polarisation n’est pas sensible a la nature chimique des constituants
moléculaires des structures biologiques, mais signe plutét ’aspect structural et aniso-
trope de ces structures. Cette modalité d’imagerie manque donc par nature de spécificité
et il est parfois pertinent de réaliser de I'imagerie multimodale faisant intervenir d’autres
contrastes. La combinaison et la comparaison de ces différents contrastes va ainsi per-
mettre de révéler et d’identifier plus facilement les différentes structures présentes dans

les milieux biologiques.

I.1.2.1 Contraste de phase et fluorescence

Le contraste de phase et la fluorescence sont usuellement utilisées en microscopie pour
I'observation de milieux biologiques, notamment des cellules. La microscopie en contraste
de phase va apporter un contraste lié a I’épaisseur et a la densité de matiere alors que la
microscopie de fluorescence va permettre de révéler de manieére quantitative la distribution

de biomolécules spécifiques.

En 2022, 1. Ivanov et al. ont proposé un microscope permettant de réaliser a la fois
une mesure en fluorescence (intensité, anisotropie et orientation), en contraste de phase

ainsi qu’en retard optique et azimut.

Cette technique multimodale a été appliquée a divers milieux d’étude dont des cellules
épithéliales humaines d’ostéosarcome U20S (figure 1.1.11) et des coupes de cerveau de
souris (figure 1.1.12) [50].

Pour les cellules U208, I'image de fluorescence fait ressortir les fibres d’actine (qui
ont été marquées a la SiR-actin, pres de la membrane basale de la cellule. L’image en
contraste de phase permet de visualiser la membrane de la cellule, des nucléotides ainsi
que des vésicules. L'image de retard optique et azimut révele quant a elle les bords de la

cellule et des organelles ainsi que les filaments épais du cytosquelette.

Pour la coupe de cerveau de souris, la matiere blanche apparait plus opaque que la
matiere grise sur I'image en transmission, alors que I'image en contraste de phase de la
méme zone ne permet pas de distinguer la matiere blanche et la matiere grise. L'image
en retard optique et orientation quant a elle fait ressortir la matiére blanche (riche en

myéline biréfringente) et permet d’obtenir une information sur I'orientation des fibres.
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FI1GURE 1.1.11 — Images de cellules épithéliales humaine d’ostéosarcome U20S ; en haut,
a gauche, intensité de la fluorescence ; en haut, au milieu, anisotropie de la fluorescence;
en haut, a droite, intensité et orientation de la fluorescence; en bas, a gauche, contraste
de phase (rad); en bas, au milieu, retard optique (nm); en bas, a droite, retard optique
et son orientation [50]

retardance

mouse brain

0.96 098 1.00 102 104 -50 -25 0 25 50 [nm]

FIGURE I.1.12 — Images d'une coupe de cerveau de souris autour du corps calleux (12 um
d’épaisseur). A gauche, image en transmission, ; au milieu, image en contraste de phase;
a droite, image de retard optique, dont la valeur maximale est d’environ 23 nm, et son
orientation. La zone encadrée en trait continu correspond a la matiere blanche et la zone
encadrée en trait discontinu correspond a la matiere grise [50].
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1.1.2.2 Génération de seconde harmonique et fluorescence a deux

photons

Les modalités de microscopies non-linéaires, telles que la génération de seconde harmo-
nique (SHG) et fluorescence a deux photons (TPEF), permettent de réaliser des images
sans marquage [29]. De plus ces modalités peuvent étre résolues en polarisation, par

exemple la P-SHG (Polarization-resolved Second Harmonic Generation) [28].

Aussi plusieurs études combinent et comparent les modalités de microscopie non-
linéaire avec la microscopie de polarisation [26, 48, 87-89).

Le laboratoire OPTIMAG ayant une expertise a la fois en microscopie polarimétrique
et en microscopie non-linéaire [25, 27], des travaux de ce type y ont été menés. Citons par
exemple, la publication en 2021 par M. Dubreuil et al. d'un article comparant une modalité
de microscopie polarimétrique, permettant de réaliser une mesure compléete de la matrice
de Mueller [30, 48], avec la microscopie SHG, TPEF et P-SHG, pour un muscle strié de
rat et pour la paroi d’'une aorte de lapin WHHL ( Watanabe Heritable Hyper-Lipidemic)
[90] (figure 1.1.13) [26].

Pour les modalités non-linéaires, I'image en fluorescence a deux photons (autofluores-
cence, sans marquage) de 'aorte de lapin met en évidence une structure lamellaire dans le
milieu de la paroi de 1'aorte, associé a la fluorescence de I’élastine. La SHG est quant a elle
principalement localisée dans la couche externe de 1'aorte, révélant ainsi une forte densité
en collagene de type 1. Les orientations obtenues par 'image en P-SHG sont associées a

I'orientation des fibres de collagene.

Pour la modalité de mesure de la matrice de Mueller, nous ne représentons ici que
I'image de biréfringence et son orientation.

La biréfringence est significativement plus forte au niveau de la couche externe de
I’aorte, méme si la zone lamellaire en présente également, a un niveau moins fort. En effet,
les fibres de collagéne sont biréfringentes ainsi que 1’élastine dans une moindre mesure.
L’orientation de la biréfringence est associée a l'orientation des fibres de collagéne et

correspond a celle obtenue par I'image en P-SHG.

La ou la réponse de la TPEF n’est pas spécifique, faisant apparaitre a la fois élastine et
collagene, la réponse SHG est spécifique aux fibres de collagene. L’image de biréfringence
n’a pas cette spécificité mais permet d’obtenir une information d’orientation sur I’ensemble
de l'aorte, la ou la P-SHG ne donne une information d’orientation qu’au niveau des fibres

de collagene.
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(b) Mueller matrix image

FIGURE 1.1.13 — Images de la paroi d'une aorte de lapin WHHL (5 um d’épaisseur).
(a) images avec les modalités non linéaires : TPEF, fluorescence a deux photons; SHG,
génération de seconde harmonique ; P-SHG, génération de seconde harmonique résolue en
polarisation. (b) image de biréfringence et de son orientation, obtenue avec la modalité
de mesure complete de la matrice de Mueller [26]
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Conclusion

Au travers de ces quelques exemples récents issus de la littérature, nous avons montré
I'intérét de la microscopie de polarisation pour I'étude de milieux d’intérét biomédical.

Nous avons également évoqué les potentialités offertes par les approches multimodales.
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CHAPITRE 1.2

RAPPELS SUR LA POLARISATION DE LA
LUMIERE ET LES ANISOTROPIES
OPTIQUES

Dans le premier chapitre, nous avons évoqué pour différentes applications en biologie

et en médecine l'intérét de la microscopie polarimétrique.

Nous devons donc maintenant introduire les formalismes nécessaires pour traiter de la

polarisation et des anisotropies optiques.

Apres avoir rappelé les notions de polarisation de la lumiere et d’états de polarisation,
nous présenterons les formalismes permettant de traiter de la modification des états de
polarisation par un milieu en commencant par le formalisme de Jones. Nous décrirons
ensuite le formalisme de Stokes-Mueller et la représentation graphique appelée sphere de

Poincaré. Enfin, nous présenterons quelques anisotropies optiques simples.

I.2.1 Polarisation de la lumiere

1.2.1.1 Nature vectorielle de la lumiére

La polarisation de la lumiere est liée a sa nature vectorielle. Celle-ci correspond en
effet a I’évolution temporelle de la direction du vecteur champ électrique E d’une onde

lumineuse qui se propage.

Considérons le cas d'une onde plane monochromatique, de vecteur d’onde k et de

pulsation w se propageant dans le vide selon 'axe Oz dans le sens des z positifs (repére
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cartésien Oxyz). Le champ électrique de cette onde peut s’écrire :

E.(z,t) Eoz.cos(w.t — k.z + ¢,)
E= E,(z,t)| = | Eoy.cos(w.t — k.z + ¢,) (I.2.1)
E.(z,t) 0

Avec Ey, et Ey,, les amplitudes réelles positives des composantes du champ électrique,
k, le vecteur d’onde (tel que |k| = 27/A, ot A est la longueur d’onde) ainsi que ¢, et ¢y,
des phases définies a 27 pres.

De maniere plus précise, la polarisation de 'onde décrit la trajectoire de 'extrémité
du vecteur champ électrique E dans le temps.

En considérant la projection de la trajectoire dans le plan d’onde Oxy, orthogonal
a la direction de propagation (z = 0) et en éliminant la variable temporelle dans la
représentation donnée par ’équation 1.2.1, les composantes du champ électrique £, et E,

vérifient alors I’équation d’une ellipse d’équation :

E? FE? E.E
L+ =L 2" cos¢ =sin’¢ (I.2.2)
Egac Egy EO:L"EOZ/

Avec ¢ = ¢y — ¢,

1.2.1.2 Etats de polarisation

Dans le cas général, I’état de polarisation d’'une onde lumineuse est elliptique et la
connaissance des grandeurs Ey,, Fy, et ¢ permettent de déterminer entierement ses ca-
ractéristiques. La Figure 1.2.1 donne une représentation de cette ellipse dans le plan Oxy.

Les grandeurs «, € et v sont appelées respectivement azimut, ellipticité et angle dia-
gonal de lellipse, et les grandeurs a et b sont les grand et petit axes de l'ellipse. Ces

grandeurs sont reliées entre elles par les relations :

€os 2¢ cos 2o = cos 2v
cos 2¢ sin 2ac = sin 2v cos ¢

sin 2 = sin 2vsin ¢ (1.2.3)

Ces grandeurs sont également reliées aux grandeurs Fo,, Fo, et ¢ par les relations :
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1.2.1. Polarisation de la lumiére

FiGure 1.2.1 — Ellipse de polarisation

Ey,
t =
an v B,
EOxEO
tan2a = 2———"_cos ¢
Eg:v - Egy
. EOxEO .
2e=2——""VY_ 1.2.4
sin 2e B2, 1 E3, sin ¢ ( )

Pour des valeurs particulieres des amplitudes Ey,, Ey, et du déphasage ¢ , I'ellipse peut
se décliner sous des formes particulieres conduisant a des états de polarisation spécifiques,
telles que représentées sur la figure 1.2.2.

Par exemple lorsque ¢ = 0, les deux composantes du champ électrique sont en phase
et ce dernier oscille dans une direction fixe. Cet état de polarisation est dit linéaire (ou
rectiligne, cf. figure 1.2.2, b. et c.). Lorsque ¢ = £7/2 et Ey, = Ey,, nous parlerons alors
de polarisation circulaire, gauche (cf. figure 1.2.2, d.) ou droite, selon le signe de ¢.

Lorsque les grandeurs Ey,, Ey, et ¢ sont indépendantes du temps, la lumiere est dite
completement polarisée.

Au contraire, si ces grandeurs évoluent de maniere aléatoire (c¢’est-a-dire complétement
non-déterministe), la lumiere est dite non-polarisée, a l'instar de la lumiére naturelle (cf.

figure 1.2.2, a.).
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FIGURE 1.2.2 — Etats de polarisation [91] : a. lumiére non polarisée; b. polarisation
rectiligne horizontale ; c. polarisation rectiligne verticale ; d. polarisation circulaire gauche;
e. polarisation elliptique droite
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1.2.2. Formalisme de Jones

De maniere générale, une onde polarisée (ou partiellement polarisée) peut étre décrite
comme une combinaison linéaire d’'une onde non polarisée et d’une onde completement
polarisée.

La polarisation de 'onde peut étre modifiée par un milieu anisotrope, par transmis-
sion ou réflexion. Aussi pour traiter de la modification des états de polarisation par un
milieu, plusieurs formalismes mathématiques ont été développés et nous allons a présent

introduire les plus utilisés *.

1.2.2 Formalisme de Jones

1.2.2.1 Vecteurs de Jones

Dans une série d’articles parue entre 1941 et 1956, R.C. Jones a introduit un formalisme
qui permet d’appréhender les modifications de la lumiere polarisée apres interaction avec
un milieu donné [96-103].

Il introduit un vecteur f, de dimension 2 x 1, appelé vecteur de Jones de 'onde, a

coefficients complexes entierement définis & partir des grandeurs Fy,, Ey, et ¢, tel que :

. Ex E xej(w.t—k.z+¢>m) E .
J— _ |70 0z (1.2.5)
E, Eoyej(w-tfk-zwy) E0y6]¢
avec j est le nombre complexe tel que j2 = —1.

Le vecteur de Jones est défini a une phase pres d’ou la relation de proportionnalité
dans I’équation 1.2.5. Le plus souvent, le vecteur de Jones est donc écrit sous sa forme

normalisée, soit pour une polarisation quelconque :

- 1 Ey,
y S — (1.2.6)
\/ Egz + Egy E09€J¢

Le vecteur de Jones contient ainsi toutes les informations caractérisant 1’état de pola-

risation de I'onde lumineuse (Ey,, Eo, et ¢). Il est par ailleurs possible d’écrire ce vecteur

1. 1l existe d’autres représentations des états de polarisation et de leurs modifications que celles pré-
sentées ici, telles que celle basée sur les quaternions [92], la représentation dans un plan complexe [93] ou
encore les matrices de cohérence [94, 95].
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en fonction des parametres « et ¢ de l'ellipse de polarisation, tel que :

- COS (X COSE — J Sinasin e
J= " J . (1.2.7)
Sincos€ + jcosasine
L’Annexe A.I présente quelques exemples de vecteurs de Jones pour différents états

de polarisation.

1.2.2.2 Matrices de Jones

Considérons a présent l'interaction linéaire d’une onde totalement polarisée avec un
systéme optique transformant la polarisation (non dépolarisant). Il est possible de décrire
la transformation produite par ce systeme sous une forme matricielle.

Le milieu est ainsi décrit par une matrice 2 x 2 a coefficients complexes, appelée matrice
de Jones [T]. La relation entre un vecteur de Jones incident J; et le vecteur de Jones J,

apres interaction avec le milieu s’écrit alors :

J, = [T).J; (1.2.8)

La section 1.2.4 présente quelques exemples de matrices de Jones pour différents élé-
ments de référence.

L’intérét principal de ce formalisme réside dans sa capacité a décrire de maniere re-
lativement simple l'interaction d’une onde polarisée avec un systéme optique complexe

(composé de n éléments transformateurs de polarisation en cascade, voir figure 1.2.3).

(7] [T] (%] [7.]

>

direction de
propagation de la
lumiere

FI1GURE 1.2.3 — Succession de n éléments optiques transformateurs de polarisation
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1.2.3. Formalisme de Stokes-Mueller et sphére de Poincaré

Pour cela, il suffit simplement de faire le produit matricielle des n matrices de Jones

décrivant chacun des éléments optiques en cascade, tel que :

N
%

Jy = [T [Ts).[To).[T4).J (1.2.9)

Il s’agit du formalisme qui sera utilisé principalement dans la suite de ce manuscrit.

Cependant, ce formalisme est limité a la description des ondes completement polarisées

et est donc peu adapté pour traiter des ondes partiellement polarisées ou non polarisées.

1.2.3 Formalisme de Stokes-Mueller et sphére de Poin-

caré

1.2.3.1 Vecteur de Stokes

Introduite par G.G. Stokes en 1852 [104], le formalisme mathématique de Stokes est
basé sur des intensités lumineuses (directement mesurables) et non sur des champs élec-

triques.

La polarisation de la lumiere est représentée sous la forme d’un vecteur S de dimension

4 x 1 a coefficients réels, appelé vecteur de Stokes, tel que :

Sy (ExEy % +EyEyx) 2 (Eg, Eg, cos ¢)
S3 ](ExEy * _EyE:c*> 2 <Eng(2)y sin gb)

avec (.), la moyenne d’ensemble c¢’est-a-dire la moyenne temporelle sur le temps d’inté-
gration du détecteur et la moyenne spatiale sur la section du faisceau vue par le détecteur.
Ainsi sont pris en compte les cas ou les grandeurs Ey,, Ey, et ¢ dépendent du temps pen-
dant la durée de la mesure et/ou sont inhomogenes spatialement au sein du faisceau
détecté. Pour alléger la notation, cette dépendance spatio-temporelle a volontairement

été omise par la suite.

Les quatre composantes du vecteur de Stokes sont homogenes a des intensités lu-

mineuses et peuvent étre écrites pour une onde completement polarisée de la maniere
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suivante :
Iy
= Tno — ITopo
S=| ™ (1.2.11)
I gs0 — I 450
Ip —Ig
avec :

— I, l'intensite totale du faisceau lumineux,

— Ipe — Igpe, la différence d’intensité entre les polarisations linéaires horizontale (0°)
et verticale (90°),

— Iyy50 — I_450, la différence d’intensité entre les polarisations linéaires a +45° et a
—45°,

— Ip — I, la différence d’intensité entre les polarisations circulaires droite et gauche

Les composantes du vecteur de Stokes pour une onde totalement polarisée vérifient la

relation :

Sg =57+ 55+ 53 (1.2.12)

Dans ce cas, le vecteur de Stokes normalisée par Sy peut également s’écrire en fonction

des parametres «, €, v et ¢ de l'ellipse de polarisation, tel que :

1 1 1
g s, S1/S0 _ |cos 2e C(.)S 20 _ | cos 2v (12.13)
Sa/So cos 2¢ sin 2« sin 2v cos ¢
Ss3/So sin 2e sin 2v sin ¢

Les relations suivantes peuvent alors étre posées :

— L’azimut « :

S
tan 200 = — (1.2.14)
S1
— L’ellipticité ¢ :
S
sin2e = = (1.2.15)
So



1.2.3. Formalisme de Stokes-Mueller et sphére de Poincaré

— L’angle diagonal v :

cos 2u = g(l) (1.2.16)
— Le déphasage (moyen) ¢ :
tan ¢ = 53 (I.2.17)
So

L’Annexe A.l présente quelques exemples de vecteurs de Stokes pour différents élé-

ments de référence.

1.2.3.2 Sphere de Poincaré

Les relations [.2.13 reliant les parameétres de Stokes normalisés Sy, Sy et S3 ainsi que
les parametres de 'ellipse «;, €, v et ¢ suggerent une représentation sphérique des états

de polarisation.

Cette sphere (voir figure 1.2.4) sur laquelle sont représentés les états de polarisation

est appelée spheére de Poincaré, introduite par H. Poincaré en 1892 [105].

Considérons les angles 2a et 2¢ comme les angles polaires en représentation sphérique
dans un triedre (Q,E,ﬁ, 5), Iétat de polarisation est représenté par un point M sur la
sphere de rayon unité >, caractérisé par l'inclinaison a du grand axe de l'ellipse et 1'el-
lipticité & de celle-ci. Le vecteur P de composantes {51, 52, 53} est alors le vecteur normé

QM dont les coordonnées sphériques sont {1, 2, 2¢}.

D’apres la définition du vecteur 13, chaque parallele de la sphere correspond a des
états de polarisation d’ellipticité fixe (¢ est constant sur un parallele) et chaque méridien

correspond & des états de polarisation d’azimut fixe (« est constant sur un méridien).

Etats linéaires

L’équateur de la spheére représente I'ensemble des états de polarisation linéaires (¢ = 0).
Les états polarisés suivant Oz (0°) et Oy (90°) sont représentés par les points O et O’
respectivement. L’origine des longitudes sur la sphére est prise sur le cercle méridien (Cj)

passant par O et le sens positif sur I’équateur est le sens direct.
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¢
N A Circulaire gauche

Ellipticité
constante

Etats
rectilignes

Azimut
constant

S ' Circulaire droit

FIGURE 1.2.4 — Représentation des états de polarisation sur la sphere de Poincaré [93]
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1.2.3. Formalisme de Stokes-Mueller et sphére de Poincaré

Etats circulaires

Les deux poles N et S de la sphere représentent les deux états de polarisation circu-

laires orthogonaux respectivement gauche (¢ = +7/2) et droit (e = —m/2).

Etats elliptiques

Un point qui n’est situé ni sur ’équateur ou aux podles de la sphere de Poincaré
représente I’état de polarisation le plus général, ¢’est-a-dire elliptique. Le sens de rotation
étant donné par le signe de e, I’hémisphere nord correspond aux états gauches tandis que

I’hémisphere sud correspond aux états droits.

Lumieére partiellement polarisée

La sphere de Poincaré permet également de représenter la lumiere partiellement pola-
risée.

Lorsque la lumiere est entierement polarisée, ’état de polarisation est représenté par
un point M sur la sphere Y- (figure 1.2.5, a.).

En revanche, lorsque la lumiere est entierement dépolarisée, nous pouvons considérer
que la lumiere contient tous les états de polarisation. Conséquemment tous les points de
la sphere sont équiprobables (figure 1.2.5, b.).

Enfin, lorsque la lumiere est partiellement polarisée, les points représentants les états
de polarisation ne sont plus uniformément distribués sur la sphere mais se regroupent au
voisinage d’un point M, point de probabilité maximum de I’état de polarisation (figure
[.2.5, c.). Plus cette distribution est étroite autour du point M, plus la lumiere se com-
porte comme une lumiere entierement polarisée caractérisée par 1’état M. Nous pouvons

quantifier cela en introduisant une grandeur statistique appelée degré de polarisation.

1.2.3.3 Degré de polarisation

Dans le cas d'une onde completement dépolarisée (Eo,, Eo, et ¢ évoluent de maniere

aléatoirement), le vecteur de Stokes normalisé par rapport a Sy devient :

(1.2.18)

o O O =
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A A
¢
Z) &) ‘
M
a. Lumiére polarisé b. Lumiére naturelle ou c. Lumiére partiellement
dépolarisée polarisée

FiGURE 1.2.5 — Représentation des différents types de lumiére sur la sphere de Poincaré
[93]

Dans le cas d’une onde partiellement polarisée, le vecteur de Stokes peut étre dé-
composé en la somme d'une onde complétement polarisée et d’'une onde compléetement

dépolarisée :

So VST + S+ S5 So — V/S1+ 52+ S5

g- |7 = 51 + / (1.2.19)
Sy S 0
S3 S3

La relation 1.2.12 devient alors I'inégalité suivante :

Sg > St + S5+ 53 (1.2.20)

Nous pouvons alors définir le degré de polarisation P, d'une onde optique, tel que :

Lot V/S1+ 52+ S5

P=—= 1.2.21
p [0 SO ( )

Ainsi le degré de polarisation prend les valeurs P, = 1 pour une onde completement
polarisée, P, = 0 pour une onde completement dépolarisée et 0 < P, < 1 pour une onde

partiellement polarisée.

Nous pouvons également définir le degré de dépolarisation tel que : Py =1 — P,.
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1.2.3. Formalisme de Stokes-Mueller et sphére de Poincaré

1.2.3.4 Matrice de Mueller

Pour traiter des modifications polarimétriques engendrées par un systeme optique dans
le formalisme de Stokes, un formalisme matriciel a été suggéré par Soleillet en 1929 [106]
puis développé par F. Perrin [107] et H. Mueller [108]. La matrice appelée matrice de
Mueller [M] d’un échantillon, relie le vecteur de Stokes incident S; et le vecteur de Stokes

S, apres interaction avec le milieu. Cette relation linéaire s’écrit :

S, = [M].S; (1.2.22)

avec [M], la matrice de Mueller, matrice de dimension 4 x 4, contenant l'information
polarimétrique relative au systeme optique. Elle est composée de 16 coefficients réels et

directement reliés & la mesure?, notés m;; (¢,7 =0, ..., 3), tels que :

Moo M™Moe1 Mo2 MMe3
m m m m
[]\/[] _ 10 11 12 13 (1'2'23)

Moo Mo21 M2 M3

m3o M31 Mgz MM33

Comme pour le formalisme de Jones (équation 1.2.9), il est possible de décrire 1’évo-
lution de la polarisation d’une onde a travers un systéme optique complexe (composé
de n-éléments transformateurs de polarisation en cascade) par le produit matricielle des
n-matrices de Mueller décrivant chacun des éléments optiques en cascade, tel que :

N
%

Sy = [M,]...[M3].[Ms).[M;].S (1.2.24)

Ce formalisme permet ainsi de caractériser de maniere exhaustive les propriétés pola-

rimetriques d’un systéme optique quelconque?.

Cependant, la matrice de Mueller contenant toute l'information polarimétrique de
I’échantillon, 'extraction et la séparation des différents effets (dichroisme, biréfringence
et dépolarisation) a partir des coefficients m;; de la matrice nécessitent d’employer des
méthodes de décomposition [30, 112-114].

2. Ces coefficients ne sont pas nécessairement interprétables en termes physiques de maniére immédiate
3. A noter qu’il est toujours possible de transformer une matrice de Jones en une matrice de Mueller,
mais l'inverse n’est pas nécessairement vrai (notamment dans le cas des milieux dépolarisant) [109-111]
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1.2.4 Représentations des éléments optiques simples

Lorsqu'une onde optique va traverser un élément optique, sa polarisation peut étre
modifiée par celui-ci de plusieurs manieres, nous parlons alors d’anisotropies optiques.
Les états propres (orthogonaux) de I'onde incidente peuvent étre affectés suivant :

— lamplitude : I’élément optique est dit diatténuateur (ou polariseur) et la grandeur

mesurée est la diatténuation

— la phase : 'élément optique est dit retardateur (ou déphaseur) et la grandeur

mesurée est la retardance

— la direction : I'élément optique est dit rotateur (il s’agit d’'un cas particulier de

retardateur) et la grandeur mesurée est le pouvoir rotatoire (ou la retardance cir-
culaire)

— la dépolarisation : le milieu est dit dépolariseur

Il est possible d’extraire toutes ces informations polarimétriques a partir de la mesure

de la matrice de Mueller.

1.2.4.1 Diatténuateur
Définition

Un diatténuateur (ou polariseur, ou dichroique) est un élément optique comportant
une anisotropie de transmittance, dont 'origine peut étre I'absorption, la diffusion ou la
réflectance. L'intensité transmise dépend alors de I’état de polarisation de I’onde incidente.
Sa matrice Jones prend la forme, dans la base des états linéaires ou des états circulaires,

selon qu’il s’agisse de diatténuation linéaire ou circulaire :

P 0

Jn =
"~ lo p

(1.2.25)

ou P, et P, sont les valeurs propres.

Nous pouvons définir 1,4, et T, les transmittances énergétiques maximum et mi-
nimum de I’élément diatténuateur, correspondant a la transmission selon ses deux états
propres (orthogonaux) et reliées aux valeurs propres Py et P, de la matrice de Jones de
I’élément diatténuateur par les relations : Tr,0p = PZ et Thin = P3.

Ainsi, nous pouvons caractériser un diaténuateur par sa transmittance pour une onde
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1.2.J. Représentations des éléments optiques simples

non polarisée Ty, qui se définit comme :

1
TO = i(Tmaw + Tmm) <I226)
et par son taux d’extinction 7..;, définit par :

Tmam
Tmin

Tewt = (1.2.27)

Dans le cas d'un diatténuateur circulaire, nous avons Py = e #ccl/2 ¢t Py = ¢~#opl/2

ou ucg et pep sont respectivement les coefficients d’atténuation d’intensité pour une

lumiére polarisée circulaire gauche et circulaire droite, avec pucg > ucp et L, I'épaisseur
) )

du milieu. En posant la diatténuation circulaire comme C'D = D— L, sa matrice
p He kea) L,

de Jones Jop s’écrit alors dans la base des états circulaires :

(1.2.28)

De la méme maniére, pour un diatténuateur linéaire, nous avons P, = e #rul/2 et
Py = e HevL/2 oy iy et ppg sont respectivement les coefficients d’atténuation d’intensité
pour une lumiere polarisée linéaire verticale et linéaire horizontale, avec pupy > ppy et L,
I'épaisseur du milieu. En posant la diatténuation linéaire comme LD = (upy — pry) L,

sa matrice de Jones Jpp, dans la base des états propres s’écrit alors :

Jep =/ PP

Dans la base (x,y), ou les axes propres du diatténuateur linéaire sont orientés d’un

(1.2.29)

oLD/4 0 ]

o—LD/4

angle «, appelé azimut, la matrice de Jones s’écrit :

eLD/4 0
JLD,a X Jrot(_a)' 0 67LD/4 'Jrot(@)

elP/t cos? a + e~ LP/4sin? o jsinh(LD/4) sin(2a)

1.2.30
jsinh(LD/4)sin(2a)sin?a e/ cos? a + e P/* sin? o ( )

JLD,a X [
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avec la matrice de rotation J,.. () :

—sina  cos«

I = [ COS & sina] (1.2.31)

Polariseur linéaire parfait

Lorsque les états propres sont linéaires et que P, = 0 (soit T},;, = 0), nous parlons
alors de polariseur linéaire parfait. Dans le cas du polariseur linéaire parfait, dont ’axe est
orienté d’un angle o avec I’axe horizontal, tel que représenté figure 1.2.6, celui-ci transmet

sans atténuation la composante de 'onde incidente parallele a sa direction de polarisation

et bloque totalement la composante orthogonale.

y

X

Polariseur linéaire

Lumiére
non-polarisée

— AXe principal

Lumiére polarisée
linéairement

FI1GURE 1.2.6 — Action d’un polariseur linéaire parfait, orienté d’un angle a, sur une onde
non-polarisée

Sa matrice de Jones Jyqfaie 8'écrit alors dans la base (z,y) :

P 0

Jparfait(a) - Jrot(_a)~ 0 0

ot (@)

Jparfait(a) = Pl 9 (1232)

COS (v Sin « sin® «

cos’a  cosasin a]
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Polariseur linéaire partiel

Dans le cas du polariseur linéaire non-parfait (partiel), c’est a dire P, # 0 (et donc
Trin # 0), dont I'axe est aligné avec I'axe horizontal (o = 0), la matrice de Jones Jpartic

peut s’écrire dans la base des états propres :

P 0
Jm" iel — 1.2.33
partiel 0 P ( )
Notons Ty, = PE+ P} et rééerivons la matrice 1.2.33, telle que :
P,/ (P?+ P2)'? 0
Jpa'rtiel = Tpol 9 N1 /2
i 0 Py/(Pf + P§)Y
[1/(1+ (Po/Py)?) 0
Spartiet = \/Tpol /t o P)7) 2\1/2 (1.2.34)
I 0 1/(1+ (P1/P)?)

En posant €2 = 1/7.,;, avec le taux d’extinction 7., ceci donne alors :

[+ e 0
Jpartiel = Tpol 0 (1 n 1/62)71/2 (I235)

En faisant un développement de Taylor a 'ordre 2, les éléments de la matrice Jpy

peuvent étre approximés par :

(1+eH 2 x1-€2
(1+1/) 2 ~e (1.2.36)

Ainsi la matrice de Jones d'un polariseur linéaire non-parfait Jy,qte; peut se mettre

sous la forme :

partiel pol
0 € 2

L=&/2 0] (1.2.37)
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1.2.4.2 Retardateur
Définition

Un retardateur (ou déphaseur, ou biréfringent) est un élément optique comportant une
une anisotropie de phase. Une des composantes du champ électrique subit un retard de
phase par rapport a l'autre composante orthogonale. Nous avons alors une modification
de I'état de polarisation incident mais 'intensité transmise reste constante.

Sa matrice Jones Jg prend la forme, dans la base des états linéaires ou des états

circulaires, selon qu’il s’agisse de retardance linéaire ou circulaire :

—jo1
Jr=|" . 6_3@ (1.2.38)
avec ¢ et ¢9, les déphasages associés aux états propres orthogonaux de 1’élément
retardateur.
Aussi, nous pouvons caractériser un retardateur par sa retardance (ou retard, ou dé-
phasage), définie pour un milieu biréfringent * comme :
2me
R =|p1 — ¢o| = )\—An (1.2.39)
0
avec 0 < R < 180°. An et e sont respectivement la biréfringence du milieu traversé a
la longueur d’onde A\ et son épaisseur. Nous désignons (Ane), le retard optique.
Pour un retardateur linéaire, nous avons LR = |¢1 — ¢o|, avec ¢ et ¢, les déphasages
associés a une lumiere polarisée linéaire verticale et linéaire horizontale. Nous pouvons

alors écrire sa matrice de Jones Jr g, dans la base des états linéaires (|H), |V)) :

ejLR/Z 0
JLR,O( = Jrot(—O[). 0 e_jLR/2 -Jrot(Oé)
; B eILR/2 cog? o + eI LR/2 gin? o jsin(LR/2)sin(2a) (1.2.40)
Fbe = —jsin(LR/2) sin(2a) eIR2gin? o + e 7ILR/2 cos? o o

4. Par abus de langage, il arrive d’employer indifféremment les termes de retardance et de biréfringence.
En toute rigueur, la biréfringence est une propriété physique du matériau (il posséde deux indices de
réfraction différents) alors que la retardance est effet induit sur le champ électrique ainsi que la grandeur
physique que nous mesurons. Cependant la retardance peut étre provoquée par d’autres effets physiques,
notamment par réflexion (équations de Fresnel).
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avec «, l'azimut, c’est a dire 'orientation, des axes neutres du retardateur linéaire par

rapport au repere (|H), |V)).

Lame quart d’onde

Une lame de phase (ou lame a retard) peut étre une lame a faces paralleles taillées de
facon adéquate dans un matériau biréfringent ou les rayons dits ordinaire et extraordinaire
sont colinéaires et de telle sorte que la vitesse de propagation de la lumiere soit différente
selon la polarisation. Elles sont généralement caractérisées par leurs axes rapide et lent

(lignes neutres).

Dans le cas particulier de la lame dite quart d’onde (nous noterons dans la suite de
ce manuscrit A/4), le retard optique généré par sa traversée est égale & Ane = \/4. La

retardance est alors de 90°.

Dans le cas ou I'axe rapide de cette lame quart d’onde est orientée a 45° par rapport a
I’axe horizontal et que I’état de polarisation incident est linéaire et a I'horizontale, 1’état

de polarisation en sortie de cette lame est circulaire (figure 1.2.7).

E X

Lame quart-d'onde

Lumiere polarisée
horizontalement

-3 Axe rapide

Lumiére polarisée
circulairement

F1GURE 1.2.7 — Action d’une lame quart d’onde, orienté a 45°, sur une onde polarisée
linéairement
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Rotateur

Dans le cas d’un retardateur circulaire, nous parlons de rotateur. Cet élément présente
un pouvoir rotatoire 6 (ou activité optique), relié a la retardance circulaire par la relation :
CR = ¢1— ¢y = 20, avec ¢ et ¢, les déphasages associés a une lumiere polarisée circulaire
gauche et circulaire droite.

Sa matrice de Jones J,.,; s’écrit :

Jrot(0) = Py (1.2.41)

cosf sin 9]

—sinf cos@

Comme son nom l'indique, le rotateur fait tourner 1’état de polarisation d’un angle
(figure 1.2.8)

Lumiére polarisée
horizontalement J//

Lumiére polarisée
linéairement

FIGURE 1.2.8 — Action d’un d’un élément rotateur, sur une onde incidente polarisée
horizontalement

I[.2.4.3 Dépolariseur

Les différents éléments optiques simples que nous avons présentés précédemment (diat-
ténuateur, retardateur, rotateur) ont une action déterministe et sont donc représentables

par une matrice de Jones.
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Quand le milieu n’a pas d’action déterministe, il présente de la dépolarisation, qui peut
étre définie comme la transformation d’une lumiere polarisée en lumiere non-polarisée
(figure 1.2.9). Pour représenter ces milieux, le formalisme de la matrice de Mueller est le

plus adapté.

A Element dépolarisant

Lumiére polarisée /
linéairement >

Lumiére non-polarisée

F1GURE 1.2.9 — Action d’un élément dépolarisant, sur une onde incidente polarisée linéai-
rement

Pour qu'un milieu occasionne de la dépolarisation, il faut par exemple :
— que la lumiere subisse des phénomeénes de diffusion
— que le milieu fluctue pendant le temps d’intégration du détecteur

— que le milieu ne soit pas homogene spatialement sur la surface du détecteur

Conclusion

Nous disposons a présent de tous les formalismes nécessaires pour traiter des états de
polarisation et de leurs modifications par un milieu anisotrope.

De nombreuses techniques ont été développées pour mesurer le vecteur de Stokes
d’une lumieére incidente ou la matrice de Jones/Mueller d’un échantillon (entiérement
ou partiellement). Le chapitre suivant de ce manuscrit présentera quelques unes de ces

différentes techniques.
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CHAPITRE 1.3

TECHNIQUES DE MESURE DES
ANISOTROPIES OPTIQUES

Apres avoir présenté I'intérét de la mesure polarimétrique pour différentes applications
en biologie et en médecine dans le chapitre 1.1, nous avons introduit les formalismes
nécessaires pour traiter de la polarisation et des anisotropies optiques dans le chapitre 1.2.

L’objectif des travaux présentés dans ce manuscrit est de réaliser avec un microscope
a balayage laser une mesure polarimétrique ultrasensible, en transmission et en temps
réel, afin de pouvoir révéler sans marquage des structures d’intérét biomédical dans des
milieux d’étude fins tels que des coupes histologiques ou des cultures cellulaires.

Pour ce faire, nous allons tout d’abord présenter dans ce chapitre le principe général
de la mesure polarimétrique. Puis nous aborderons la question de la sensibilité, de la
résolution et de la précision de la mesure ainsi que du choix du type de mesure a faire
en fonction des milieux a étudier, en expliquant notamment le principe de la mesure sur
fond noir. Nous introduirons ensuite les différentes techniques existantes pour générer
et analyser des états de polarisation et enfin nous nous focaliserons sur les techniques

permettant de réaliser une mesure sur fond noir, intégrable dans un dispositif imageur.

I[.3.1 Philosophie des mesures polarimétriques

I.3.1.1 Principe général

Les techniques de mesure polarimétrique peuvent étre regroupées en deux grandes
familles : celles qui mesurent la polarisation d’une onde, avec par exemple la polarimétrie
de Stokes, appliquée notamment dans le domaine de la télédétection et celles qui mesurent
la réponse polarimétrique d’un milieu en I’éclairant avec des états connus et en analysant
leurs modifications.

Les dispositifs de mesure dédiés a la caractérisation de la réponse polarimétrique des
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Milieu d'étude

FIGURE 1.3.1 — Schéma de principe d’une mesure de la réponse polarimétrique d’un
milieu, en transmission

milieux sont tous basés sur I'architecture présentée sur la figure 1.3.1.

Celui-ci comprend une source lumineuse ainsi qu'un générateur d’états de polarisation,
noté PSG (Polarization State Generator), qui permet de générer des états de polarisation
spécifiques afin de sonder le milieu d’étude. Apres interaction avec le milieu, les états de
polarisation modifiés sont analysés par un analyseur d’états de polarisation, noté PSA

(Polarization State Analyzer). L’intensité lumineuse est enfin mesurée par un détecteur.

I[.3.1.2 Criteres pour qualifier un dispositif de mesure polarimé-

trique

Comme tout dispositif de mesure, un dispositif de mesure polarimétrique, mesurant
une anisotropie optique notée A, est caractérisé par :
— sa sensibilité, soit la variation du signal mesuré I4 en fonction de la variation de
P’anisotropie A
— sa résolution, soit la plus petite variation mesurable de ’anisotropie
— sa précision, soit I’écart entre la valeur mesurée et la valeur vraie de ’anisotropie
— sa rapidité, soit la durée nécessaire pour réaliser une mesure.
Par ailleurs, il convient d’ajouter également un critere d’exhaustivité selon la quantité
d’informations extraites lors de la mesure. En effet, il est possible de réaliser une mesure :
— d’une seule information polarimétrique, par exemple I'amplitude de la diatténua-
tion circulaire ou de la retardance circulaire
— de deux informations polarimétriques, par exemple I'amplitude et 'azimut de la
diatténuation linéaire ou de la retardance linéaire
— de Jones, ou est mesurée la matrice de Jones 2 X 2, contenant les informations

polarimétriques de la retardance et de la diatténuation.
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— de Mueller, ou I'’ensemble des coefficients de la matrice de Mueller est mesuré, soit
une matrice 4 X 4 contenant 1’ensemble des informations polarimétriques (retar-

dance, diatténuation et dépolarisation) du milieu d’étude.

Les techniques de Mueller ont I'intérét de fournir la réponse polarimétrique exhaustive
du milieu d’étude [48, 115]. Ces techniques sont donc particulierement utiles pour étudier
des milieux complexes, épais, ou plusieurs anisotropies (biréfringence et dichroisme ainsi
que la dépolarisation) sont présentes ensemble. Toutefois elles nécessitent la génération et

I’analyse d’au moins 16 états de polarisation différents.

Pour utiliser les techniques qui ne sont pas des techniques de Mueller, nous devons faire
I’hypothese que seuls certains effets polarimétriques sont présents dans le milieu d’étude.
Elles ont néanmoins l'intérét de pouvoir simplifier la génération et I’analyse des états de

polarisation ainsi que l'extraction des informations polarimétriques [116-118].

Par ailleurs, parmi les techniques mesurant de maniere ciblée une ou deux informations
polarimétriques, soit la mesure de la diatténuation ou de la retardance, circulaire ou
linéaire, il existe les techniques dites de mesure sur fond noir, qui comme nous le verrons

ont ’avantage d’étre les plus sensibles.

Enfin, puisque dans le cadre de ce manuscrit, nous souhaitons implémenter un disposi-
tif de mesure polarimétrique dans un microscope a balayage laser, le critére de rapidité est
essentiel. En effet, le temps de résidence (pizel-dwell time) typique est de quelques ps par
pixel pour un microscope a balayage laser. Il est donc nécessaire de pouvoir réaliser une
mesure a une cadence au moins de 'ordre de 100 kH z, pour pouvoir faire de I'imagerie

proche du temps réel.

Nous allons a présent aborder la question de la sensibilité, de la résolution et de la

précision de la mesure, en introduisant le principe de la mesure sur fond noir.

1.3.2 Sensibilité, résolution et précision des techniques

de mesure polarimétrique

1.3.2.1 Définitions

Notons 14 le signal mesuré par le détecteur en fonction d’une anisotropie A. La sensi-

bilité de la mesure S, est définie comme la variation dl4 du signal I4 en fonction d’une
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variation dA de I'anisotropie A suivant :

dl 4
Sqp=— 1.3.1
a= (13.1)
La résolution de la mesure AA est alors :
AT
AA=—"A (1.3.2)
Sa

ou Al est la plus petite variation I, mesurable par le détecteur.
La précision de la mesure se définit comme 1’écart entre la valeur mesurée A,,.s et la

valeur vraie de ’anisotropie A :
0A = |Apes — 4| (1.3.3)

1.3.2.2 Sensibilité et résolution

Mesure sur fond clair

La mesure complete de la matrice de Mueller nécessite de générer et d’analyser des
états de polarisation qui soient suffisamment différents les uns des autres, c’est-a-dire
répartis sur toute la sphere de Poincaré, afin d’obtenir toute la réponse polarimétrique
du milieu [30]. Il en résulte qu'il y a toujours parmi les états de polarisation générés au
moins un qui sera aligné avec ’analyseur. Or dans ce cas, la puissance optique au niveau
du détecteur est la méme que celle au niveau du milieu d’étude. Nous parlons alors de
mesure sur fond clair.

En outre de nombreuses techniques de mesure polarimétrique qui ne sont pas completes
sont également sur fond clair.

Nous détectons dans le cas d’'une mesure sur fond clair un signal de la forme :

]A X I(]A‘FI() (134)

avec Iy, la puissance optique au niveau du milieu d’étude.
Si le milieu n’est pas anisotrope, 'intensité au niveau du détecteur est I et il ne doit
pas dépasser le seuil de saturation du détecteur I,,;.

La sensibilité S est donc égale au mieux a :
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Ce qui donne pour la résolution AA :

Aly
Isat

Ici, le niveau de puissance saturant le détecteur I, est le facteur limitant ultimement

AA x

(1.3.6)

la résolution de la mesure.

Mesure sur fond noir

La mesure sur fond noir quant a elle, utilise pour sonder le milieu uniquement un état
de polarisation orthogonal a celui de I'analyseur. Ici la puissance au niveau du détecteur
est nulle en 'absence d’anisotropie optique, d’ou le terme de fond noir. Nous détectons

alors, pour une faible anisotropie, un signal de la forme :

Iq o Iy A (1.3.7)

Ce faisant, il est possible de travailler avec une puissance incidente I, beaucoup plus
forte et ainsi d’améliorer grandement la sensibilité S 4, qui s’écrit alors :

Sy = cfﬁ x 21 A (1.3.8)

Toutefois le signal mesuré I, a une dépendance quadratique par rapport a ’anisotropie
A. Ceci est problématique pour la mesure de faibles anisotropies, car lorsque la valeur de
I’anisotropie tend vers 0, la sensibilité S, tend également vers 0 et donc la résolution AA
vers +00.

Par ailleurs une telle approche n’utilisant qu'un seul état de polarisation pour son-
der le milieu d’étude ne permet d’obtenir qu’une seule information polarimétrique. C’est
typiquement ce qui utilisé pour la mesure du pouvoir rotatoire (recherche d’une extinc-
tion) ou avec la microscopie en lumiére polarisée classique (les structures biréfringentes

apparaissent en clair sur fond noir).

Mesure sur quasi-fond noir

D’autres méthodes proches du fond noir ont alors été développées, dans le but d’obtenir
une réponse linéaire du signal par rapport a I’anisotropie. Par simplicité, elles sont souvent
également désignée comme mesure sur fond noir et nous utiliserons cette formulation dans

la suite de ce manuscrit, sauf mention contraire.
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Dans ces méthodes, des états de polarisation proches de I'état de polarisation ortho-
gonal a celui de I'analyseur sont utilisés pour sonder le milieu d’étude. Nous avons alors

un signal de la forme :

Iaoc Iy BA+ %1 (1.3.9)

avec 3, un angle de biais, qui peut avoir différentes implémentations expérimentales.

Si le milieu n’est pas anisotrope 'intensité au niveau du détecteur est égale 521y, qui
peut étre beaucoup plus faible que celle au niveau du milieu Iy, en choisissant en angle
de biais 3 faible.

La sensibilité S, s’écrit alors :

Sa= CZQ x Iy (1.3.10)

Ici la sensibilité ne dépendant plus de A, nous avons linéarisé la mesure. Nous avons
Lot = I 32, avec Byqt, I'angle de biais maximum avant la saturation détecteur. La réso-
lution s’écrit donc :

Aly Aly

= Bsat

AA x —
IOB ]sat

(1.3.11)

Si nous comparons avec une mesure sur fond clair, la résolution est modifiée par le

facteur (.. Ainsi nous pouvons gagner en résolution en ayant (3., tout petit.

1.3.2.3 Précision

Déterminer la précision d’un dispositif de mesure nécessite de bien connaitre ses erreurs

systématiques ainsi que la réponse polarimétrique du milieu (modele simplifié ou non).

Mesure Mueller (compléte)

Dans le cas d'une mesure complete, puisque I’ensemble de la réponse polarimétrique du
milieu d’étude est mesuré, il n’y a pas a faire d’hypotheses sur sa réponse polarimétrique,
par exemple négliger la dépolarisation ou ne considérer qu’'une anisotropie circulaire.

De plus il est possible d’évaluer de maniere complete les erreurs associées au PSG et
au PSA grace a quelques étalons de référence et donc de les corriger de maniere a garantir

une bonne précision.
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En effet, de nombreux travaux ont été menés sur le développement de méthodes de cali-
bration [119-126] ainsi que sur I'optimisation du PSG et PSA afin de limiter I'influence des
erreurs systématiques [127-130], basée par exemple sur le critere EWV (Equally Weighted
Variance) [131, 132] ou le conditionnement [127, 133, 134].

Mesure non complete

Dans le cas d’'une mesure non complete, il est nécessaire d’avoir un modele simplifié
du milieu d’étude. Si le milieu d’étude sort du modele, la mesure peut étre altérée.

Les erreurs systématiques du dispositif peuvent également altérer la précision de la
mesure. L'utilisation d’un étalon de référence ou une mesure a vide (sans milieu d’étude)
peut néanmoins permettre de corriger en partie le biais de la mesure associé au dispositif.

Enfin dans le cas des mesures sur fond noir se pose la question de la précision de
I’étalon de référence. En effet, celle-ci doit étre idéalement de l'ordre de grandeur de la
résolution du dispositif. Or pour les techniques sur fond noir dont la résolution est tres

bonne, cela peut s’avérer difficile.

1.3.2.4 Choix entre mesure compléete et mesure sur fond noir

Avec une configuration sur fond noir, les états de polarisation utilisés pour sonder le
milieu d’étude ne permettent pas de retrouver I’ensemble des coefficients de la matrice de
Mueller et d’avoir ainsi la réponse exhaustive du milieu d’étude.

Pour illustrer ce propos, nous représentons a titre d’exemple sur la sphere de Poincaré
(figure 1.3.2) les états de polarisation générés par le PSG du montage de mesure Mueller-
complete développé par A. Le Gratiet lors de sa these [30] ainsi que les états de polarisation
généré par le PSG du montage de mesure sur fond noir de la retardance linéaire développé
dans ce manuscrit (chapitre I1.3).

Il y a donc un choix a faire qui dépend de la nature du milieu a étudier. Si le milieu
est épais, complexe et présente de fortes et multiples anisotropies optiques couplées, il
faudra privilégier une mesure complete. En revanche, si le milieu est fin et ne présente
qu'un seul type d’effet de maniere prépondérante, alors une mesure sur fond noir sera la
plus adaptée et permettra d’avoir une meilleure sensibilité de détection.

Notre objectif étant de réaliser une image polarimétrique afin de révéler des structures
faiblement biréfringentes dans des milieux d’étude fins tels que des coupes histologiques

ou des cultures cellulaires, une approche sur fond noir est la plus adaptée. En effet, nous
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Sl'

F1GURE 1.3.2 — Spheres de Poincaré des états de polarisation en sortie du PSG : a gauche,
pour le montage de mesure Mueller-complete [30]; & droite, pour le montage de mesure
sur fond noir de la retardance linéaire (chapitre 11.3)

avons besoin de la meilleure sensibilité possible et puisque nous réalisons une image, ou
le contraste entre les pixels de I'image est plus important que la valeur exacte mesurée en
chaque pixel, la question de la précision est moins cruciale.

Quelle que soit la philosophie de mesure choisie, elles nécessitent toutes de générer et
d’analyser des états de polarisation. Nous allons donc dans la section suivante présenter

les différentes approches possibles pour ce faire.

[.3.3 Génération et analyse des états de polarisation

Outre la technique classique de mesure entre deux polariseurs croisés, qui correspond
a l'utilisation d’un état de polarisation fixe en PSG et d’un état de polarisation fixe
orthogonal en PSA, il existe plusieurs facon de générer et d’analyser les différents états
de polarisation nécessaires pour sonder le milieu d’étude. Ceux-ci peuvent se regrouper en
différentes familles : spatial, temporel, spectral, selon I’espace dans lequel la modulation ou
la séparation des différents états de polarisation est effectuée. Certains dispositifs basés sur
I'interférométrie et faisant généralement intervenir plusieurs voies, permettent également

de réaliser des mesures polarimétriques.
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1.3.3.1 Domaine temporel

La facon la plus répandue de générer et d’analyser des états de polarisation est de
procéder de maniere séquentielle. Ces techniques ont connu un essor important a partir
des années 1950.

Le critere essentiel pour ce type d’approche est la fréquence de modulation des états
de polarisation car c’est elle qui détermine la rapidité de la mesure.

Plusieurs approches existent, utilisant par exemple :

— la rotation mécanique d’éléments optiques, tels qu'un analyseur tournant [135], des
lames de phase tournantes [136, 137] ou encore des miroirs anisotropes [138]. Ici la
fréquence de modulation est généralement limitée a quelques Hz

— des modulateurs de Faraday [51, 139-146]. Il s’agit de l'une des méthodes les plus
courantes, notamment pour la mesure du pouvoir rotatoire. La fréquence de mo-
dulation peut ici atteindre quelques kH z. Toutefois pour atteindre ces hautes fré-
quences, il est nécessaire d’augmenter fortement le courant alimentant le solénoide,
ceci au prix d’'un important échauffement par effet Joule.

— des modulateurs photoélastiques (Photo-Elastic Modulator, PEM) [147, 148]. La
fréquence de modulation maximale est ici de 'ordre quelques dizaines de kH z mais
les PEM requiérent une régulation précise en température.

— des cellules de Pockels [149, 150]. Les fréquences de modulation peuvent atteindre
plusieurs dizaines de MHz mais la réponse des cellules de Pockels est tres sensible a
la température et elles nécessitent des tensions de commande tres élevées (jusqu’a
plusieurs kV).

— des cristaux liquides [151-160]. Les dispositifs d’imagerie polarimétrique les plus
courants reposent sur cette technologie car elle présente de nombreux avantages,
notamment un faible cofit et I'utilisation de faibles tensions de commande (quelques
volts). Il existe principalement deux technologies de cristaux liquides : les cristaux
ferroélectriques, qui agissent comme des lames a retard avec un retard optique fixe
mais dont 'orientation des lignes neutres est modulable a une fréquence pouvant
aller jusqu’a quelques dizaines de kHz. [159, 161, 162], et les cristaux nématiques,
qui agissent comme des lames a retard dont 'orientation des lignes neutres est fixe
mais dont le retard optique est modulable a une fréquence de 'ordre de quelques
dizaines de Hz. Ces derniers sont les plus utilisés [151-158, 160, 163].

Bien qu’elles aient fait leurs preuves pour l'imagerie plein champ, les méthodes de

génération et d’analyse d’états de polarisation reposant sur une modulation temporelle
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sont trop lentes (cristaux liquides, éléments optiques rotatifs) pour étre employées dans
un microscope a balayage ou présentent une mise en ceuvre complexe (cellules de Pockels,

modulateur de Faraday, etc.)

1.3.3.2 Domaine spatial

L’idée sous-jacente a l'exploitation du domaine spatial en polarimétrie est de parallé-
liser au maximum la génération et ’analyse des états de polarisation afin de réduire le

temps de mesure. Pour ce faire, il a été développé différentes approches, telles que :

— la division d’amplitude (division of amplitude, DoA ou DoAM), qui utilisent plu-
sieurs détecteurs ainsi que des cubes séparateurs pour paralléliser la génération
et/ou 'analyse des états de polarisation [164-166]. De tels systémes sont encom-
brants et nécessitent plusieurs détecteurs. La DoA a d’abord été développée en
polarimétrie de Stokes. Un microscope a balayage utilisant un PEM pour la géné-
ration des états de polarisation avec la DoA pour leur analyse a été proposé [167].
Avec un tel systeme se pose toutefois la question de 'alignement et de la synchro-
nisation des quatre détecteurs utilisés. Lorsque plusieurs caméras sont utilisées
comme détecteur [50] se pose aussi la question du recalage des images obtenues.

— la division de louverture (division of aperture, DoAP), qui utilisent un systéme
imageur permettant d’obtenir sur un méme détecteur plusieurs images correspon-
dant a différents états de polarisation [168], ceci au prix d’une perte de résolution
spatiale et/ou de champ de vue.

— la division du plan focal (division of focal plane, DoF ou DoFP), qui place au
niveau d’une caméra des microgrilles de polariseurs créant des super-pixels. Ceux-
ci permettent 'analyse simultanée de plusieurs états de polarisation, la encore au
prix d'une perte de résolution spatiale [118, 169, 170].

— la division du front d’onde (division of Wavefront, DoWF), qui produit au sein
d’un méme faisceau une diversité d’états de polarisation, par exemple en utilisant
des lentilles GRIN [171, 172].

De maniere générale 1'utilisation du domaine spatial implique des systemes encom-
brants et complexes avec plusieurs détecteurs ou engendre une perte de résolution spa-

tiale.
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1.3.3.3 Interférométrie

Depuis les années 1990, de nouvelles méthodes de mesure basées sur des dispositifs
interférométriques ont vu le jour. Il s’agit ici de faire interférer un champ référence avec
le champ mesure afin de faire apparaitre un signal, portant I'information de ’anisotropie,
linéarisé et amplifié. Le champ de référence peut-étre modulé en amplitude ou phase pour
une détection homodyne ou décalé en fréquence optique pour une détection hétérodyne.

Ceci a été décliné en différentes architectures, par exemple des interférometres de
Sagnac [173-176], de Mach-Zender [177-181] ou encore de Fabry-Pérot [182-185]. Ces ap-
proches permettent d’atteindre des valeurs remarquables en terme de résolution mais sont
difficilement intégrables dans un dispositif imageur.

Plus récemment une configuration d’interférométrie dite & chemin commun (Common
Path Interferometry, CPI) a été proposée. Il s’agit de faire se propager selon le méme
chemin optique deux champs dont les états de polarisation sont orthogonaux, décalés en
phase [186] ou en fréquence optique [68]. L’interaction de ces champs avec le milieu d’étude
produit un signal, portant I'information de ’anisotropie, linéarisé et amplifié. L’intérét de

cette configuration est d’étre compatible avec la microscopie a balayage.

I.3.3.4 Domaine spectral

En 1999, K. Oka et T. Kato [187] ainsi que P. L. Kebabian et al. [188, 189] ont introduit
le principe du codage spectral de la polarisation pour la polarimétrie de Stokes.

Ce principe consiste a associer a chaque longueur d’onde un état de polarisation par-
ticulier en utilisant une combinaison de lames de phase d’ordre élevé dont les épaisseurs
et les orientations sont judicieusement choisies.

Ces polarimetres de Stokes instantanés sont ainsi capables de mesurer les quatre pa-
rametres de Stokes d’une lumiere incidente & partir d'un seul spectre cannelé ().

Ce principe peut étre vu comme une variante de l'interférométrie a chemin commun,
ou le déphasage entre les deux champs orthogonaux est piloté par la longueur d’onde
(interférométrie spectrale).

Un des avantages de ce principe est qu'il ne nécessite aucun élément actif (les lames
de phase sont fixes), contrairement a la modulation temporelle. Il est alors possible d’at-
teindre des temps d’acquisition beaucoup plus faibles, de l'ordre de quelques ps. Par
ailleurs, il est plus aisé de garantir 'homogénéité de la réponse polarimétrique de lames

de phase (cristal) que d’'un composant actif. La limite de ce principe est que la réponse
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polarimétrique du milieu d’étude doit étre faiblement dépendante de la longueur d’onde

dans la plage spectrale d’analyse considérée.

En 2007, N. A. Hagen et al. [190] et M. Dubreuil et al. [191] ont proposé parallelement
I'idée d’un polarimetre de Mueller instantané par codage spectral. La démonstration ex-
périmentale de ce polarimetre a été réalisée par M. Dubreuil lors de ses travaux de these
au sein du laboratoire OPTIMAG (anciennement LSOL), avec comme source une diode

superluminescente et comme détecteur un spectrometre [132].

Cette approche est compatible avec la microscopie a balayage laser, méme si 1'utili-
sation d’un spectrometre comme détecteur impose une configuration en réflexion du fait
des contraintes d’alignement. En 2015, C. Li et Y. Zhu en ont fait la démonstration pour
une mesure sur fond clair de la retardance linéaire et de son azimut [192], en utilisant un

spectrometre rapide.

Lors d'une these précédemment préparée au sein du laboratoire OPTIMAG, A. Le
Gratiet a développé un microscope a balayage, utilisant le codage spectral pour réaliser
la mesure complete de la matrice de Mueller [30, 48, 193]. Par rapport aux précédents
travaux réalisés au sein du laboratoire par M. Dubreuil, la configuration développée par
A. Le Gratiet comporte deux différences essentielles. En effet, la source utilisée n’est plus
une source large bande (diode superluminescente) mais une source a balayage en fréquence
optique (dite swept-source), dont la cadence de balayage est de 100 kHz, soit un temps de
mesure de 10 us, compatible avec la microscopie a balayage laser. Ceci permet notamment
de remplacer le spectromeétre par un détecteur monocanal (photodiode) dont la surface
est compatible (suffisamment grande) avec une configuration de microscopie a balayage

laser en transmission.

Par nature, une mesure compléte ne peut pas étre réalisée sur fond noir et la plupart
des dispositifs cités ici ne le sont pas. Puisque nous souhaitons réaliser une mesure ultra-
sensible, nous allons a présent nous focaliser sur les dispositifs existants permettant de

réaliser une mesure polarimétrique sur fond noir.
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1 ! 2
source .

F1GURE 1.3.3 — Schéma de la mesure avec polariseurs croisés

1.3.4 Exemples de dispositifs de mesures sur fond

noir

1.3.4.1 Montage classique entre polariseurs croisés
Mesure sur fond noir

La maniere la plus simple de réaliser la mesure d’une anisotropie optique est de placer
le milieu d’étude entre deux polariseurs linéaires croisés Py et P, (le polariseur de sortie

P, est généralement appelé analyseur), tel que représenté sur la figure 1.3.3.

Le signal I mesuré par le détecteur D est alors proportionnel pour une faible anisotro-
pie A au carré de celle-ci, ainsi qu’a la puissance lumineuse incidente I et la transmission

isotrope du milieu d’étude T4y, soit :

I = Iy X Togmp x A2 (1.3.12)

Nous avons donc une mesure sur fond noir, quadratique. Classiquement pour le pouvoir
rotatoire (A = #), la mesure est réalisée en tournant ’analyseur de maniére a retrouver

I’extinction, I’angle de rotation de ’analyseur étant alors égal au pouvoir rotatoire.

Cette méthode a été utilisée deés le X TX®"¢ siecle en microscopie [194] et est toujours

treés largement utilisée, par exemple en minéralogie [195, 196].
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Chapitre 1.3 — Techniques de mesure des anisotropies optiques

Mesure sur quasi-fond noir

Une maniere de linéariser la mesure consiste a décroiser légerement 1’analyseur d’un

faible angle de biais 5. L’équation 1.3.12 devient alors :

I = Iy X Toamp x (A% +2BA + %) (1.3.13)

Un terme S A linéaire par rapport a l'effet apparait. Toutefois se pose le probleme de
le séparer des autres termes quadratiques, bien qu’il soit possible de négliger A% devant
BA pour une faible anisotropie A. Par ailleurs, la mesure reste dépendante de l'intensité
de la source et de la transmission isotrope du milieu d’étude.

De plus une telle méthode n’utilisant qu'un seul état de polarisation pour sonder le
milieu d’étude ne permet pas d’obtenir plus qu’une seule information polarimétrique,
généralement le pouvoir rotatoire §. Dans le cas d’un milieu d’étude présentant une re-
tardance linéaire LR d’azimut «, la grandeur mesurée est A = LR cosq, sans pouvoir

mesurer indépendamment LR et a.

I.3.4.2 Dispositifs basés sur une modulation temporelle de la

polarisation
Mesure ponctuelle

Une facon de pouvoir séparer les différents termes est de faire osciller 'analyseur de
quelques degrés autour de la position croisée d'un angle de biais S(t) = [osin(27ft), a
la fréquence f ou bien de maniere équivalente, d’utiliser un élément optique actif, par
exemple un modulateur de Faraday [139-146] ou un modulateur électro-optique [147, 150,
197] pour faire osciller de quelques degrés la polarisation de la lumiere incidente autour de
la position croisée, d'un angle 5(t) = [y sin(27 ft), & une fréquence de modulation f. Ceci
a classiquement été appliqué pour la mesure du pouvoir rotatoire 6 (voir figure 1.3.4).

L’équation du signal détecté pour un faible pouvoir rotatoire # prend alors la forme :

I = Iy X Toamp % [B3 sin®(27 ft) + 208, sin(27 ft)] (1.3.14)

En I'absence de milieu avec un pouvoir rotatoire, nous avons un signal présentant une
seule modulation, a la fréquence 2f (correspondant au terme (32 sin?(27 ft)). Lorsqu’un
milieu avec un pouvoir rotatoire est présent, une modulation a la fréquence f apparait dont

I'amplitude est proportionnelle & 6, ainsi qu’un terme continu en 6 que nous négligeons car
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1.5.4. Exemples de dispositifs de mesures sur fond noir

........
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Modulateur A

P1 actif P 2

SOMI”C@

FIGURE 1.3.4 — Schéma de la mesure sur fond noir avec modulateur actif

le pouvoir rotatoire 6 est faible. Nous obtenons ainsi une mesure sur fond noir linéarisée du
pouvoir rotatoire #. En prenant la transformée de Fourier [198] du signal modulé obtenu
puis en faisant le rapport des amplitudes des pics aux fréquences f et 2f, nous pouvons
de plus éliminer la dépendance a Iy et & Tyqpm, [142, 146, 147].

Ces méthodes ont ainsi de trés bonnes résolutions, par exemple, autour de A = 1074°
pour [140, 141, 145] et autour de A§ = 107%° pour [197].

Toutefois, elles sont limitées par la fréquence de modulation des éléments optiques
actifs et d’autre part I'intégration de ces éléments actifs dans des systemes imageurs n’est

pas toujours aisée.

Microscopie plein champ avec modulateurs de Faraday

En 2001 J. Kuhn et al. ont proposé d’intégrer dans un microscope inversé Nikon
Diaphot-TMD deux modulateurs de Faraday pour générer et analyser les états de polari-
sation (cf. figure 1.3.5) afin de mesurer la retardance linéaire [51].

Le microscope est doté d'une source de lumiere blanche et d'une caméra CCD comme
détecteur. L’alimentation de chaque modulateur de Faraday requiert une alimentation
capable de fournir des courants de +20 A, avec une puissance de 400 W. Ces valeurs de
courant alimentant le solénoide des modulateurs étant fortes, ’échauffement par effet
Joule est tres important et nécessite un systeme de refroidissement par eau.

Cela est d’autant plus dommageable que la réponse des modulateurs de Faraday varie
avec la température. Il faut donc la mesurer en continu pour appliquer une correction adé-

quate au courant les alimentant. Enfin il est nécessaire d’attendre 20 min avant d’utiliser
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F1GURE 1.3.5 — Schéma du microscope plein champ a modulateurs de Faraday développé
J. Kuhn et al. [51]
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1.5.4. Exemples de dispositifs de mesures sur fond noir

le microscope, le temps que la température des modulateurs de Faraday se stabilise.

Ceci est une bonne illustration des difficultés expérimentales que peut soulever 'inté-

gration d’éléments optiques actifs dans un microscope.

Microscopie plein champ avec cristaux liquides

La principale avancée en matiére de microscopie polarimétrique utilisant une modula-
tion par éléments optiques actifs a été 'introduction du LC-PolScope, développé a partir
du milieu des années 1990 par R. Oldenbourg et M. Shribak et permettant la mesure de

la retardance linéaire et de son azimut [151-155].

Celui-ci repose sur 'utilisation de retardateurs a cristal liquide agissant comme des
lames de phase de retard variable. Celles-ci sont intégrées dans un microscope plein champ,
doté d’'une caméra CCD (cf. figure 1.3.6).

L’acquisition de cinq images successives, avec pour chacune un état de polarisation
différent piloté par les retardeurs a cristal liquide, permet de réaliser la mesure sur fond
noir [155].

Pour une image de 640 x 480 pixels, la mesure prend environ 0.5 s, avec une résolution
spatiale de 0.2 um et une résolution sur la mesure du retard optique de (Ane),m =

0.02nm, pour une gamme allant de 0 & A\/2 [152].

Ce systéme est aujourd’hui commercialisé par CRi (groupe PerkinElmer), largement
utilisé !, notamment pour des applications en embryologie (version Oosight?), et a fait
I'objet de trés nombreuses publications dans différents domaines, par exemple [17, 59, 61,
81, 82, 199-201].

Toutefois, bien que les performances obtenues par le LC-PolScope soient intéressantes,
I'utilisation de cristaux liquides ne permet pas de réaliser la mesure en moins de quelques
dizaines de ms. Ceci ne permet pas de transposer ce principe sur un microscope a balayage,

ou le temps de résidence (pizel-dwell time) typique est de quelques ps par pixel.

Pour réaliser des mesures polarimétriques avec un microscope a balayage laser, il est
donc nécessaire d’utiliser d’autres approches, permettant de réaliser des mesures en un
temps compatible avec le temps de résidence par pixel typique d’'un microscope a balayage

laser.

1. Des ressources sont disponibles sur le site https://openpolscope.org.
2. https://www.hamiltonthorne.com/index.php/oosight-overview
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raw LC-PolScope images (intensity images)
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F1GURE 1.3.6 — Schéma du LC-PolScope développé par R. Oldenbourg et M. Shribak
[155]
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F1GURE 1.3.7 — Schéma du dispositif sur fond noir développé par Y. Nishiyama et al.
[202], avec LS, source de lumiére ; BM, lame biréfringente ; P1 et P2, polariseur linéaire ;
CS, échantillon chiral ; ND, densité neutre; SP1 et SP2, spectrometre CCD

1.3.4.3 Dispositifs basés sur une modulation spectrale de la po-

larisation
Mesure ponctuelle

En 2020, une configuration sur fond noir par codage spectral pour la mesure du pouvoir
rotatoire a été implémentée par Y. Nishiyama et al. (figure 1.3.7) [202].

Cette configuration utilise comme source lumineuse une lampe a arc au Xénon ou
un laser générant des pulses supercontinuum et comme détecteur deux spectrometres. Ici
I’angle de biais, permettant la linéarisation de la mesure sur fond noir, correspond au
décroisement du polariseur P1 d’un petit angle, noté ¢ sur la figure 1.3.7. La moyenne de
10 spectres, chacun acquis en 100 ms, permet d’obtenir une résolution Af = 10-2°.

Cette approche pourrait étre adaptée a la microscopie a balayage en réflexion, selon
une configuration du genre de celle proposée par C. Li et Y. Zhu pour la mesure sur fond

clair [192], avec un spectrometre rapide (cadence de mesure 78 kHz).

Microscopie plein champ avec lame de quartz

En 2015, M. Shribak a introduit une nouvelle approche de microscopie plein champ
basée sur le codage spectral de la polarisation, qu’il a baptisée Polychromatic polarization
microscope (PPM) et qui a été déclinée en différentes versions (figure 1.3.8) [203, 204].

Ici la source utilisée est une source de lumiere blanche et le détecteur une caméra

87



Chapitre 1.3 — Techniques de mesure des anisotropies optiques
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F1GURE 1.3.8 — Schéma du Polychromatic polarization microscope développé par M. Shri-
bak [204]
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F1GURE 1.3.9 — Couleurs associées a 'azimut de la retardance pour le PPM développé
par M. Shribak [205]

CCD. Le PSG est formé d'un polariseur linéaire et d’une lame quart d’onde achromatique
générant un état de polarisation circulaire droit et d'une lame de quartz épaisse, taillée
de maniere a ce que l'axe optique soit perpendiculaire aux faces de la lame, légérement
inclinée (ce qui correspond a l'angle de biais linéarisant la mesure), qui va permettre de
faire tourner ’état de polarisation en sortie d’un angle de rotation qui va dépendre de la
longueur d’onde. Le PSA est quant a lui constitué d’une lame quart d’onde achromatique
et d’un analyseur linéaire, croisé par rapport au premier polariseur, formant ainsi un
analyseur d’état de polarisation circulaire gauche.

Grace a cette combinaison, les couleurs de I'image au niveau de la caméra sont associées
a l'azimut de la retardance linéaire (telles que sur le schéma 1.3.9) et 'intensité a la
valeur de la retardance linéaire, en supposant toutefois qu’il n’y a pas de variation de la
transmission isotrope du milieu d’étude.

Ceci permet de faire une image en temps réel sur une gamme de retards optiques
(Ane) allant de 1 nm a 300 nm mais cette configuration est surtout congue pour créer un
contraste plutot que de fournir une information quantitative [205]. Une variante permet-
tant de réaliser des mesures quantitatives a été proposée en 2021 par B. Yang et al [200],
mais celle-ci requiert de considérer le milieu d’étude comme achromatique sur une bande

spectrale large de 300 nm.

89



Chapitre 1.3 — Techniques de mesure des anisotropies optiques

Différentes applications ont été étudiées, telles que I’histologie [45, 207] ou la minéra-
logie [205]

Conclusion

Nous constatons qu’il n’existe pas a ’heure actuelle de microscope a balayage laser en
transmission capable de réaliser une mesure sur fond noir de la retardance linéaire et de
son azimut. Les travaux présentés dans ce manuscrit vont chercher a y pourvoir.

Ce nouveau microscope reprendra donc I'approche mise en ceuvre par Aymeric Le
Gratiet lors de sa these pour mesurer la matrice de Mueller [30], a savoir : une source a
balayage en fréquence optique et un détecteur monocanal. Cependant ce nouveau micro-
scope sera basée sur une philosophie de mesure sur fond noir de la retardance linéaire,
ceci afin de pouvoir réaliser I'imagerie de structures tres faiblement biréfringentes dans

les milieux biologiques, en dec¢a de la résolution accessible par la polarimétrie de Mueller.
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Développement sur table optique de
dispositifs de mesure sur fond noir
d’anisotropies optiques par codage

spectral de la polarisation
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PLAN DE LA DEUXIEME PARTIE

Dans la premiere partie de ce manuscrit, nous avons présenté des exemples d’appli-
cations de l'imagerie polarimétique pour la biologie et la médecine. Nous avons ensuite
introduit le formalisme permettant de traiter de la polarisation et des anisotropies op-
tiques. Puis nous avons décrit différentes philosophies permettant de réaliser une mesure
polarimétrique.

Dans cette partie, nous allons décrire le développement de nouveaux dispositifs de me-
sure sur fond noir des anisotropies optiques basés sur le codage spectral de la polarisation,

sur table optique.

Le chapitre II.1 introduira le principe de fonctionnement du codage spectral de la
polarisation. Puis une maniére d’utiliser ce principe pour réaliser une mesure sur fond
noir des anisotropies optiques sera présentée dans le cas général. Un modele du bruit

permettant de caractériser cette mesure en terme de résolution sera ensuite développé.

Le chapitre I1.2 présentera la déclinaison de cette méthode dédiée a la mesure du
pouvoir rotatoire. Nous présenterons la mise en ceuvre et la validation expérimentale du
dispositif de mesure. Nous étudierons ensuite 'impact des erreurs systématiques sur la

mesure. Enfin nous vérifierons le modele de bruit introduit au chapitre précédent.

Le chapitre I1.3 sera dédié au développement de la configuration pour la mesure de la
retardance linéaire et de son azimut, qui sera ultérieurement intégrée dans un microscope
a balayage. Nous porterons une attention particuliere au choix des lames /4, utilisées
dans cette configuration, et a 'impact de leurs défauts sur la mesure. Un modele analy-
tique permettant d’évaluer cet impact sera présenté ainsi que des méthodes permettant
de compenser ces erreurs. Enfin l'efficacité de ces méthodes de correction sera validé ex-

périmentalement.
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CHAPITRE II.1

PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT :
MESURE D’UNE ANISOTROPIE SUR FOND
NOIR PAR CODAGE SPECTRAL DE LA
POLARISATION

Dans le présent chapitre, nous allons introduire le principe du codage spectral de la
polarisation puis son application a la mesure sur fond noir d’'une anisotropie optique.
Un modele du bruit sera également proposé, pour caractériser cette mesure en terme de

résolution.

II.1.1 Principe du codage spectral de la polarisation

Les dispositifs de mesure des anisotropies optiques que nous allons développer reposent
sur le principe du codage spectral de la polarisation. L’idée est de générer différents états
de polarisation, en associant a une longueur d’onde un état de polarisation donné.

Considérons une lame de phase B d’épaisseur e et de biréfringence An. Le retard

associé s’écrit (cf. équation 1.2.39) :

Ap = QIAneV (I1.1.1)
c

avec ¢, la vitesse de la lumiere dans le vide et v, la fréquence optique de la lumiere
incidente.

Nous négligeons dans un premier temps la dispersion chromatique, c’est a dire que nous
considérons ici que la biréfringence An(\) est constante sur la bande spectrale considérée.

Chaque fréquence optique v produisant un déphasage A¢ spécifique, cette lame a la

capacité de modifier différemment les états de polarisation incidents selon la fréquence
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Chapitre 1I.1 — Principe de fonctionnement : mesure d’une anisotropie sur fond noir par
codage spectral de la polarisation

optique.

Soit une source a balayage en fréquence optique, dont la fréquence optique balaie dans
le temps selon la relation v(t) = £ t+1y avec £, la vitesse de balayage en fréquence optique
de la source (Hz.s71), avec t|—Tep/2, Trep/2] €t Trep, la durée du balayage, ainsi qu’avec
v, la fréquence optique centrale du spectre de la source.

Si nous éclairons la lame a l'aide de cette source a balayage en fréquence optique,

I’équation II.1.1 peut se mettre sous la forme :

Ap = QCWAney(t) = 2:Ane(§t + 1p) (IL.1.2)

Cette équation peut se réécrire sous la forme :

A¢ = ¢y + 27 fot (I1.1.3)

en posant ¢g = 2wAne/ Ny, avec \g = ¢/, la longueur d’onde centrale du spectre de la
source, et fo = Ane&/c(Hz), qui correspond a la fréquence fondamentale de modulation
des états de polarisation.

Plus généralement la phase constante ¢y peut également résulter de la position de
la fenétre d’analyse. Par la suite, nous appellerons ¢q la phase-fenétre, qui tient compte
indifféremment de la fenétre d’analyse et de la lame de phase.

Plagons a présent la lame B entre deux polariseurs linéaires P et P, croisés, dont les
axes sont orientés respectivement a la verticale et a I’horizontale (tel que représenté sur
la figure I1.1.1, a.).

L’axe lent de B est orienté d'un angle 3 par rapport a I’axe du polariseur P;. La puis-
sance mesurée dans le temps par le détecteur D est un signal périodique dont ’expression

est :

I(t) = ]02@ sin?(28)(1 — cos(27 fot + ¢o)) (IL.1.4)

Ici le balayage temporel correspond a un balayage en fréquence optique de la source
(figure I1.1.1, b.). Le signal obtenu est un spectre cannelé (figure I1.1.1, c.) dont 'intensité
varie en fonction de la fréquence optique et dont I'amplitude est pilotée par sin?(23).

Ce spectre peut étre interprété en termes d’états de polarisation. Ainsi dans le cas
particulier ou 8 = 45°, nous obtenons le spectre cannelé représenté sur la figure 11.1.2, a
gauche, sur lequel nous avons représenté trois états de polarisation pour trois longueurs

d’onde particulieres.
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F1GURE I1.1.1 — Schéma de principe du codage spectral de la polarisation : a., schéma du
montage avec une source a balayage en fréquence optique, une lame de phase B d’épaisseur
e et orienté d'un angle 3 par rapport a I'axe vertical entre deux polariseurs croisés P; et
Ps ainsi qu'un détecteur D ; b., spectre de la source lumineuse; c., spectre cannelé mesuré
par le détecteur.
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F1GURE I1.1.2 — A gauche, spectre cannelé normalisé de fréquence fy, obtenu avec une
lame de phase d’épaisseur e, orientée a 45° entre deux polariseurs croisés. Trois états
de polarisation sont représentés pour trois longueurs d’onde particulieres; a droite, valeur
absolue de la transformée de Fourier du signal I(t), normalisée par la composante continue.
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Chapitre 1I.1 — Principe de fonctionnement : mesure d’une anisotropie sur fond noir par
codage spectral de la polarisation

En effet, les longueurs d’onde pour lesquelles l'intensité mesurée est nulle corres-
pondent, en sortie de la lame, a un état de polarisation linéaire, dont la direction est
orthogonale a ’axe du polariseur de sortie P,. Au contraire pour les longueurs d’onde ou
I'intensité mesurée est maximale, nous avons en sortie de la lame un état de polarisation
linéaire avec une direction alignée a l’axe du polariseur de sortie P». Entre ces deux lon-
gueurs d’onde particulieres, les états de polarisation a la sortie de la lame sont elliptiques.
Hormis pour la longueur d’onde moyenne des deux précédentes, ou les états de polarisa-
tions sont circulaires. Nous pouvons ainsi générer de multiples états de polarisation, sans
utiliser d’éléments optiques actifs, hormis le balayage en fréquence optique de la source.

La transformée de Fourier du signal I(t) comporte un pic a la fréquence fj tel qu’illustré
par la figure 11.1.2, a droite, ou est tracée |F'T[I(t)]|, la valeur absolue de la transformée
de Fourier du signal. Cette fréquence de modulation des états de polarisation dépend de
la biréfringence An et de I’épaisseur e, selon la relation fy = Ane&/c, avec &, la vitesse
de balayage en fréquence de la source. De ce fait, nous pouvons obtenir le nombre de
cannelures désiré dans la bande spectrale de la source, en choisissant judicieusement le
matériau et 1’épaisseur de la lame de phase.

Par ailleurs il est possible de contrdler via ’angle de biais 5 quels états de polarisation
seront générés par la lame de phase B. Pour illustrer ceci nous représentons sur la sphere
de Poincaré les états de polarisations générés en sortie de la lame pour différentes valeurs
de l'angle de biais § (figure 11.1.3).

Ainsi avec une combinaison spécifique de lames de phase de matériau, d’épaisseur
ainsi que d’orientation bien déterminée, nous pouvons générer les états de polarisation

nécessaires a la mesure d’une anisotropie optique.

II.1.2 Principe de la mesure sur fond noir par codage

spectral de la polarisation

Nous souhaitons mesurer avec la plus grande sensibilité possible une anisotropie op-
tique de phase A dont la matrice de Jones est notée [A]. Cette anisotropie pourra étre
soit circulaire, soit linéaire. En I’absence d’anisotropie, la matrice de Jones [A] sera égale
a la matrice identité.

Le schéma général du dispositif de mesure est représenté sur la figure I11.1.4. Il comporte
deux polariseurs linéaires P; et P,, que nous considérons comme parfaits dans ce chapitre,

dont les axes sont orientés respectivement a la verticale V et a I’horizontale H dans le
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11.1.2. Principe de la mesure sur fond noir par codage spectral de la polarisation

3

F1cURE I1.1.3 — Etats de polarisation apres une lame de retard B orienté a 3 = 3° (noir),
f = 15° (bleu), = 30° (vert) et 5 = 45° (magenta).

repere du laboratoire. Les vecteurs propres associés sont notés |V) et |H). Entre ces
polariseurs sont placées deux lames de phase B; et By d’épaisseurs respectives ae et be
(avec a et b entiers), qui permettent le codage spectral. Nous les désignerons a présent
lames de codage. Nous notons [ I'angle de I'axe lent de la lame B; par rapport a I’axe du
polariseur P;. L’axe lent de la lame Bj est quant a lui aligné sur I’axe du polariseur P;.
Apres les lames de codage est placé le milieu d’étude présentant une anisotropie optique
A.

Dans le cas ou l'anisotropie a mesurer est une biréfringence, la matrice de Jones de

I'anisotropie [A] peut s’écrire dans le repere formé par les vecteurs |H) et |V) :

[A] =

“ al] (IL.1.5)

—Q | * a”*

ou a’ est le complexe conjugué de a .

Nous notons a, = (H|A|V) et ay = (H|A|H), les éléments de la matrice de Jones [A]

mesurables entre deux polariseurs linéaires croisés ou paralleles.

En I'absence d’anisotropie, nous avons ay = 1 et ay = 0. En présence d'une faible

anisotropie, ces relations deviennent a ~ 1 et a; # 0. Mesurer 'anisotropie revient alors
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Chapitre I1.1 — Principe de fonctionnement : mesure d’une anisotropie sur fond noir par
codage spectral de la polarisation

source d
balayage

F1GURE II.1.4 — Schéma général du montage de mesure d’une anisotropie A, avec une
source a balayage en fréquence optique, deux lames de phase, la lame B; d’épaisseur ae,
orientée d’'un angle [ par rapport a 'axe vertical et la lame By d’épaisseur be, alignée a
I’axe vertical, deux polariseurs croisés P; et Py ainsi qu’un détecteur D.

a mesurer la valeur de a
Lorsque la lame Bj est orientée d'un angle de biais 3, le champ incident au niveau de
I'anisotropie [A] peut s’écrire a partir des matrices de Jones des lames B; et By , notés

respectivement Jg, (8) et Jp,(0°) :

(Bine) = J5,(0°). T, (8).]V') (ILL6)

Ceci donne :

2 in2 g eiale(t)

| Bine) = Fo(t) 1 Smc;)s@ (i;;s(t) f;’(wbw(t)) (IL.1.7)
avec Ey(t) = /Iy, 'amplitude du champ incident et A¢(t) = 2ZAnev(t). Nous omet-
trons les dépendances temporelles dans la suite de ce manuscrit afin d’alléger les notations.
Sur la sphere de Poincaré, les états de polarisation correspondants sont localisés autour

de I'état de polarisation linéaire, orienté verticalement (aligné au polariseur d’entrée P).
Ils forment une rosace dont la géométrie dépend des valeurs a et b, tel que représenté sur
la figure I1.1.5. A noter également que la taille de cette rosace est définie par un cone de

révolution dont le sommet est le centre de la sphere et dont I’angle au sommet est égal a
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47.
Les états de polarisation sont ensuite modifiés par le milieu anisotrope A et projetés

sur I’axe horizontal du polariseur P». Le signal détecté va alors prendre la forme :

I(t) = Tyampl|< H|A|Egne >*

1(t) = Taamp Lo |ay (cos® B+ sin® 3 74%) + q i(sin 20 (7029 — Iath)Aey 2 (111.8)

avec Iy, la puissance optique au niveau du milieu d’étude et Tyq,p, sa transmission
isotrope.

Ce signal est un spectre cannelé composé d’une combinaison de modulations portant
chacune une information polarimétrique différente. Nous pouvons le décomposer en série

de Fourier [198] afin de réécrire I’équation 11.1.8 sous la forme :

I(t) = Ipc + F, ™! 4 F, 7200t L B,y e?ma=tot o B ed2mattol 4 e (11.1.9)

avec c.c., le complexe conjugué, F,, F,, F,_y, F,.p, les pics obtenus par transformée
de Fourier du spectre I(t) et Ipc, la composante continue.
En considérant des polariseurs parfaits, les expressions de ces pics et de la composante

continue sont :

1
Ipc = 7 Tsamp Lo(lay|* + 3lar]* + (Jar]* — |ay|*) cos(45))
1 . ja
Fa — —ZTsamp IO(’aHP - ‘al‘Q) Sln2(25)€] %o
1

F, = 1 Tsamp Lo a a’; sin(4ﬁ)ejb¢°

Fa—b = Tsamp IO a Clj_ COS(ﬁ) Sin?’(ﬂ)eﬂ'(a—b)%

Fory = —Teamp Lo aj @’} cos®(B) sin(B)el @)% (I1.1.10)

Nous faisons I'hypothese que les éléments a et a; sont indépendants de la longueur
d’onde sur la bande spectrale d’analyse, car les milieux d’étude avec lesquels nous tra-

vaillerons par la suite sont fins.

A partir de ces pics dans I'espace de Fourier, ’objectif est de réaliser la mesure de I’ani-
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a=2 >3 a=2 >3
b=1 b=1
s, \\X s,
! ‘
S
5,
a=3 >3 a=3 >3
b=1 b=1

S N il

S;

(@)
i
= A

F1GURE II.1.5 — Représentation sur la sphere de Poincaré des états de polarisation en
sortie des lames de codage pour § = 2°, a gauche et = 10° a droite, avec : en haut, a=2,
b=1; au milieu, a=3, b=1; et en bas, a=4, b=1.
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sotropie du milieu d’étude, ce qui revient a mesurer le parametre a, . Afin de comprendre
le fonctionnement du dispositif, nous allons d’abord nous intéresser a une configuration
avec 5 = 0° (configuration croisée) puis a une configuration avec un faible 3, d’abord sans

anisotropie puis avec un milieu d’étude faiblement anisotrope.

I1.1.2.1 Configuration croisée

Dans un premier temps considérons le cas ou les axes lents des lames By et By sont
tous deux alignés sur 'axe du premier polariseur, soit 8 = 0°. Le champ résultant en

sortie des lames dans les directions V et H peut se mettre sous la forme :

|Eine) = Eo|V) (I1.1.11)

avec Ey = /Iy, 'amplitude du champ incident. Dans ce cas le systeme est équivalent
au montage classique avec deux polariseurs croisés.

L’intensité détectée s’éerit :

I(t) = Toamp| (H|P|Eine)|* = Ip X Taamp X |ay|? (I1.1.12)

avec Iy, la puissance optique incidente au niveau du milieu d’étude et T,y,, sa trans-
mission isotrope.

Dans cette configuration, /(t) = 0 en 'absence d’anisotropie. Nous avons donc une
configuration sur fond-noir. Lorsque le milieu d’étude présente une anisotropie A, un signal
proportionnel & Iy, Tyump €t |aL|* apparait.

Cette configuration présente deux défauts majeurs. D’une part sa réponse est qua-
dratique, ce qui est limitant pour la mesure de faibles anisotropies. En effet, lorsque la
valeur de I'anisotropie a,; tend vers 0, la sensibilité S,, = dI/da, = 2 Iy Tsomp |a.| tend
également vers 0. D’autre part, elle est sensible aux fluctuations d’intensité de la source
Iy et de transmission isotrope du milieu d’étude Ti,,. Ceci est particulicrement critique
pour une application en microscopie.

Il convient donc de trouver une configuration qui présente une réponse linéaire et soit
autoréférente, c’est-a-dire que le signal mesuré comporte une composante référence conte-
nant l'information de Iy et de Ts4mp afin de pouvoir normaliser la composante mesure,
contenant la valeur de ’anisotropie, sans avoir a utiliser de référence externe, qui néces-

siterait par exemple 1'utilisation d’une seconde voie et d'un détecteur supplémentaire.
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I1.1.2.2 Configuration pour un faible angle de biais

Lorsque la lame B; est orientée d'un faible angle de biais 3, le champ incident au

niveau du milieu d’étude devient avec I'approximation sin 5 = (3 et cos§ ~ 1 :

1 2 jjalA¢
+he ] (I1.1.13)

|Einc> = Ey [5 (eij¢ — ej(a+b)A¢)

Sans anisotropie
En I’absence d’anisotropie, a; = (H|P|V) = 0 et ay = (H|P|H) = 1. Ceci nous donne
un signal :
I(t) = Toamp Lo | B (7729 — €10TD29)2 (11.1.14)

L’équation I1.1.14 peut étre vue comme l'interférence entre deux champs de phase
respective bA¢ et (a + b)A¢. Le signal résultant de l'interférence donne un pic dans

I'espace de Fourier, a la fréquence afy, dont amplitude est pilotée par 5% et s’exprime :

F, = —Tyamp Lo B2e7% (I1.1.15)

Nous représentons le spectre cannelé résultant sur la figure I1.1.6, en haut, a gauche
et la valeur absolue de sa transformée de Fourier, en haut, a droite, qui présente un pic a

la fréquence afy, d’amplitude F,.

Avec une faible anisotropie

Lorsque le milieu d’étude présente une faible anisotropie, c’est a dire ay ~ 1 et a; # 0,

I’expression du signal devient :

I(t) = Toamp lo |ar + B3 — @022 (IL.1.16)

Nous représentons le spectre cannelé résultant sur la figure 11.1.6, en bas, a gauche et

la valeur absolue de sa transformée de Fourier, en bas, a droite.

Nous avons a présent dans I’espace de Fourier, en plus du pic F,, plusieurs pics résul-

tant de l'interaction de a, avec les deux champs portés par bA¢ et (a+b)Ag, et 'équation
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Sans anisotrope Avec une faible anisotropie
1 1
a; =0 a; #0
0.8 | ap=1 - 0.8 a =1 -
0.6 | 8 0.6 [ .
~ ~
0.4+ A 0.4+ -
0.2 0.2
0 0
t <> v t <> v
1 1
a; =0 a | 7é 0
0.8 a=1 - 0.8 ap~1
= 0.6 1= 0.6 :
E‘ Fa E‘ Fa
~ 04 1= 04 8
0.2 . 0.2 8
Fb Fa+b
0 | 0 | |
afo bfo . afo (a+b)fo
f f

FiGURE II.1.6 — A gauche, en haut, spectre cannelé obtenu en ’absence d’anisotropie,
pour un faible 3 ; en bas, valeur absolue de la transformée de Fourier associée. A droite,
en haut, spectre cannelé obtenu en présence d’'une anisotropie, pour un faible 3 ; en bas,
valeur absolue de la transformée de Fourier associée.
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I1.1.16 peut alors se mettre sous la forme :

I(t)=1Ipc + F, eltrafot o [ ei?mbfot | pr o e?masbfot g e2mlatbifot e (I1.1.17)

avec c.c., le complexe conjugué et avec I’expression des pics, pour une faible anisotropie
A et un faible (5 :

]DC - Tsamp ]0(|aL|2 + 262)
Fa - _Tsamp IO 52€ja¢0
Fb = Tsamp IO &iﬂ 6jb¢0
Fop = Tsamp Iy &1636]'((1717)(;50

Fa+b = _Tsamp [O aj_ﬁ ej(aer)d)O (IIllS)
Ici dans le cas d’un faible 3, le pic F,_, est négligeable du fait de sa dépendance en

.

L’équation I1.1.17 peut se mettre sous la forme :

I(t) = LU (t) + Blolay |V (t) (11.1.19)

avec U(t) = Tyamp(2 — €/°%) + c.c. et V(1) = Toamp (€% — e?@H%0) 4 c.c.

Ceci permet de mettre en évidence deux termes : un terme indépendant de I’anisotropie
du milieu et proportionnel & 321, ainsi qu’un terme dépendant de I’anisotropie du milieu
et proportionnel a Slyla|.

Cette configuration est ainsi similaire aux dispositifs de mesure sur fond noir du pou-
voir rotatoire basée sur un modulateur de Faraday [139-146] ou un modulateur électro-
optique [147, 150, 197] et faisant osciller le champ incident de quelques degrés autour de
la position croisée. La principale différence est que la fréquence de modulation f; est ici
pilotée par la combinaison des lames de codage et du balayage en fréquence optique de
la swept-source, ce qui permet de générer des fréquences de modulation trés importantes
(~ M Hz), comme nous le verrons par la suite.

Il est donc possible de travailler avec une puissance incidente I au niveau du milieu
d’étude beaucoup plus forte que l'intensité saturant le détecteur, de maniere a amplifier le

pic Fy ou F,, tout en ajustant I’angle de biais 8 de maniere a ne pas saturer le détecteur.
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Nous utilisons le pic F,,, comme pic mesure, que nous privilégions par précaution au
pic F, portant la méme information mais étant potentiellement davantage affecté par la
composante continue qui se trouve a proximité, et le pic F, comme pic référence.

A Dinstar de (142, 146, 147], nous pouvons faire le rapport du pic mesure sur le
pic référence, afin de nous affranchir des fluctuations d’intensité de la source I, et de
transmission isotrope du milieu d’étude Tsqpmp-

Ce rapport complexe v se définit comme :

}aer —j2 A g[—Fu)
= ——¢ Ja I I1.1.20
avec Argl[], largument d’'un nombre complexe.

Dans le cas d’une faible anisotropie cela revient a :

. Tsamp Iy B aj_ej(‘a—f—b)(ﬁo J—ibo _ ﬂ
Tsamp IO 62€ja¢0 6

(I1.1.21)

En mesurant les pics F, et F,,; dans ’espace de Fourier, puis en calculant le rapport
7, nous pouvons alors remonter a l’anisotropie A par la relation a = (v, sans étre affecté

par les fluctuations d’intensité de la source I et de transmission isotrope du milieu d’étude

Tsamp .

11.1.2.3 Généralisation

Apres avoir traité le cas d’une faible anisotropie A et d’un faible angle 5 afin d’illustrer
le fonctionnement du dispositif, nous allons décrire le cas général avec A et 3 quelconques.

En reprenant I'expression générale des pics F,, et F, (équations 11.2.2) :

1 . la
F, = —ZTsamp Io(Jay|* — |a|?) sin®(23)e’*%

Fory = —Tsamp Lo q a’ cos® (B) sin(ﬂ)ej(a+b)¢o

Fatry —jb Argl— - .
le rapport complexe v = ~&2 e/ Argl=Fa] " g’écrit donc dans le cas général :
a

CL” aj 1
= 11.1.22
V= P — s tan (11.1.22)

Nous pouvons donc quelles que soient les valeurs de ’anisotropie A et de I'angle de

biais [, mesurer la valeur de ’anisotropie, indépendamment des fluctuations d’intensité
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de la source Iy et de transmission isotrope du milieu d’étude T4y, & partir des pics F,
et F,., dans l'espace de Fourier et du calcul du rapport ~.
Nous expliciterons dans les prochains chapitres les termes a et ay pour des milieux

présentant une anisotropie de phase, circulaire ou linéaire.

11.1.3 Modélisation du bruit

Afin d’estimer la résolution théorique de notre dispositif de mesure d’anisotropie op-
tique, il convient de modéliser le bruit associé a la mesure en prenant en compte les
bruits associés a la source, au détecteur et a la numérisation. Notre dispositif utilisant
le méme type de source, de détecteur et de carte d’acquisition que les techniques de
SS-OCT (Swept-Source Optical Coherence Tomography), nous nous appuyons ici sur les
études détaillées du bruit déja réalisées pour ces techniques [208-210)].

Le photocourant détecté par la photodiode peut s’écrire i(t) = pl(t) avec p la sensibi-
lité de la photodiode (A/W) et I(t), la puissance optique au niveau du détecteur.

Le détecteur délivre un courant i(t) = i5(t) + i,(t), avec is, le courant signal et i,, le
courant de bruit. Ceux-ci sont numérisés et échantillonnés sur un nombre fini de points
Ng, correspondant a un temps d’acquisition du spectre cannelé Ti., et qui est inférieur a
Trep, la durée du balayage en fréquence optique de la swept-source.

Nous notons I,, la puissance de bruit associée a 7,,. Sur une bande-passante de détection
BP (que nous choisissons égale a la moitié de la fréquence d’échantillonnage, telle que
définie par le théoreme de Nyquist, soit : BP = N,/(27T,.,), nous pouvons écrire 1’écart-
type de la puissance de bruit, de la maniere suivante, pour une source monochromatique

de puissance constante dans le temps :

Al = \/ NEP* BP + 2L BP Iy + RIN BP I3, (I1.1.23)
p

avec p la sensibilité de la photodiode et Izys = \/UT> , la racine carrée de la moyenne
quadratique (Root Mean Square) de I(t), la puissance optique au niveau du détecteur et
ou les trois termes de droite correspondent respectivement a : (1) la puissance équivalente
de bruit (Noise Equivalent Power, NEP), comprenant entre autres le bruit thermique
(Johnson) de la photodiode, ainsi que le bruit de grenaille associé au courant d’obscurité
de la photodiode (2) le bruit de grenaille (shot-noise), qui dépend de la charge ¢ et

proportionnel & gy s (3) Uintensité relative de bruit (Relative Intensity Noise, RIN) et
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proportionnelle & I3,,q.

Nous négligeons le bruit de quantification de la carte d’acquisition car la quantification
est réalisée sur un nombre suffisant de bits pour que le bruit associé soit bien plus faible
que le bruit thermique, et le bruit de Flicker (en 1/f), qui peut également étre négligé a
notre cadence de mesure T,,, << 1ms.

L’analyse du signal étant réalisée dans I’espace de Fourier, nous allons écrire également
le bruit dans cet espace. La transformée de Fourier du courant numérisé i(t,,), avec t,, =

M Tyeq/Ns, s'écrit

F(f) = Nil i(ty,) €79 2mtm/Ns (11.1.24)

m=0

La réponse du détecteur dépend de la longueur d’onde. Or le signal est acquis par le
détecteur au cours d’'un balayage en fréquence optique, ce qui correspond a un balayage
en longueur d’onde. La relation entre le photo-courant i(¢) et la puissance optique I(t)
peut alors ne pas étre constante dans le temps. Toutefois pour simplifier, nous considérons

i(t) proportionnel a (), tel que :

i(t) = pess I(t) (I1.1.25)

avec pefs, la sensibilité effective du détecteur sur la bande spectrale balayée par la
swept-source.

En pratique le bruit est impacté par le fenétrage des signaux utilisé pour la transformée
de Fourier et les caractéristiques de la photodiode [211]. Aussi nous avons choisi de décrire

le bruit par I’écart-type de la puissance effective de bruit Al ;s :

A[n,eff = \/nzeceiver BP +2 Mshot BP IRMS + Neacess BP [I%MS (11126)

avec les coefficients nyeceiver (W/H22), Nghot (W/H2) et Negeess (Hz71), associés aux
différentes origines du bruit, incluant les caractéristiques du détecteur.

La composante N,eceiver €St indépendante de la puissance optique incidente. Cette
composante correspond donc principalement au NEP (Noise Fquivalent Power, puissance
équivalente de bruit) de la photodiode.

La composante ng,; est associée a la racine carrée de Igpg. Il s’agit du shot noise
(bruit de grenaille), bruit quantique 1ié a la nature discréte des photons et électrons.

Enfin la composante negeess €st associée a Iryrs. Elle correspond a 1’excess noise de la
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photodiode ainsi qu’au RIN (Relative Intensity Noise, intensité relative du bruit), c’est-
a-dire les fluctuations d’intensité, de la source. Nous faisons ici I'hypotheése que cette

composante est négligeable, soit :

AInveff = \/ngeceiver BP + 2n8h0t BP [RMS (11127)

Nous pouvons remonter aux amplitudes complexes F, et Fj.;, en mesurant dans ’es-
pace de Fourier les valeurs des pics F, et F,.,, aux fréquences afy et (a + b) fo respecti-
vement, par les relations F, = N, pefs Fo et Fa+b = Ns perf Foto.

I est alors possible d’écrire [209] que l’écart-type pour des pics non-corrélés dans

I’espace de Fourier est égal a :

Ajﬁfbyejv]c = Peff N8/2 AIn,eff (11128)

A présent écrivons la résolution théorique du dispositif pour la mesure de a,, pour

un angle [ faible et a; << (. Ainsi le module du rapport des pics aux fréquences af; et

(a + b) fo, non-corrélés, nous donne |y| = |ay|/5. Nous pouvons écrire :
A AF,. AFye
( |CLJ-| 2 _ - ,ff)2_'_( ~7ff)2 <H.1.29)
[ | Fasn] | Fal

Nous négligeons le terme de droite car F, >> Fa+b, car nous avons supposé a; <<

B3. Aussi nous pouvons écrire d’apres les équations I1.1.18 : |Fa+b] = Npesf|Fass| =
Ny et Toamp Lo Blar] et Tras = \/Te + 2| Fal? = V6 Taamp Lo 32. Ce qui conduit 4 :

zeceive'r + 2 \/6 Nshot Tsamp -[0 62
4 Toeg T2, 12 52

samp

Ala, 2 =" (11.1.30)

La résolution Aa, est optimale quand 3 est choisi de maniere a saturer le détecteur,
c’est-a-dire lorsque toute la dynamique du détecteur est exploitée, et nous notons alors
f = Bsat- La valeur maximum du spectre cannelé I, = Ipc + 2|F,| est alors égale a
L4, la puissance optique saturant le détecteur, telle que Ipae = Isat = Tsamp Lo (265at)2.

L’équation I1.1.30 peut alors étre réécrite :

2
A‘CL |2 Mreceiver + 3/2 Nishot Lsat
J_ =
Tacq Tsamp ]0 ]sat

(I1.1.31)

Il apparait qu’en augmentant I, nous pouvons améliorer la résolution.

Nous pouvons également augmenter Iy, c’est-a-dire travailler avec un détecteur pos-
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sédant une plus grande dynamique, mais cela peut se traduire par un n2,..;,., plus grand.

2

receiver/ISdt diminue.

Il faut alors veiller a ce que le rapport n
Enfin, il est également possible d’améliorer la résolution en moyennant de nombreuses

mesures. 11 convient alors de définir la résolution A|a, | pour la durée d'une mesure :

2
Nyeceiver =+ 3/2 Nshot [sat

A _ 11.1.32
|aJ_/\/E| (Tacq/Trep) Tsamp ]0 ]sat ( )

avec Ty, la durée du balayage de la swept-source, c’est-a-dire le temps nécessaire pour

réaliser une mesure.

Conclusion

Nous avons établi dans le présent chapitre le modele théorique général des dispositifs
de mesure sur fond noir d’anisotropie optique par codage spectral de la polarisation.

Dans les chapitres suivants nous allons d’abord décliner le dispositif dans une version
dédiée a la mesure du pouvoir rotatoire (retardance circulaire), qui sera notamment utilisée
pour valider le modele du bruit. Puis nous développerons une version dédiée a la mesure
de la retardance linéaire et de son azimut, qui sera intégrée dans un microscope a balayage
laser dans la troisieme partie de ce manuscrit.

Les termes a) et a; de l'anisotropie A seront alors explicités pour chacune de ces

configurations.
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CHAPITRE 11.2

DISPOSITIF DE MESURE SUR FOND NOIR
DU POUVOIR ROTATOIRE PAR CODAGE
SPECTRAL DE LA POLARISATION

Dans le premier chapitre de cette partie, nous avons posé le modele théorique d’un
dispositif de mesure sur fond noir d’anisotropie optique par codage spectral de la polari-
sation.

Dans ce chapitre, nous allons présenter son implémentation expérimentale pour la me-
sure du pouvoir rotatoire (retardance circulaire). En effet, nous avons choisi de développer
cette configuration en premier car celle-ci est plus simple a mettre en ceuvre que la confi-
guration dédiée a la mesure de la retardance linéaire et de son azimut, puisqu’il n'y a ici
qu’une seule information polarimétrique a mesurer.

Le pouvoir rotatoire provient du déphasage entre les deux états de polarisation propres
circulaires d’un milieu. Cela se traduit par exemple par la rotation d’un état de polarisation
linéaire. Ceci est notamment provoqué par les milieux présentant une chiralité, soit au
niveau cristallin, soit au niveau moléculaire.

Historiquement, la premiere application de la mesure du pouvoir rotatoire a été 1’éva-
luation de la concentration en saccharose dans des solutions via la loi de Biot pour I'in-
dustrie sucriere (saccharimétrie) [212]. Aujourd’hui, un des grands enjeux de la mesure du
pouvoir rotatoire est la séparation des énantiomeres dans l'industrie pharmaceutique, a la
suite des travaux de L. Pasteur [3]. En effet, les deux énantiomeres d’une molécule chirale
peuvent avoir des propriétés biomédicales radicalement différentes. Enfin le potentiel de
la mesure du pouvoir rotatoire pour le controle non-invasif de la glycémie des personnes
diabétiques suscite de nombreuses recherches [213-215].

Ici, le développement de la configuration permettant la mesure du pouvoir rotatoire
va nous servir a valider le principe de la mesure sur fond noir d’anisotropie optique par

codage spectral de la polarisation ainsi que le modele du bruit proposé dans le chapitre
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précédent.

I11.2.1 Présentation de la configuration de mesure du

pouvoir rotatoire

Nous présentons ici la configuration dédiée a la mesure d'une anisotropie circulaire
de phase, c¢’est-a-dire la retardance circulaire, notée C'R, ou le pouvoir rotatoire, noté 6,
les deux étant reliés par la relation § = CR/2, telle que présentée sur la figure 11.2.1.
Ici 'anisotropie optique A du milieu d’étude correspond a la matrice de Jones de cette

anisotropie circulaire de phase.

source d
balayage

FiGure II1.2.1 — Dispositif de mesure sur fond noir du pouvoir rotatoire par codage
spectral de la polarisation, avec une source a balayage en fréquence optique, deux lames
de phase, la lame B; d’épaisseur ae, orientée d'un angle 3 par rapport a l'axe vertical et
la lame By d’épaisseur be, aligné a 1’axe vertical, deux polariseurs croisés P; et P, ainsi
qu’un détecteur D.

Afin de sonder un milieu présentant une anisotropie circulaire, il est nécessaire de
générer des états de polarisation proches d’un état de polarisation linéaire, orthogonal
a l’état de polarisation linéaire de ’analyseur. Ici, les états de polarisation en sortie des
lames de codage, au niveau du milieu d’étude, représentés pour a = 5, b = 1 (configuration
expérimentale) et 5 = 3° sur la sphére de Poincaré figure I1.2.2, forment une rosace cen-

trée sur 1’état de polarisation linéaire vertical, orthogonal a I'état de polarisation linéaire
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11.2.1. Présentation de la configuration de mesure du pouvoir rotatoire

horizontal de I’analyseur.

F1GURE I1.2.2 — Représentation sur la sphere de Poincaré des états de polarisation pour
le dispositif de mesure du pouvoir rotatoire, pour a = 5 et b = 1, avec § = 3°, au niveau
du milieu d’étude

Dans le cas d’un milieu d’étude présentant un pouvoir rotatoire €, la matrice de Jones
[A], définie dans le chapitre précédent, s’écrit dans le repeére formé par les vecteurs propres
|H) et |V) des polariseurs P; et P; :

cos(CR/2) sin(CR/2)

. (IL2.1)
—sin(CR/2) cos(CR/2)

_ [cos(@) sin(@)]
—sin(f) cos(0)

Ceci nous donne a; = (H|A|V) = sin(f) et a = (H|A|H) = cos(f). D’apres les

équations I1.2.2, 'expression des pics F,, et F, est dans ce cas :

F, = —Tsqmp 1o cos 26 cos?(B3) sin?(3) el %0

1 .
Fopp = —5 Teamp To 5in 20 cos®(3) sin () el (@+0)%0 (I1.2.2)

. o Fait il Apgl—Ful 1 s
Drapres la définition v = == e Argl=Fal ] vient alors :
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—5 Taamp Lo 5in.20 cos(B)° sin(B)e/ 0%,

7= —Tsamp Lo cos 20 cos(3)? sin(/3)2eia%o
tan 20
= I1.2.3
Y 2 tan 3 ( )

Nous pouvons ainsi déterminer le pouvoir rotatoire a partir de la mesure des pics Fj1p

et F, dans l'espace de Fourier et du calcul du rapport complexe v par la relation :

1
0 =CR/2 = 3 arctan(2+ tan () (11.2.4)

Lorsque 6 et § sont petits, cette relation peut étre approximée par :

0=~p (11.2.5)

soit une relation linéaire entre le signal mesuré (le rapport ) et la valeur de I’aniso-

tropie 6.

11.2.2 Mise en ceuvre expérimentale

La photographie I1.2.3 illustre la mise en ccuvre expérimentale du dispositif de mesure
du pouvoir rotatoire sur table optique.

Le montage comporte une source a balayage en fréquence optique Axsun Tech Inc.
SSOCT-1060, de largeur de spectre de 110 nm, centré autour de A = 1060 nm, a une
cadence de 100 kH z, avec sa fibre et son collimateur, deux polariseurs Glan-Taylor croisés
Py et Py, de taux d’extinction nominal 7., = 1/ €2 =1:10%, deux lames de codage B; et
By, en YV Oy, d’épaisseurs be = 2mm et 1le = 0.4 mm, orientées respectivement a [ et a
0° par rapport a I’axe du polariseur P;, et une photodiode & avalanche Hamamatsu APD
Module C12703SPL.

La lame Bj est montée sur une platine motorisée Newport SR50PP (incrément mini-
mal : 0.004°, précision : £0.02°, répétabilité uni-directionnelle : £0.0035°, répétabilité bi-
directionnelle : £0.016°) afin de pouvoir ajuster précisément I’angle de biais /3. Le second
polariseur P est également monté sur une platine motorisée Newport URS100PP (incré-
ment minimal : 0.0002°, précision : £0.008°, répétabilité uni-directionnelle : £0.00035°,

répétabilité bi-directionnelle : £0.0044°), ceci afin de pouvoir simuler un pouvoir rotatoire

116



11.2.2. Mise en ceuvre expérimentale

FiGure 11.2.3 — Mise en ceuvre expérimentale du dispositif de mesure des anisotropies
optiques circulaires

0. En effet, la rotation du polariseur P, est équivalente en terme de signal a la présence
d’un milieu d’étude comportant un pouvoir rotatoire. Nous aurons la un moyen simple de

tester la réponse de notre dispositif [216].

I1.2.2.1 Source a balayage en fréquence optique

Afin de réaliser le balayage des états de polarisations générés par les lames de codage,
nous utilisons une source balayage en fréquence optique dite swept-source (SS), notamment
utilisée pour des applications en tomographie optique cohérente (OCT) [217, 218] de chez
Axsun Tech. Inc, modele SSOCT-1060.

Ce type de source repose sur un systeme interférentiel Fabry-Perot [219] placé dans
la cavité laser et permettant de balayer un spectre en longueur d’onde, tel que représenté
sur la figure 11.2.4.

Seules les longueurs d’onde respectant la relation I1.2.6 sont transmises par la cavité
Fabry-Perot.

oL
A, = o2
Tk

avec L, la distance entre les deux miroirs du Fabry-Perot et k, I'ordre d’interférence

(I1.2.6)

(k est un entier)
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: Output
TunableFP  Lens Gain Lens Fiber Optical
\\ Filter Reflector Fiber

& o

Y

- 14 mm

F1GURE I1.2.4 — Schéma et photographie de la source a balayage de fréquence optique
comportant notamment le systeme interférentiel Fabry-Perot (Tunable FP Filter) et un
milieu amplificateur (Semiconductor Optical Amplifier).
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11.2.2. Mise en ceuvre expérimentale

Ainsi en faisant varier la distance entre les deux miroirs de la cavité Fabry-Pérot,
les longueurs d’onde transmises vont pouvoir étre sélectionnées. Pour chacune de ces
distances, les modes de la cavité laser correspondant a la bande spectrale sélectionnée par
le Fabry-Perot vont étre ré-amplifiés par le milieu amplificateur formant ainsi une raie
laser intense de 55 pm de large (soit une longueur de cohérence de 13,5mm a -6 dB).
Ainsi, a chaque nouvelle distance entre les miroirs de la cavité du Fabry-Perot, une raie
laser unique & une nouvelle longueur d’onde est obtenue (voir figure I1.2.5).

Le principal avantage de la swept-source est de pouvoir bénéficier de toute la puissance
optique a chaque longueur d’onde d’une large bande spectrale (voir figure 11.2.6, en haut)
et de pouvoir réaliser un balayage en fréquence optique a une cadence tres élevée (> kHz).
Une telle source, associée a un détecteur monocanal permet ainsi de rendre compatible
le principe du codage spectral de la polarisation avec une configuration de microscopie a

balayage laser en transmission.

Balayage du FP
\
q’ /
R
e
w
& Amplification
5 /
‘»
[
o
E | e e = e e e e e e e e seuil de perte
) Modes oscillants
T dans la cavité laser
>
longueur d'onde

F1Gure I1.2.5 — Balayage d'une raie laser en longueur d’onde [30]

La swept-source utilisée balaye un spectre d’une largeur de 110 nm, centré autour de
A = 1060 nm a une cadence de 100 kH z, avec un balayage du spectre en environ 5 us [220].
Sa puissance optique est d’environ 18 mW . Cette source est fibrée et est injectée dans
une fibre optique monomode SMJ-3A3A-1060-6/125-3-2 avec deux connecteurs FC/APC
(longueur : 2m, diametre de cceur : 6 um et diametre de gaine 125 um). En sortie de celle-
ci est couplé un systeme de collimation ajustable (Thorlabs PAFA-X-4-C) produisant un

faisceau d’environ 1mm de diamétre.
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FIGURE 11.2.6 — En haut, Puissance optique (mW) ; au milieu, signal sweep-trigger (V) ;
et en bas, signal k-clock (V'), représentés au cours du balayage, en fonction du temps (us)
221].
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11.2.2. Mise en ceuvre expérimentale

Un signal appelé sweep-trigger est émis par la swept-source tous les 10 us marquant

le début du balayage en longueur d’onde, tel que représenté sur figure 11.2.6.

Par ailleurs, du fait des accélérations et de décélérations des miroirs de la cavité Fabry-
Pérot, le balayage en fréquence optique n’est pas linéaire en fonction du temps. Cette
non-linéarité dégrade fortement les pics du signal mesuré sur la photodiode dans I'espace

de Fourier, telle qu’illustrée par la figure 11.2.7.

Pour connaitre 1’évolution de la fréquence optique en fonction du temps, une partie
de la source lumineuse passe par un interférometre de Mach-Zender dont la différence de
chemin optique AL est non-nulle. L’intensité lumineuse est alors mesurée au cours du
balayage et est maximale a chaque fois que la fréquence optique est un multiple de ¢/AL.
Ce signal, transformé en TTL, est appelé k-clock et est représenté sur la figure I1.2.6,
en bas. Il va permettre d’échantillonner le signal mesuré par la photodiode de maniere
équidistante en fréquence optique (utilisation courante en imagerie OCT) [222], et ainsi
d’améliorer grandement la qualité de la transformée de Fourier de ce signal (voir figure

I1.2.7, & droite), sans avoir a effectuer un ré-échantillonnage numérique.

11.2.2.2 Lames de codage

Pour réaliser le codage spectral, nous utilisons une combinaison de lames biréfringentes

épaisses, que nous désignons lames de codage.

Les deux parametres essentiels pour la réalisation des lames de codage sont le matériau

(notamment sa biréfringence) et I’épaisseur.

Choix du matériau

Pour les dispositifs développés dans ce manuscrit, le matériau retenu pour les lames de
codage est le vanadate d’yttrium Y’V O, pour sa biréfringence [223] plus élevée que celles
d’autres matériaux couramment utilisés (calcite CaCO5 [224], fluorure de magnésium
MgF, [225], quartz SiOy [224], voir tableau 11.2.1), permettant ainsi d’utiliser des lames
plus fines. Par ailleurs la dureté (en échelle de Mohs) du vanadate d’yttrium est supérieure
a celle de la calcite, ce qui facilite la coupe. Les différentes caractéristiques de ces matériaux

sont présentées dans le tableau I1.2.1.
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FiGURE I1.2.7 — Spectres cannelés et leurs transformées de Fourier acquis : a gauche,
sans k-clock ; a droite, avec k-clock [30]

Matériau Ne T An Dureté
CaCOs 1.4797 | 1.6425 | -0.1628 3
MgF, 1.3848 | 1.3732 | 0.0116 6
Si0q 1.5429 | 1.5342 | 0.0087 7
YVO, 2.1661 | 1.9579 | 0.2082 5

TABLE I1.2.1 — Caractéristiques de biréfringence, a la longueur d’onde centrale du spectre
de la source a balayage (Ao = 1060 nm), et de dureté des matériaux typiquement utilisés
pour les lames de retard.
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11.2.2. Mise en ceuvre expérimentale

Choix de I’épaisseur

Les dispositifs développés dans ce manuscrit comportent deux lames pour le codage
spectral d’épaisseur 5e et le (soit a = 5 et b = 1). Ces lames produisent notamment deux

pics aux fréquences 5fj et 6fy qui seront utilisés pour réaliser notre mesure.

Les épaisseurs de ces lames doivent étre suffisantes pour permettre la séparation des
différents pics dans 'espace de Fourier, issus du calcul de la transformée de Fourier du
signal pI(t) délivré par le détecteur. D’autre part, il faut veiller & ce que les fréquences
générées ne soient pas trop élevées pour éviter le probléme du sous-échantillonnage (non-
respect du critere de Nyquist) et le probleme du drop-off (que nous noterons w), c’est a
dire I'atténuation des pics a haute fréquence, lié a la longueur de cohérence de la source
(13,5mm), qui elleeméme correspond a la largeur spectrale finie de la raie associée a

chaque longueur d’onde du balayage (55pm).

Les épaisseurs des lames de codage (en YV O,) sont de 5e = 2,0mm=£0.01 mm et le =
0,4mm 4 0.01mm, soient des fréquences générées de 5fy ~ 9MHz et 6fy ~ 10.8 M Hz,

qui répondent bien aux criteres énoncés ci-dessus.

La taille réduite (® = 0.5”) de ces lames permet par ailleurs une intégration aisée au

sein de montures dédiées réalisées au sein du laboratoire (voir figure I11.2.8).

FiGure I1.2.8 — Lames de codage dans leurs montures dédiées, avec une piece de 10
centimes d’euro pour I’échelle.
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I1.2.2.3 Acquisition et numérisation du signal
Détecteur

Le signal I(t) est détecté par une photodiode a avalanche APD module C12703SPL
de chez Hamamatsu, dont les caractéristiques essentielles sont indiquées dans le tableau
11.2.2.

Parametres Valeurs Unités
Surface active o3 mm
Plage spectrale 600 a 1150 nm
NEP (& 1000 nm) 1 pW/VHz
Sensibilité 175 EV /W
Puissance maximale 8.8 uWw

TABLE I1.2.2 — Caractéristiques de la photodiode a avalanche Hamamatsu APD module
C12703SPL

Carte d’acquisition

Le signal est ensuite numérisé par une carte d’acquisition (DAQ) ATS9350 digitizer
de chez AlazarTech. Cette carte a une bande passante BP = 250 M Hz, une cadence
d’échantillonnage maximale de 500 éch./s et une résolution de 12 bits.

Le déclenchement d’une acquisition, dont la durée est de T;,.; = 4.8 us, est synchronisé
sur le balayage de la swept-source par le signal sweep-trigger, injecté sur 'entrée TRIG
IN de la carte, et 1’échantillonnage (1440 points par acquisition) est piloté par le signal
k-clock, injecté sur I'entrée EXT CLOCK. La fréquence d’échantillonnage varie au cours

d’un balayage de la swept-source de 200 a 300 M H z.

Fenétrage

Les dispositifs développés dans ce manuscrit se basant sur la mesure d’amplitudes
complexes de pics dans ’espace de Fourier, il convient de s’assurer que ces pics y soient
correctement résolus. Pour cela, il faut que le signal comporte un nombre entier de périodes
dans la fenétre d’analyse. Ainsi nous utilisons une fenétre d’'une largeur de 1328 points,
soit 8 périodes entieres pour la modulation a la fréquence fj.

Or le spectre numérisé est tronqué de maniere abrupte (fenétre rectangulaire), ce qui

correspond dans l’espace de Fourier a une convolution par un sinus cardinal.
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11.2.2. Mise en ceuvre expérimentale

Pour éviter que les lobes secondaires du sinus cardinal viennent polluer les pics ad-
jacents, nous appliquons au spectre numérisé une fenétre de Blackmann-Harris [30, 226],
avant d’effectuer la transformée de Fourier. Ceci assure une bonne résolution des pics dans

I'espace de Fourier (voir figure 11.3.21).

——sans Blackmann-Harris
——avec Blackmann-Harris

10° §

1071

(t)]L
/

|[FT[pI
7
i

1073

1074

1072 g
B “= 2 2 “2 ]
C T | | ﬁﬁ | U? | Q\D | | | .|
2 4 6 8 10 12 14 16
f(MHz)

F1GURE I1.2.9 — Valeur absolue de la transformée de Fourier d'un spectre cannelé, sans
et avec fenétre de Blackmann-Harris (acquisition réalisée avec notre dispositif de mesure
du pouvoir rotatoire, pour # = 0.07°)

Par ailleurs, lorsque nous calculons le rapport v = F;—j” e~ Argl=Fa] 1o terme e 7 a Ar9l-Fal
sert & éliminer I'influence de la phase-fenétre ¢, puisque —2 Arg[—F,] = —bgo et Arg[F,4,/F,] =
b .

Pour ne pas avoir de problemes de changement de cadrant, il faut veiller a ce que la

valeur de ¢y reste comprise dans U'intervalle +7/a car Arg|—F,] = a¢y. La position de la
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fenétre d’analyse est alors ajustée afin de minimiser ¢.

I1.2.3 Validation expérimentale de la mesure du pou-

voir rotatoire

I1.2.3.1 Démonstration de la linéarité de la mesure du pouvoir

rotatoire

Pour vérifier que la relation I1.2.5 reliant le rapport v et le pouvoir rotatoire  est bien
linéaire pour les faibles pouvoirs rotatoires, soit § = v 3, nous avons réalisé trois séries de
mesures.

L’angle de rotation de I'analyseur P, est équivalent en terme de signal a la présence
d’un milieu d’étude comportant un pouvoir rotatoire et nous allons donc utiliser ceci
pour valider le principe de notre mesure [216]. L’analyseur étant placé sur une platine

motorisée, nous 'avons orienté a différents angles successifs 0,,0tcur PAr pas 60,,oteur de

0.1°, de 0.01° puis de 0.001° respectivement, sans milieu d’étude, tel que représenté sur
la figure 11.2.10.

emoteur

source d
balayage

F1GURE I1.2.10 — Expérience de validation du dispositif de mesure du pouvoir rotatoire
avec I'analyseur P, placé sur une platine de rotation motorisée

Nous avons pris soin de faire tourner notre platine motorisée dans un seul sens pen-

dant une méme série de mesures car sa répétabilité unidirectionnelle est meilleure que
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11.2.3. Validation expérimentale de la mesure du pouvoir rotatoire

sa répétabilité bidirectionnelle. L’angle 5 est quant a lui fixé a 0.5°, proche de saturer le
détecteur avec toute la puissance incidente de la swept-source.
La figure I1.2.11 représente la moyenne de 1000 spectres pour différents 6,,oteur, que

nous notons I(t).

1 T ]. T T
‘gmoteur =0° Qmoteur = 0.008°
0.8 1081 8
g 0.6 10.6 |- -
I~
< 04 104+ -
0.2 0.2 Aj
’ I 2 3 4 ’ 2 3 4
1 T T ]. T T
emoteur = 0.02° 7 oteur = 0.07°
0.8] ‘ ” 0.8] :
— 06} ‘ ‘\ 106 |
l\i 04”” H | 104} 3
' ‘H M‘ H HH ‘HH " ‘
0.2 MW H HH ‘M \‘\ ““HW 0.2
\\W\M\M “\H‘ \HH\ ‘H\H liil \H‘H‘\H‘\
0 ’ ‘ V \u 0 |
1 2 3 4 2 3 4
Temps (us) Temps (us)

FIGURE I1.2.11 — Spectres cannelés acquis (moyenne sur 1000 acquisitions) pour 6w =

0°, 0.008°,

0.02° et 0.07°, avec S = 0.5°

Les transformées de Fourier associées sont tracées dans la figure 11.2.12. Comme at-
tendu le pic a la fréquence 6 f; augmente a mesure que I’analyseur P, tourne. Néanmoins,
lorsque I'analyseur est a 1’horizontale (6,010 = 0°), le pic & 6 fp n’est pas nul. Nous avons
= 0.5°) et constaté la

présence d’un pic proche de 6 fy qui pourrait provenir du spectre de la swept-source.

alors réalisé une acquisition sans lames de codage (avec O,010r

Afin de confirmer la linéarité de la mesure du pouvoir rotatoire, nous avons calculé le
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F1GURE I1.2.12 — Valeur absolue de la transformée de Fourier des spectres cannelés acquis
pour 6,,01eur = 0°, 0.008°, 0.02° et 0.07°, avec § = 0.5° ainsi que sans lame de codage avec

Hmoteur = 0.5°
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11.2.3. Validation expérimentale de la mesure du pouvoir rotatoire

rapport complexe v moyenné sur 1000 spectres auquel nous soustrayons le rapport yp¢,
= 0°. Cela

permet de s’affranchir du résidu de pic a 6 f, en 'absence de pouvoir rotatoire.

relatif & une mesure lorsque les polariseurs P, et P, sont croisés, soit 0,,tcur

Nous notons Jeer, la valeur corrigée de 7, soit Yeorr = 7 — VBa, avec |ypg| ~ 1.1073.

Nous pouvons constater sur la figure I11.2.13 que le rapport 7., évolue bien de maniére
linéaire avec Oporenr (pour de faibles pouvoirs rotatoires). La pente est théoriquement égale
a 1/p d’apres la relation 6 = ~ .

L’angle de biais est fixé & 8 = 0.5°, soit une pente de 1/8 = 2.0deg™" et l'erreur
sur le réglage de [ est estimée a 05 = 0.01°, soit une erreur estimée sur la pente de
83/3% = 0.047deg ™.

Les pentes des courbes Yeorr = f(@motewr) Obtenues par régression linéaire sont :

— pour des pas moteur 60,,pteur = 0.1°, pente = 1.9882 + 0.0054 deg™! (R? = 0.9999)
— pour des pas moteur 66,,pter = 0.01°, pente = 1.987040.0069 deg—! (R? = 0.9999)
1.9895 + 0.0289 deg—! (R2 =

— pour des pas moteur 60,,0te0r = 0.001°, pente
0.9979)

Pour les 00,,0tcur = 0.001°, Ierreur sur la pente est plus importante car nous appro-
chons de l'incrément minimal permis par le moteur.

Ces pentes sont bien comprises dans l'intervalle de I'erreur estimée sur la pente théo-
rique de 1/8 4+ 66/3% = 2.0 £0.047 deg™".

00 moteur = 0.1° 00, motenr = 0.01° 00, otenr = 0.001°
I I I I I I I I I
1.0 o | 01} » | 001 o* |
.’ ’. .'.
. Y4 o o
‘68\ 0.0} .’. 41 0.0 ’.,' - 0.00 - .‘. A
1o #° 01] o 001 o°
o 7.’\ ! ! Il \. ! ! I 7..\' ! ! |
—0.5 0 0.5 —-5-1072 0 5.10°2 -5.1003 0 5.10°3
emoteur (o) emoteur (O) emoteur <O>

F1GURE I1.2.13 — En bleu, rapports corrigés ... = 7_7pq calculés a partir de la transfor-
mée de Fourier des spectres cannelés (moyennes de 1000 spectres) en fonction de 0,,teur (°),
avec 0 = 0.5°. En rouge, les courbes de tendance associées obtenues par régression linéaire

129



Chapitre 1.2 — Dispositif de mesure sur fond noir du pouvoir rotatoire par codage spectral de la
polarisation

11.2.3.2 Démonstration de la mesure dynamique du pouvoir ro-

tatoire avec un modulateur de Faraday

Afin d’aller plus loin sans étre limité par les performances mécaniques de la platine
motorisée, nous utilisons comme milieu d’étude un modulateur de Faraday, qui lorsqu’il
est alimenté en courant permet de générer un pouvoir rotatoire 0pgrqaday, qui dépend du

courant d’alimentation (figure 11.2.14).

Modulateur
de Faraday

source a
balayage

Fi1GURE I1.2.14 — Expérience de validation du dispositif de mesure du pouvoir rotatoire
avec un modulateur de Faraday

A T'aide d’un générateur, nous alimentons le modulateur de Faraday avec un courant
sinusoidal. Cela génére un pouvoir rotatoire Opgraday(t) qui varie lui aussi de maniere
sinusoidale, a la méme fréquence frarqday- Nous réalisons les acquisitions a une cadence
de mesure de 100 kH z, soit 10 us par acquisition, avec 3 = 0.5°.

Dans un premier temps le courant est réglé de telle sorte que 'amplitude créte-a-
créte de la modulation du pouvoir rotatoire soit de ~ 7.107*°, avec une fréquence de
fraraday ~ 0.5 Hz. Cette faible fréquence de modulation par rapport a la cadence de
mesure permet de moyenner les valeurs de 6 mesurées afin de gagner en résolution. En
effet, en faisant I'hypothese d’un bruit blanc, la résolution de la moyenne de N mesures

Ay est reliée a la résolution pour une seule mesure Af par la relation Ay = A0/v/N.
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Nous affichons donc en chaque point de la figure I1.2.15, & gauche, la moyenne 6 de
10000 mesures de 6, ce qui correspond a un temps d’acquisition effectif de 100 ms. Ces
mesures permettent de bien décrire la sinusoide, illustrant la tres bonne sensibilité du
dispositif.

Dans un second temps, le courant est réglé de telle sorte que 'amplitude créte-a-créte
de la modulation du pouvoir rotatoire soit de ~ 5.1073°, avec cette fois une fréquence
de fraraday = D kHz. A cette fréquence de modulation, il n’est plus possible de moyenner
notre mesure pour gagner en résolution et la courbe affichée sur la figure I1.2.15, a droite,
est plus bruitée. Cette courbe illustre cependant la capacité de haute-cadence de mesure de
notre dispositif, chaque point de la courbe correspondant & une seule acquisition, réalisée

en seulement 10 us.

fFaraday ~0.5H=z fFar(zday ~bkHz

1074 1073
4F T T m T T T
2 N
2 B 1 -
> 01 1 O |
_1 [ |
20 .
—926 i
—4 L | | | | [ | | | | | |
0 2 4 6 8 10 0 200 400 600 800 1000
Temps (s) Temps (1s)

FIGURE I1.2.15 — Pouvoir rotatoire mesuré 0,,....¢(t), avec f = 0.5° : a gauche, a une
fréquence de modulation du Faraday fraradey = 0.5 Hz en fonction du temps en s, chaque
point est la moyenne de 10000 mesures; a droite : a une fréquence de modulation du
Faraday fraraday =~ 5KkHz, temps en s, sans moyenne

11.2.4 Erreurs systématiques

Nous allons maintenant étudier 'influence des erreurs systématiques sur la mesure.
Parmi les sources d’erreurs systématiques, la dispersion de la biréfringence des lames By

et By n’a qu’un impact limité sur le calcul du rapport . En effet, la dispersion va seulement
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élargir les pics F; et Fg dans I'espace de Fourier, et la mesure n’est pas affectée tant que les
pics restent séparables. L’erreur sur 1’épaisseur des lames B; et B, changeant seulement
la position en fréquence des pics F, et F,., dans ’espace de Fourier, elle n’affecte pas
non plus la mesure. Aussi, nous allons nous concentrer sur 'impact du taux d’extinction
des polariseurs, du drop-off ainsi que des erreurs d’alignements des lames B; et By et du

polariseur P;.

11.2.4.1 Influence du taux d’extinction des polariseurs et drop-
off

Nous avons jusqu’a présent considéré les polariseurs utilisés comme linéaires et parfaits.
D’apres la démonstration présentée dans la section 1.2.4, la matrice de Jones Jpgr4¢ d'un

polariseur linéaire non-parfait peut s’écrire dans la base des états linéaires (|H), |V)) :

(11.2.7)

Jpartiel = Tpol

0 €2

1—e2/2 0]

Nous pouvons alors réécrire ’expression de la composante continue Ipc, du pic Fy et

du pic Fg d’apres les équations I1.1.6 et 11.2.7. Ceci nous donne :

1
Ipc = 3 Tamp Lo Tpot (1 — €& — (1 — 3€%) cos*(23) cos(20))
1 .
F5 = —1 Tsamp I() Ws Tpol (1 - 362) Sin2(2ﬁ) COS(29)€j5¢O
1 .
Fy = -5 Teamp Lo @6 Tpor (1 — 3€2) cos®(B) sin(3) sin(26) 5 (I1.2.8)

Ces expressions tiennent également compte de la perte de contraste des pics (drop-off)
qui peut intervenir a cause de la longueur de cohérence finie de la source en utilisant des
facteurs supplémentaires ws et wg, inférieurs ou égaux a 1, respectivement pour les pics
F5 et Fy. Les mesures du pouvoir rotatoire en fonction de la rotation de 'analyseur P
n’ayant pas révélé un écart significatif avec la théorie, nous considérons par la suite que
le drop-off est le méme pour les pics F5 et Fg, soit ws = wg = w.

Nous pouvons noter que le rapport v = %e’%Arg[’F 5], et donc la valeur mesurée
du pouvoir rotatoire, n’est pas affectée par le taux d’extinction des polariseurs et par le
drop-off dans I’hypothese ws ~ wg.

Ce ne serait pas le cas si a la place d’utiliser le pic référence Fy, nous utilisions la
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composante Ipc pour normaliser notre pic mesure Fg. Cela conforte le choix d’utiliser

deux lames de codage pour réaliser 'auto-référencement.

A partir des équations I1.2.8, il est cependant possible de déterminer les valeurs expé-

rimentales de @ et de Teps = 1/€%. Ceci est développé en annexe A.II.

11.2.4.2 Influence des défauts d’alignements des lames B;, B> et

du polariseur P,

Afin d’étudier 'impact de ces erreurs systématiques sur la précision de la mesure de
notre dispositif, nous notons d,,, I'erreur systématique que nous considérons faible. Nous
pouvons alors réécrire les pics F5(6,9,) et Fs(0,4,) en fonction de 6 et de 6, par une

approximation d’un polynome de Taylor de second ordre tel que :

OF;

_ BG | YY5
F5(0,00) = F5 + —22(0,0) 6
O*F,
+§n: 583 (0,0)Hcsn (I1.2.9)
Fs(0,6,) = FPY + %P;G(o 0)6
O*Fy
- an TETS (0,0)66, (I1.2.10)

en ne gardant que le premier ordre de 6 et avec FP¢ et FPY I'amplitude complexe
des pics Fy et Fg sans milieu d’étude, c’est-a-dire une mesure a vide (BG signifiant Back-

Ground), qui s’écrivent respectivement :

OF; 0

FPY = F5(0,0) +Z ,0) 4,

0*Fy
e Z 852 (0,0)62 (I1.2.11)

FPY = F5(0,0) +Z 00)5n

0% Fy )
5 }nj 752 (0,0)62 (I1.2.12)
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En négligeant 320 devant (6, nous obtenons d’aprés les expressions 11.2.2 :

Fsm FPY o —(1=3€)B%(1+ Y un(B, 6,))e’™ (11.2.13)

Fy — FP% oc —(1 = 36»)0B(1 + v(B, dgp, ) )e’*% (11.2.14)

ou u, et v sont des fonctions réelles qui tendent vers 0 en I'absence d’erreur systéma-
tique, et dgp, est l'erreur d’orientation sur la lame Bj.
Nous calculons alors le ratio corrigé 7., qui correspond au ratio v de I’équation

I1.1.22, auquel est soustrait le ratio calculé sans milieu d’étude vpg, tel que :

wyl
Yeorr =7 — VYBG = 79 (II215)
Avec wyp = (1 +v)/(1 4+ X, uy), qui peut s’écrire :
1 + 0B, /8 (11.2.16)

Wy =

avec dgp,, Opp, €t Ogp,, respectivement les erreurs d’orientation des lames B;, Bs et de

I’analyseur P.

La principale source d’erreurs systématiques est 1’erreur d’orientation des deux lames
By et By ainsi que 'erreur sur l'orientation de ’analyseur P,. Nous les estimons étre égales
a environ 0.01°, soit la limite de la monture rotative motorisée de la lame B; et du réglage

manuel de la lame Bj et de l'analyseur P.

Par exemple, pour un pouvoir rotatoire de 0.1° et un angle de biais g = 0.5°, avec une
erreur d’orientation des lames B; de 0.01°, By de 0.02° et de I'analyseur P, de —0.01°,
nous obtenons a partir de I’équation 11.2.16 la valeur wyg = 1.0196, ce qui correspond a un
biais sur la valeur de 66 = (wy—1)0 = (1.020—1) x 0.1 = 2.01072 °. De maniére générale,

ce sont les erreurs sur les lames B; et By qui ont l'effet prépondérant.

En pratique, ces erreurs systématiques pouvant s’additionner ou se compenser, il est
difficile d’évaluer la précision sans un étalon de référence. La précision de cet étalon doit
étre de 'ordre de grandeur de la résolution du dispositif pour réaliser une évaluation
pertinente. Cette résolution étant trés bonne, nous n’avons pas trouvé d’étalon satisfai-
sant pour ce faire, la résolution d’'un moteur pas-a-pas a disposition étant supérieur a la

résolution de mesure du pouvoir rotatoire 6.
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11.2.5 Vérification du modele de bruit

11.2.5.1 Détermination expérimentale des parametres de bruit
de AI?

Afin de valider le modele de bruit proposé dans la section I1.1.3, nous réalisons des
acquisitions, sans milieu d’étude et avec une légere rotation de I’analyseur P, par rapport
a la position croisée, en faisant varier la puissance incidente Iy de 0.2mW a 18 mW, en
gardant 8 = 0.5°.

A partir de AFy, écart-type de Pamplitude du pic Fy calculé sur 1000 valeurs suc-
cessives, nous déduisons Alieff selon la relation Aﬁﬁieff = peffr/Ns/2 Al e Nous la
tracons en fonction de Iryss, la moyenne quadratique de la puissance optique au niveau

du détecteur, sur la figure 11.2.16.

10~

T T
1.8+
].6 [ o" 1

14 .’ :

0.8 . :

AIZ,;/BP (W2/Hz)
\‘.

0.6 0’ .

leo®
0.4¢ |

| | | | | | | | | | |
02040608 1 12141618 2 222426 28 3
Trys (W)

FIGURE 11.2.16 — Ecart-type de la puissance effective de bruit au carré AIZ? ., (W?) par
unité de bande-passante B (H z) en fonction de la racine carrée de la moyenne quadratique
de la puissance optique Irprs (uW) au niveau du détecteur.
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Nous pouvons constater sur la figure I1.2.16 que la puissance effective de bruit au carré
peut étre décrite par une droite sur toute la gamme de puissances incidentes, jusqu’a
la saturation'. Nous validons ainsi I’hypothése que les termes proportionnels & I%,,q

(coefficient negeess) sont bien négligeables.

Les coefficients de cette droite permettent en outre, via I’équation I1.1.27 de remonter
aux valeurs de Myeceiver = 1.79 pW/H 22 et de nguo = 2.26 1075 pW/H 2.

AIs,eff = n2 BpP + 2nsh0t BP IRMS (II217)

receiver

Nous pouvons alors calculer la résolution théorique de notre dispositif a partir de
I’équation I1.1.30 :

n?‘eceiver + 2 \/énshot [O ﬂQ

AG? =
ATy I2 32

(11.2.18)

Pour 8 = 0.5°, Iy = 18mW et T,., = 4.4 us, ceci nous donne Af = 3.8107*°, pour

une mesure en 10 us.

D’apres I’équation I1.1.30, la résolution de notre dispositif tend vers 0 avec I infini-
ment grand. En pratique, la résolution du dispositif est ultimement limitée par le taux

d’extinction des polariseurs (a l'instar des autres méthodes sur fond noir [227]).

En revenant a notre modele de bruit et en y intégrant le taux d’extinction fini des
polariseurs, cela conduit & Fy &~ —IyBsut 0, Ipc =~ Iy (262, + €*) et 2|F5| =~ [ 3%, A

sat

présent l'intensité qui sature le détecteur s’écrit : Io; = Ipc + 2|F5| = Io((2Bsa:)* + €2).
Nous pouvons alors réécrire ’équation 11.1.31 :

A@Q — nzeceiver + 3/2 Mshot IS(lt (1 + e IO/-[sat)

Tacq [0 [sat (1 + 62 IO/[sat)

(11.2.19)

Pour un systéme limité par le bruit de grenaille associé a ’éclairement (dit shot-
2

receiver’

noise limited), c’est a dire n?, , [ >> n la résolution Af est minimum pour

IO,ma:c - (\/§ - 1) Isat/€2~
En considérant I,y ~ 5puWW et 1/ = 3.810% (valeur déterminée expérimentalement
en annexe A.II), Iy 0. = 78.7mW. Nous aurions alors Af,,;, = 4 10~ °, pour une mesure

en 10 ps.

1. Attention Igys # Imae- 1€l Imazr = Isat = 5 uW correspond bien a Igp s = 3 uW.

136



11.2.5. Vérification du modéle de bruit

11.2.5.2 Optimisation de I’angle de biais en fonction de la puis-

sance incidente

Afin de déterminer le réglage optimal de [ et de [y pour obtenir la meilleur résolu-
tion avec notre dispositif, nous tragons ’écart-type du pouvoir rotatoire Af calculé sur
10000 acquisitions successives, avec 'analyseur P, en position croisée, en faisant varier la
puissante incidente Ij.

En théorie, la puissance optique saturant notre détecteur est égale & Isat theo = Cpag/Sarp,
avec Cpag, le calibre de la carte d’acquisition réglée a 1V et Sapp, la sensibilité de la
photodiode donnée par le fabricant 175 kV/W, cela donne Isqt theo = 1/175 103 =5.71 uW.
En pratique, nous nous placerons toujours un peu en dessous Ig; ~= buW, pour éviter les
non-linéarités d’'un détecteur saturé.

Nous réalisons trois séries de mesures de Af en faisant varier la puissance optique
incidente I, d’environ 1mW a 18 mW, en ajustant a chaque point I'angle g de telle
sorte que la puissance maximale de notre spectre au niveau du détecteur I,,,, soit égale
respectivement a 0.4 [,4, 0.7 Iy et I,4. Les courbes correspondantes sont affichées figure
I1.2.17.

La figure 11.2.17 montre que la résolution A# est optimale au maximum de la puissance
optique incidente Iy, avec un angle de biais 3 ajusté pour étre proche de la saturation du
détecteur, soit Iqx = Lsat-

Nous atteignons ici la valeur minimale Af,,, = 3.8107*°, pour une mesure en 10 s,
avec Iy ~ 18 mW et § = 0.5°. Cette valeur est similaire a la valeur déterminée théorique-

ment dans la sous-section 11.2.5.1 grace au modeéle du bruit, de Afe, = 3.81074°

11.2.5.3 Stabilité temporelle

Pour certaines applications, la rapidité de la mesure n’est pas un critere déterminant.
Il peut alors étre judicieux de tirer parti de la haute cadence (100kH z) de notre dispositif
pour acquérir et moyenner un grand nombre de mesures, ceci afin de gagner en résolution.

Pour ce faire, nous devons nous assurer de la stabilité temporelle de la mesure réali-
sée par notre dispositif, afin d’estimer le temps d’intégration optimal 7,,.,. Le calcul de
I'écart-type classique divergeant pour certains types de bruit (notamment ceux a basses
fréquences), il n’est donc pas tres adapté.

Initialement destinée a quantifier la stabilité fréquentielle d’horloges atomiques, la

déviation d’Allan [228, 229] (que nous noterons A4) peut également étre utilisée pour
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T T T T
221 —— Ima:r; = Lgsat |

2 $Imax - 0'7[sat |
+Imaa: = 0'4[sat
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FIGURE I1.2.17 — Ecart-type du pouvoir rotatoire Af en fonction de Iy, avec Inae =
0.4 ]sata Imaw = 0'7Isat et ]maz = lsat-
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estimer la stabilité temporelle d'un dispositif de mesure de la retardance [183, 184].

La déviation d’Allan est égale a la racine carrée de la moyenne quadratique des écarts
entre deux paquets de mesures successifs. Le nombre de mesures par paquet correspond
au nombre de mesures sur lequel est réalisé le moyennage.

Pour un bruit blanc, la valeur de la déviation d’Allan est la méme que celle de I’écart-
type classique. Un avantage de la déviation d’Allan est qu’il est possible d’identifier les
types de bruits présents a partir de la pente de la déviation d’Allan tracée en fonction
du temps d’intégration (avec une échelle log-log). Une pente de —1/2 correspond ainsi a
un bruit blanc alors qu'une pente de 1/2 correspond a une marche aléatoire (dérives). De
maniere générale, un bruit en 1/f" est associé a une pente (n — 1)/2.

Nous réalisons 10® mesures (soit une durée totale de 1000 s), sans milieu d’étude, avec
6 = 0°. Nous calculons alors la déviation d’Allan? que nous tracons en fonction du temps
d’intégration (avec une échelle log-log) sur la figure 11.2.18.

Sans moyenne (7 = 10 us), la déviation d’Allan est égale & A 4 10,560 = 3.6 107*°. Cette
valeur est tres proche de la résolution déterminée précédemment de maniere théorique
dans la sous-section I1.2.5.1 de Abue, = 3.8107%°. Par unité de bande passante, cela
correspond & AQA/@ ~1.2107%°/VHz.

Nous constatons que lorsque le temps d’intégration augmente (jusqu'a =~ 10s), la
déviation d’Allan suit une tendance en 1/v/N (avec N, le nombre d’échantillons intégrés),
ce qui est la manifestation de la prépondérance du bruit blanc a ces échelles de temps.
Nous atteignons ainsi une de résolution optimale A 41050 = 4.6 1077° avec 7 = 10 s.

Au dela de 10s, la valeur de la déviation d’Allan augmente, ce qui est signe de la
présence de dérives, mécaniques ou thermiques. Il est donc contre indiqué d’intégrer la

mesure sur plus de 10 s, sous peine d’étre affecté par ces dérives.

I1.2.5.4 Optimisation de la résolution relative en fonction du

pouvoir rotatoire

Nous nous sommes précédemment intéressés a la stratégie pour mesurer des faibles

valeurs du pouvoir rotatoire et nous avons déterminé qu’il fallait travailler avec la puis-

2. Il existe plusieurs variantes de la déviation d’Allan. Nous utilisons ici la version classique, sans
overlapping. En effet, bien qu’il soit généralement recommandé d’utiliser l'overlapping pour améliorer
le résultat du calcul, cela est inutile dans notre cas vu le trés grand nombre de mesures acquises. Par
ailleurs, le temps de calcul de la déviation d’Allan passerait de quelques dizaines de secondes & plusieurs
jours.
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FIGURE I1.2.18 — Déviation d’Allan A46 (°) en fonction du temps d’intégration 7 (s).
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sance optique incidente I, la plus forte possible et adapter 'angle de biais § de maniére
a ne pas saturer le détecteur.
Nous allons a présent déterminer la stratégie optimale pour mesurer un pouvoir rota-

toire quelconque, avec la meilleure résolution relative possible.

Simulation de la résolution relative Af/6 en fonction de j et 0

Nous simulons la résolution relative Af/6 en fonction de 3 (°) et de € (°), en faisant
I’hypothése d'un bruit blanc et d’une puissance de la source Iy ajustée de maniere a
saturer le détecteur. Nous remarquons sur la figure I1.2.19 qu’il semble y avoir une valeur

optimale de I'angle 5 qui minimise Af/6 pour chaque 6.

10!

FIGURE I1.2.19 — Simulation de A#/6 en fonction de 5 (°) et de 6(°). La zone en
jaune/orange correspond au minimum de A@/6 et les hautes valeurs sont tronquées et
représentées en blanc

Il vient que pour minimiser la résolution relative A8/ nous devons ajuster § tel que

I’angle de biais optimal est 3,,; ~ 0.8 6.
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Mesure expérimentale de la résolution relative Af/0 en fonction de 6

En utilisant la rotation du polariseur P, afin de simuler le pouvoir rotatoire, a l'instar
de la sous-section 11.2.3.1, nous tragons sur la figure I1.2.20 la résolution relative Af/6 en
fonction de #, pour 6 allant de 0.001° a 40°.

L’écart-type A6 est calculé sur 10000 acquisitions pour chaque valeur de 6.

La courbe bleue sur la figure 11.2.20 représente la valeur de A#/6 ou la valeur de 3 est
optimisée a chaque valeur de 6, tel que :

— Bopt = 0.5° pour 0 < 0.6°, afin d’exploiter toute la dynamique du détecteur.

— [ =~ 0.86, pour € > 0.6°, en baissant le cas échéant [, pour ne pas saturer le

détecteur.

En effet, pour 6 < 0.6° ajuster 'angle (3 tel que 5 ~ 0.8 6 reviendrait a avoir I,,4; < Isu

et cela dégraderait la résolution relative.

—e— 3 optimisé ||
f .~ B=05 |]
I 5_2 |1
I . s—o ||
10! p =45

Nl i |
3
107 ¢ ]
AN :/
1073

s

Ll Ll Ll Lol | Ll
1073 1072 107t 10° 101 102
0(°)

FIGURE I1.2.20 — Mesure expérimentale de la résolution relative Af/6 en fonction de 6 (°),
avec 3 optimisé en chaque valeur de ¢ selon la relation 3., ~ 0.80 puis avec différentes
valeurs fixes de 5 : 8 =0.5°, 8 =2° B =9°et § = 45°.

Nous constatons une diminution de rapport Af/60 jusqu’a 6 ~ 0.6°, pour atteindre un
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plateau autour de Af/6 ~ 1.71073.

Notion de calibre

En pratique, il peut étre compliqué d’ajuster de maniere continue I’angle /5 pour chaque
6 donné.

A Tinstar d’un voltmetre, ou il est possible de choisir un calibre en fonction de la
valeur de tension & mesurer, nous pouvons définir un petit nombre d’angles de biais 5 qui
vont faire office de calibres pour la mesure du pouvoir rotatoire.

Chacune de ces valeurs de § va en effet permettre de mesurer une certaine gamme de
pouvoirs rotatoires 6 en gardant une résolution relative Af/6 modérée.

Comme nous pouvons le voir sur la figure 11.2.20, la résolution relative reste ici infé-
rieure & 2.51073 en choisissant comme valeurs calibres de 3 : 3 = 0.5° pour les 6 < 0.6°,
£ = 2° pour les 0 de 0.6° a 2.5°, § = 9° pour les # de 2.5° a 11° et f = 45° pour les
0> 11°.

Ceci pourra étre utile notamment en microscopie, pour adapter simplement la résolu-
tion de la mesure de retardance a la dynamique des anisotropies optiques présentes dans

les milieux d’étude.

Conclusion

Dans le présent chapitre, nous avons démontré le principe de mesure d’anisotropie
optique sur fond noir par codage spectral dans le cas de la mesure du pouvoir rotatoire.
Le dispositif développé nous a notamment permis de valider le modele du bruit proposé
dans le chapitre précédent.

Ce dispositif permet de réaliser des mesures du pouvoir rotatoire avec une résolution
A0 i ~ 1.1107%° /v/Hz, soit pour une mesure en 10 us, Ag = 3.41074°.

A titre de comparaison, la configuration sur fond noir pour la mesure du pouvoir
rotatoire par codage spectral, introduite en 2020 par Y. Nishiyama et al. [202] et présentée
dans le troisitme chapitre de la premiere partie, section 1.3.4, a une résolution de A8, 77 =
1107%2°/v/Hz.

La précision est quant a elle plus difficile a estimer et semble surtout liée a I'erreur sur
la valeur de I’angle de biais 5 (lame By).

Dans le prochain chapitre, nous allons décliner ce principe pour la mesure de la retar-

dance linéaire et de son azimut.
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CHAPITRE 11.3

DISPOSITIF DE MESURE SUR FOND NOIR
DE LA RETARDANCE LINEAIRE ET DE
SON AZIMUT PAR CODAGE SPECTRAL DE
LA POLARISATION

Dans le précédent chapitre, nous avons démontré le principe de la mesure sur fond
noir du pouvoir rotatoire par codage spectral de la polarisation et validé le modele de
bruit associé. Nous allons a présent décliner ce principe pour la mesure de la retardance

linéaire et de son azimut. Il y a donc ici deux informations polarimétriques a mesurer.

La retardance linéaire est le déphasage entre deux états de polarisation propres li-
néaires, qui peut étre induite par un milieu présentant une biréfringence linéaire. L’azi-
mut de la retardance va correspondre a l'orientation d’une des lignes neutres (axe lent ou

rapide) du milieu biréfringent.

Le présent chapitre va décrire le principe de fonctionnement du dispositif de mesure
de la retardance linéaire et de son azimut. L’élément crucial de cette configuration est
la présence de deux lames quart d’onde (A/4), qui vont permettre de découpler les deux
informations polarimétriques a mesurer. Aussi, nous allons nous intéresser a la caracté-
risation de ces lames afin de sélectionner les plus adaptées pour ce dispositif. Ensuite
nous étudierons I'impact des erreurs systématiques associées a ces lames et proposerons
des stratégies pour le limiter. Enfin, nous validerons expérimentalement le principe de la

mesure sur fond noir de la retardance linéaire et de son azimut.
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Chapitre 11.3 — Dispositif de mesure sur fond noir de la retardance linéaire et de son azimut
par codage spectral de la polarisation

11.3.1 Présentation de la configuration de mesure de

la retardance linéaire

Nous présentons ici la configuration dédiée a la mesure de la retardance linéaire, telle
que présentée sur la figure 11.3.1. Ici le milieu d’étude présentant une retardance linéaire
LR, d’azimut «, est encadré par deux lames \/4, QW; et QW5, orientées respectivement

a —45° et +45° par rapport a ’axe du polariseur P;.

source d
balayage

Ficure I1.3.1 — Dispositif de mesure sur fond noir de la retardance linéaire et de son
azimut par codage spectral de la polarisation, avec une source a balayage en fréquence
optique, deux lames de phase, la lame B; d’épaisseur be, orientée d’un angle S par rapport
a l'axe vertical et la lame By d’épaisseur le, aligné a ’axe vertical, deux lames \/4, QW
et QWs, orientées respectivement a —45° et +45° par rapport a I’axe du polariseur P,
deux polariseurs croisés P; et P, ainsi qu'un détecteur D.

L’ajout de la lame A/4 QW; a 45° permet de transformer les états de polarisation
proches d’un état linéaire en des états de polarisation proches d’un état circulaire. Il est
possible de le percevoir sur la sphere de Poincaré, en représentant les états de polarisation
éclairant I’échantillon (apres les lames de codage et la premiere lame QW - voir figure
11.3.2).

La combinaison de la lame \/4 QW5 & —45° et du polariseur P, croisé avec le polariseur
Py, forme quant a elle un analyseur d’états de polarisation circulaires. Cette nouvelle
configuration est donc un polarimetre sur fond noir qui sonde le milieu d’étude avec

des états de polarisation proches du circulaire, alors que pour le dispositif du chapitre
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11.3.1. Présentation de la configuration de mesure de la retardance linéaire

F1GURE I1.3.2 — Représentation sur la sphere de Poincarré des états de polarisation pour
le dispositif de mesure de la retardance linéaire, pour a = 1 et b = 5, avec un faible 3, au
niveau du milieu d’étude

précédent les états de polarisation étaient proches du linéaire.

L’intérét de sonder le milieu d’étude avec des états de polarisation circulaires est de
pouvoir mesurer indépendamment I'amplitude et I'azimut de la retardance linéaire. En
effet, nous allons montrer que I'amplitude du signal va porter I'information de la valeur
de la retardance linéaire et la phase du signal va porter I'information de 'azimut de la

retardance linéaire.

Dans le cas d’un milieu présentant une retardance linéaire, d’amplitude LR et d’azimut
a, la matrice de Jones [Apgr| s'écrit dans le repere formé par les vecteurs propres |H) et

|V') des polariseurs P; et P :

ejLR/2 COS2 o + e_jLR/2 Sin2 o ](Sln LR/Q) SIH(QOZ)

ALral = ; j
Arral —jsin(LR/2)sin(2a) eILR12 6in? o + e ILE/2 cos? o

(I1.3.1)

Nous notons la matrice [A] qui est la combinaison de la matrice de Jones [Apg,]
encadrée par deux lames A /4 orientées a +45° et —45° par rapport a I’axe du polariseur P,

tel que représenté sur la figure I1.3.1, dont les matrices de Jones sont notées respectivement
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JQW1 (+45o) et JQW2(—45O), soit :

[A] = JQW2(_45O)'[ALR,CY]’JQW1 (+45o)
cos(LR/2) sin(LR/2)e™72

[A] = _ . (I1.3.2)
—sin(LR/2)e 72 cos(LR/2)
Ceci donne a; = (H|A|V) =sin(LR/2)e 72 et a = (H|A|H) = cos(LR/2).
L’expression des pics F, et Fj, devient alors :
Fo, = —Tsamp locos LR cos?(B3) sin?(3) el %0
1 . A
Fop = —3 Teamp To sin LR cos®(3) sin(B)ed @ Fb)o0 g3 2 (I1.3.3)
Le rapport v = F;—jb e~ e Argl=Fal $écrit donc
. — 5 Teamp Io sin LR cos®(B) sin(B)e/(@t0)%0 gi2e
—Tsamp To cos LR cos?(3) sin?(3)eia¢o
tan LR
= _———¢l%° 11.3.4
K 2 tan (8 ¢ ( )

En prenant le module de v, nous pouvons alors obtenir I'amplitude de la retardance
linéaire LR (de manieére similaire a la mesure du pouvoir rotatoire, développé dans le
chapitre précédent) et en prenant 'argument, il devient possible de remonter a l’azimut

de la retardance linéaire «, selon les relations :

LR = arctan(2|y| tan )

a= ;Arg[’y] (I1.3.5)

Ici nous remarquons que la fonction arctangente n’est définie que jusqu’a 7/2, or la
retardance linéaire LR est définie de 0 a 7. Pour mesurer une retardance linéaire comprise

entre m/2 et 7, il faut donc modifier la relation I1.3.5.

Pour ce faire, nous allons nous servir du signe du pic F5. En effet, les parties réelles
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I1.3.2. Choiz des lames \/4

du pic Fy et du pic F2Y (sans milieu d’étude), s’expriment :

Re[F5) o< —sin? 23 cos LR cos 5¢y
Re[FP%) o« —sin? 23 cos 5¢y (I1.3.6)

Ainsi en calculant la partie réelle du rapport Fy/FP% nous avons :

Re[F5/FP%) « cos LR (I1.3.7)

Le signe de cos LR nous permet alors de déplier la valeur de la retardance linéaire LR
entre 0 et 7, grace a la formule :
T

F:
LR = sign[Re[ 5] x (arctan(2]| tan §) - g) +5 (I1.3.8)
5

avec sign|x], une fonction qui prend la valeur 1 quand x est positif et —1 quand z est

négatif.

I1.3.2 Choix des lames \/4

Il s’avere que le choix des lames \/4 est crucial pour les performances de notre dispo-
sitif. Deux criteres sont a considérer. D’abord puisque le dispositif de mesure fonctionne
selon le principe du codage spectral de la polarisation, il faut vérifier que la réponse pola-
rimétrique de chaque lame A/4 soit la plus neutre possible dans la bande spectrale balayée
par la swept-source, c’est-a-dire 110 nm.

Ensuite il est nécessaire que les deux lames utilisées se compensent bien, c¢’est a dire
qu’elles aient la méme épaisseur, afin de garantir I’extinction lumineuse lorsque ’angle de
biais 3 est nul.

Il existe plusieurs technologies de lames A/4 [230] :

— les lames d’ordre zéro compensées, qui consistent en deux lames a retard dun
méme matériau biréfringent d’ordre multiple dont les axes se croisent de sorte que
le retard effectif corresponde a la différence entre les deux.

— les lames vrais ordre 0, se composent d’un matériau biréfringent unique formant
une lame ultra-fine (quelques pm).

— les lames achromatiques, qui sont la combinaison de deux lames a retard, chacune
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faite d'un matériau différent, choisi pour que la dispersion de la biréfringence as-
sociée a chaque lame se compense et permette de produire un déphasage de 7/2
sur toute la bande spectrale.

Nous avons testé trois jeux de lames de matériaux différents : un jeu de lames en
quartz SiOs, vrai ordre 0 a 1060 nm, un jeu de lames en fluorure de magnésium M gF;,
vrai ordre 0 & 1060 nm et un jeu de lames SiOy + M gF5, achromatiques sur une gamme
spectrale 600 — 1200 nm. Nous avons également testé des lames ordre 0 compensées mais

dont la qualité ne permettait pas de réaliser I'extinction.

I1.3.2.1 Caractérisation de la réponse polarimétrique d’une lame

A/4

Afin d’évaluer la réponse polarimétrique d’une lame A/4, nous la plagons dans notre
dispositif de mesure du pouvoir rotatoire, au niveau du milieu d’étude, tel que représenté
sur la figure I1.3.3. Nous tournons cette lame de maniere a aligner ses axes sur 'axe du

polariseur P;.

source d
balayage

FIGURE 11.3.3 — Montage pour la caractérisation de la réponse spectrale d’'une lame \/4,
notée QW

Nous travaillons ici en gardant constant 'angle g = 0.5° et nous ajustons I pour ne
pas saturer le détecteur le cas échéant. Les spectres obtenus pour les trois types de lames

sont tracés figure 11.3.4.
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Sans lames \/4

A/4 achromatique

1 \ 1
0.8 0.8+ 2
— 0.6 — 0.6 i
B 0.4 B 0.4 2
0.2 ] 0.2 M
! > 3 ! 2 3
Temps (us) Temps (us)
A4 en Mgk, A/4 en SiO,
1 T T 1 T T
0.8 : 0.8 | \ |
o6l | TR T |
= T T
~ 3 \
" 1= i 1
| i
. TR o»“‘ﬂ““” I
1 2 3 4 1 2 3 4
Temps (115) Temps (11s)

FIGURE 11.3.4 — Spectres cannelés acquis avec § = 0.5° pour une lame A/4 (une seule
lame) : une lame achromatique, une lame en fluorure de magnésium MgF, et une lame
en quartz SiOs ; ainsi que sans lame \/4.
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Si les lames présentaient un pur retard linéaire, le spectre ne serait pas modifié lorsque
leurs axes sont alignés sur ’axe du polariseur P;. En pratique, nos lames modifient signi-
ficativement le spectre.

Nous pouvons constater que la lame /4 achromatique compensée déforme de maniere
trés importante le spectre (figure 11.3.4). Cela est peut-étre di a la technologie employée,
c’est-a-dire la combinaison de deux lames se compensant. Les axes des deux lames doivent
étre parfaitement alignés. Or ceci est difficile a réaliser en pratique et ces axes sont peut-
étre légerement décalés, créant en sortie un état de polarisation elliptique au lieu d'un
état linéaire, ce qui rend impossible d’obtenir un spectre non-modifié par cette lame
achromatique compensée.

La lame A/4 en MgFy en revanche modifie peu le spectre, il semble donc qu’il faille
privilégier la technologie des lames vrai ordre 0.

La lame A/4 en SiO,, également vrai ordre 0, modifie davantage le spectre que la
lame \/4 en MgF;. Ceci est peut-étre lié au choix du matériau. En effet, le quartz, outre
la biréfringence linéaire, présente un pouvoir rotatoire [231, 232]. La combinaison de ces
deux effets dégrade donc la réponse polarimétrique de la lame A/4 en SiOy par rapport a
la A\/4 en MgFs.

En considérant une dispersion du pouvoir rotatoire en 1/A\%, nous pouvons estimer a
partir de [231] que le pouvoir rotatoire par unité d’épaisseur de la lame \/4 en SiO; est
de 3500°/m. Son épaisseur étant environ égale a 30 um, le pouvoir rotatoire associé est
de Ogw =~ 30107 x 3500 ~ 0.1°. Ceci semble conforme aux observations expérimentales.

En effet, en tragant les transformées de Fourier associées aux spectres des lames \/4
(voir figure I1.3.5) puis en calculant le rapport 7, nous obtenons pour la lame A/4 en
Si0q, Ogw = By ~ 0.5 x 0.018 ~ 0.09°.

I1.3.2.2 Vérification de la compensation de deux lames \/4

A présent, nous plagons les deux lames A/4 dans la configuration du dispositif de
mesure de la retardance linéaire et de son azimut, c’est a dire orientés respectivement a
—45° et +45° par rapport a ’axe du polariseur P, sans milieu d’étude, tel que représenté
sur la figure 11.3.6. Nous fixons I'angle de biais § = 0.5°.

Si les lames A\/4 étaient parfaites, c’est-a-dire qu’elles étaient d’épaisseurs identiques,
elles se compenseraient parfaitement dans cette configuration et I,,4,, le maximum du
spectre observé serait le méme que sans lames A/4. Or ici les lames ne se compensent pas

parfaitement et nous sommes obligés de réduire la puissance incidente I, de maniére a ne
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T T
—Sans A\/4
10° K — Achro. ||
L e MgF2 ]
i — Si0, ]
107" ]
1072} E
~ X ]
SN i ]
~ L |
~
10_3 ; ;
10~ g
107 g 2
0.2

F1GURE I1.3.5 — Valeur absolue de la tranformée de Fourier des spectres cannelés acquis
avec 5 = 0.5° pour une lame \/4 (une seule lame) : une lame achromatique, une lame vrai
ordre 0 en fluorure de magnésium MgF5 et une lame vrai ordre 0 en quartz SiOs ; ainsi
que sans lames \/4 (Courbes normalisées par rapport a la composante continue Ip¢).
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Chapitre 11.3 — Dispositif de mesure sur fond noir de la retardance linéaire et de son azimut
par codage spectral de la polarisation

source d
balayage

FIGURE I1.3.6 — Montage pour la vérification de la compensation de deux lames \/4,
QW et QW,, orientées respectivement a —45° et +45° par rapport a ’axe du polariseur
Pr.

pas saturer le détecteur, c’est-a-dire pour garder I,,,,. = Is. Or cela nous éloigne d’une
configuration sur fond noir. Plus la valeur I, est forte, meilleure est la compensation des
lames \/4.

Les valeurs de I ajustées de maniere a ne pas saturer le détecteur sont reportées
sur la figure 11.3.8, sans lames A/4 et pour des lames A\/4 : achromatiques compensées

S10y + Mgk, vrai ordre 0 en fluorure de magnésium M gF5 et en quartz Si0s.

D’apres ces valeurs, nous avons choisi d’utiliser les lames A\ /4 en quartz SiO pour étre
au plus pres d'une configuration sur fond noir. Ce sont en effet celles qui se compensent
le mieux et qui donc nécessitent de réduire le moins la puissance incidente Iy. Le pouvoir

rotatoire résiduel de ces lames pourra étre considéré comme une erreur systématique.

Nous allons a présent simuler 'impact des imperfections des lames A/4 sur la mesure

de la retardance linéaire et de son azimut.
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Sans lames \/4

Achromatique compensée

1 T 1 T T T T
0.8 : 0.8 2
0.6 106 .
el el
0.4 1% 04 |
0.2 |l 0.2 M w .
| | | | | |
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Temps (us) Temps (us)
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1 T T T T 1 T T
l
0.8 : 0.8 2
‘H \“HM ‘H
l
— 06 1= 06] “ ‘ \‘” ‘ |
\i \i M ‘ ,
(Il w m« ‘w ‘ c‘w‘\c\c‘ |
\ \ Iy
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W‘\“JHW\“\H | \‘\\\‘MM”H”M”“"HH
‘\‘ ‘\ ‘\ u‘
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Temps (115) Temps (11s)
FIGURE I1.3.7 — Spectres cannelés acquis avec deux lames \/4 (& —45° et +45°) : deux

lames achromatiques compensées, deux lames en fluorure de magnésium MgF, et deux
lames en quartz SiO,, avec 5 = 0.46°; ainsi que sans lame \/4
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181 17.2 h
16 |

14

12 |-

10 |- 9.4 :

Iy (mW)

4.5
- |

I
Sans A\/4 Achro. comp. Mgk, S104

FIGURE I1.3.8 — Puissance incidente Iy (mW) ajustée de maniére a ne pas saturer le
détecteur pour 8 = 0.5°, avec deux lames A /4, & —45° et +45° : deux lames achromatiques,
deux lames en fluorure de magnésium M gF;, deux lames en quartz Si0,, ainsi que sans

lame \/4

11.3.3 Erreurs systématiques, méthodes de compen-

sation et stabilité temporelle

I1.3.3.1 Influence de la largeur spectrale de la source a balayage

sur la mesure de la retardance linéaire

Nous avons vu que la mesure polarimétrique par codage spectrale a ’avantage de
paralléliser la génération et ’analyse des états de polarisation en associant chaque état
de polarisation a une longueur d’onde. Toutefois, la mesure n’a de sens qu’en supposant
que la retardance du milieu biréfringent est identique sur tout le spectre de la source a
balayage et nous avons jusqu’a présent considéré que tel était le cas.

En réalité, LR, ,icu, la retardance linéaire induite par le milieu anisotrope dépend de
la fréquence optique v selon I'équation I11.3.9.

LRpitien(v) = :)(LRM@U(VO) + 271 p) (11.3.9)

ol v est la fréquence optique centrale de la source a balayage, p 'ordre du milieu et
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F1GURE I1.3.9 — Valeur absolue de la tranformée de Fourier des spectres cannelés acquis
avec deux lames A/4 (& —45° et +45°) : deux lames achromatiques compensées, deux
lames en M gFy et deux lames Si0,, avec § = 0.46°; ainsi que sans lames
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L Ryitieu(vy) la retardance linéaire du milieu définie entre 0 et m a 1. La dispersion des
indices de réfraction n’est pas considérée ici.

Sur la figure I1.3.10, nous avons simulé la mesure de la retardance linéaire pour
LRitieuwyy = 0.1° et f = 0.5°, avec une source a balayage en fréquence optique dont

le spectre est centré a 1060 nm et possede une largeur spectrale de 110 nm.

5F ]

4| . |

LRmes (O)
[\)
!

Ordre p

F1Gure 11.3.10 — Simulations de la retardance linéaire mesurée LR, (°) selon I'ordre p
d’un milieu biréfringent linéaire, avec LR ijicu(r,) = 0.1° & 1060 nm.

Selon la valeur de I'ordre p, c¢’est-a-dire 1’épaisseur du milieu, I’erreur entre la valeur
mesurée et la valeur théorique augmente et pour un milieu d’ordre zéro, cette erreur est
de LR =2.2107*° avec LRy itieu(wy) = 0.1° et = 0.5°.

Cette erreur est aussi présente dans une moindre mesure pour les milieux d’ordre 0.
Pour la mettre en évidence, nous avons simulé la mesure de la retardance linéaire pour des
retardances allant de 0° a 10° en fonction de la largeur spectrale de la source a balayage,
soit 110nm, 50nm et 25 nm autour d’'une méme longueur d’onde centrale de 1060 nm.
Dans cette simulation, les épaisseurs des lames de codage sont ajustées de maniere a
conserver le méme nombre de périodes (6 périodes entieres de la modulation a la fréquence
fo) pour chaque largeur spectrale et le méme nombre de canaux d’échantillonnages (994
canaux). La figure I1.3.11 présente la différence entre la valeur théorique L Rpiticu(ve) €t la
valeur mesurée LR,,.;.

Comme attendu, la différence entre la valeur de la retardance linéaire mesurée et la

valeur théorique diminue lorsque la largeur de la bande spectrale de la source rétrécit.
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102
2.5 [T T

|LRmes — LRmilieu(Vo)’ (O)

0 2 4 6 8 10
LRmilieu(uo) (O)

FiGURE 11.3.11 — Simulations de la différence entre la valeur de la retardance linéaire
mesurée et la valeur théorique |LRyes — LRmiicu(vy)| (°) en fonction de la largeur spectrale
de la source a balayage, avec LR ijieu(r,) allant de 0° a 10° et § = 0.5°

11.3.3.2 Simulation de l’influence des imperfections des lames
A4

Afin de comprendre I'impact des imperfections des lames A\/4 sur la mesure de la retar-
dance linéaire et de son azimut, nous simulons notre dispositif de mesure de la retardance
linéaire avec les parametres suivants :

— Angle de biais : 5 = 0.5°.

— Epaisseurs des lames de codage : le = 0.4mm et 5e = 2mm.

— Biréfringence des lames de codage (YVO, a A = 1060nm) : An = 0.2079, en

considérant An constant sur la bande spectrale d’analyse.

— Longueur d’onde minimale \,,;, = 1005 nm et longueur d’onde maximale A4, =
1115nm de la bande spectrale d’analyse, soit une largeur de la bande spectrale
d’analyse AX = 1115 — 1005 = 110nm et une longueur d’onde centrale \g =
(1115 — 1005)/2 = 1060 nm.

— 994 canaux d’échantillonnage (6 périodes entieres de la modulation a la fréquence
Jo)-

— Retard optique du milieu d’étude : Ane = 1nm, soit une retardance linéaire de
LR ~ 0.345° a \g = 1060nm.
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Puisqu’expérimentalement il est plus facile de faire varier la valeur de I'azimut que
celle de I'amplitude de la retardance linéaire d'un milieu d’étude (il suffit de le tourner),
nous simulons la mesure d'un milieu d’étude dont 'amplitude de la retardance linéaire

est constante et dont I'azimut a varie de —90° a +90° par pas de 5° .

Simulations avec des lames \/4 achromatiques, d’épaisseurs identiques

Nous simulons d’abord notre dispositif de mesure de la retardance linéaire avec des
lames \/4 parfaites (figure 11.3.12), c’est a dire parfaitement alignées, achromatiques sur
la bande spectrale d’analyse et d’épaisseurs identiques, le retard optique de chaque lame

est égal a (Ane)ow, = (Ane)ow, = \o/4.

0.36 90T ]

60 | -
0.35 | 30| i

0 [ |
~ 0.34 1T =30} .

Rmes (o)
Umes (°)

—60 N
—90 + N

0.33

| |
-90 —60 =30 0 30 60 90 -90 —-60 =30 0 30 60 90
a(®) a(®)

FIGURE 11.3.12 — Mesures de la retardance linéaire de LR,,es (en °) et de Pazimut ayyes
(en °), simulées avec des lames \/4 parfaites, pour une retardance linéaire de LR = 0.345°
et a allant de —90° a +90° par pas de 5°

Les résultats obtenus sont conformes a ceux attendus théoriquement, a savoir que
I’amplitude de la retardance linéaire ne varie pas lorsque 'azimut de la retardance varie
et que 'azimut de la retardance mesurée a,,., est égale a I'azimut de la retardance simulée
a. Cela valide le programme de simulation. Regardons a présent 'effet des différents écarts

a la théorie.
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Simulations de lames \/4 d’ordre 0, 1 et 2

Le retard optique des lames \/4 est & présent égal a (Ane)ow, = (Ane)ow, = Ao/4+
Ao p, avec p l'ordre des lames A/4.

Notre dispositif de mesure de la retardance linéaire est simulé avec des lames \/4
achromatiques (parfaites) ainsi qu’avec des lames A/4 d’ordre 0, 1 et 2 et les résultats

sont présentés figure 11.3.13.

0.36 00l ]

60 -

— 0.35 | 1 30 i

3 \5 0l |
Sk

~ 034} 1 =30f i

_60 . |

0.33 L | | | | | | =90 [ | | | | | | L

—90 —60 =30 O 30 60 90 —-90 —60 —-30 O 30 60 90

a(°) (%)

—e—achromatique; —#—ordre 0; —e—ordre 1; ——ordre 2

FIGURE I1.3.13 — Mesures de la retardance linéaire de LR, s (en °) et de 'azimut s
(en °), simulées avec des lames des lames \/4 achromatiques (parfaites) ainsi qu’avec des
lames \/4 d’ordre 0, 1 et 2, pour une retardance linéaire de LR = 0.345° et « allant de
—90° a +90° par pas de 5°

Nous constatons qu’il n’y a pas de différence significative entre des lames A/4 achro-
matiques (parfaites) et des lames A/4 d’ordre 0. Ceci valide le choix d’utiliser des lames

A/4 d’ordre 0 pour I'implémentation expérimentale du dispositif.

Simulations de lames d’ordre 0, de retards optiques identiques mais différents
de )\0/4

Puisque notre source laser balaie en longueur d’onde sur une bande spectrale de
110 nm, nous cherchons a vérifier que la variation du déphasage des lames A/4 d’ordre 0
ne dégrade pas la mesure lorsque la longueur d’onde n’est plus égale a la longueur d’onde

centrale Ag.
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Pour ce faire nous simulons le dispositif de mesure de la retardance linéaire avec des
lames A/4 d’ordre 0, identiques et dont le retard optique est décalé par rapport a \g/4
telle que (Ane)gw, = (Ane)ow, = Xo/4 + Agw, avec Agw égale a 0nm, 5nm, 10 nm et

15nm par rapport a A\g/4 et nous présentons les résultats figure 11.3.14.

0.350

90 [ ]
0.348 - 60 | i
20.346 | 1 39 |
. 0| |
50344 | 1 &

_ ° 30| |
0.342| 1 60| .
_90 - B

0340 | | | | | | | | | | | | | |
—90 =60 —30 0 30 60 90 —90 =60 =30 0 30 60 90

a(®) a(®)

—— Agw = 0nm; = Agw = dnm;—e Agw = 10nm; — Agw = 15nm

FIGURE 11.3.14 — Mesures de la retardance linéaire de LR,,es (en °) et de Pazimut ayyes
(en °), simulées avec des lames d’ordre 0 dont le retard optique est décalé par rapport a
Xo/4 de 0nm, 5nm, 10nm et 15nm, pour une retardance linéaire de LR = 0.34° et «
allant de —90° a +90° par pas de 5°

Nous constatons que la variation du retard optique des lames /4 n’a qu'un impact
limité sur la mesure de la retardance linéaire et de son azimut, dans le cas de lames \/4
d’ordre 0.

Simulations de lames d’ordre 0, de retards optiques différents

La précision sur le retard optique d'une lame \/4 est typiquement de Agy ~ 3nm.

Aussi nous simulons le dispositif de mesure de la retardance linéaire avec des lames
A/4 d’ordre 0 présentant un retard optique différent, c’est a dire qu’elles ne sont plus
d’épaisseurs identiques, tel que (Ane)ow, = Ao/4 et (Ane)ow, = Ao/4 + Agws,, avec la
différence de retard optique entre les deux lames Agy, de 0nm, 1nm, 2nm et 3nm. Les
résultats sont affichés sur la figure 11.3.15.

Nous constatons une tres forte influence de la non-compensation des lames A/4. 11

s’agit la d’une limitation importante.
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FIGURE 11.3.15 — Mesures de la retardance linéaire de LR, s (en °) et de 'azimut a5 (en
°), simulées avec des lames d’ordre 0 avec une différence de retard optique entre les deux
lames Agw, de 0nm, 1nm, 2nm et 3nm, pour une retardance linéaire de LR = 0.34° et
a allant de —90° a +90° par pas de 5°

Simulations du désalignement des lames \/4

Nous simulons le dispositif de mesure de la retardance linéaire avec des lames /4
d’ordre 0 désalignées entre elles, avec dpgw, = 0° et dpow, de 0°, 0.001°, 0.01° et 0.1°
(figure 11.3.16).

Nous constatons une forte influence du désalignement des lames \/4. Idéalement, il
faudrait pouvoir aligner les lames A/4 avec une précision meilleure que 1/100°, ce qui est

difficile en pratique.

Simulations de lames \/4 présentant un pouvoir rotatoire

Nous avons vu que certains matériaux comme le quartz présentent, outre de la biré-
fringence linéaire, du pouvoir rotatoire. Nous simulons donc I'impact de lames A/4 d’ordre
0 présentant chacune un pouvoir rotatoire identique, tel que Oy = 0°, 0.002°, 0.01° et
0.05°.

Nous constatons que la présence d’un pouvoir rotatoire supplémentaire sur les lames
A/4 a également une forte influence. Idéalement, il est donc préférable de travailler avec

lames fabriquées dans un matériau ne présentant pas de pouvoir rotatoire.
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FIGURE 11.3.16 — Mesures de la retardance linéaire de LR,,es (en ©) et de Pazimut aypes
(en °), simulées avec des lames A/4 d’ordre 0 désalignées entre elles de dpgw, de 0°, 0.001°,
0.01° et 0.1°, pour une retardance linéaire de LR = 0.34° et a allant de —90° a +90° par

pas de 5°
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FIGURE I1.3.17 — Mesures de la retardance linéaire de LR,,.s (en °) et de 'azimut e
(en °), simulées avec des lames A\/4 d’ordre 0 présentant un pouvoir rotatoire fgu de 0°,
0.002°, 0.01° et 0.05°, pour une retardance linéaire de LR = 0.34° et « allant de —90° a

+90° par pas de 5°
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I1.3.3.3 Evaluation analytique de I'impact des erreurs systéma-

tiques et procédure de correction
Evaluation analytique de 'impact des erreurs systématiques

De la méme maniere que pour le pouvoir rotatoire, afin d’étudier I'impact des erreurs
systématiques sur la précision de la mesure de notre dispositif, nous notons d,,, les erreurs
systématiques que nous considérons faibles. Ces erreurs peuvent correspondre aux désali-
gnements des éléments optiques (lames B; et By, analyseur P et lames \/4 QW et QW5)
et aux erreurs d’épaisseurs des lames A/4. Nous pouvons alors réécrire les pics F5(LR, d,,)
et Fs(LR,J,) en fonction de LR et de §,, par une approximation d’un polynéme de Taylor

de second ordre tel que :

OF
F5(LR,6,) = FP¢ + 8L;% (0,0) LR

+Zﬂ(o 0)LRS6 (I1.3.10)
—~ LR A0, " o
OF,
Fs(LR,6,) = FPC + 5 L;
0% Fy
+ Z JLR 5.

(0,0)LR

0,0) LR 6, (11.3.11)

en ne gardant que le premier ordre de LR et avec FPC et FPY Pamplitude complexe

des pics Fj et Iy sans milieu d’étude, telles que :

OFs 0

FPY = F5(0,0) +Z ,0) 4,

0’ Fy
- Z 852 (0,0)62 (11.3.12)

FPY = F5(0,0) +Z 00)5n

0% Fy )
5 }nj 752 (0,0)62 (11.3.13)
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En négligeant 3?LR devant SLR, nous obtenons pour une faible retardance linéaire :

Fy~ FPY oc —(1 =382 (1 + D un(B,6,))e (11.3.14)

1 . .
Fy — FPY « —5(1 — 3 LR B(1 +v(B, 6om, ) )e? 2~ %0@m 6% (I1.3.15)

ol u, et v sont des fonctions réelles qui tendent vers 0 sans erreurs systématiques, dgp,
est I'erreur d’orientation sur la lame B; et dpgw,, 'erreur d’orientation sur la premiere
lame \/4 QW;.

Le rapport ui correspond a une mesure & vide, s’écrit :
BG )

FBG
V86 = Fpa ¢ Argl= ] (I1.3.16)
5

Nous pouvons alors calculer le ratio corrigé veo-, tel que :

L .
Yeorr =7 — VYBG = U)L;%ﬁlq 6J2(O‘7‘50QW1) (IIBl?)

avec wrr = (1 +v)/(1+ X, u,), qui peut s’écrire :

- 1 + g,/
" (1+ 0, /B) - 2(03p, + S, + Odow, T 4055, + 2035,) — (5w, + 0w,) — den./B
(I1.3.18)

avec 0gp, , 09B,, 06Qw; » OsQw, €t dgp,, respectivement les erreurs d’orientation des lames

By et By, des lames A /4 QW; et QW ainsi que de 'analyseur Ps ; dow, et dow,, les erreurs
de retardances dues aux erreurs d’épaisseurs sur les lames QW et QWs.

Les erreurs dgp, et dgp, sont estimées étre égales a environ 0.01° car leur réglage se fait
en minimisant en temps réel le pic Fg, en profitant de la sensibilité de la mesure sur fond
noir. Nous sommes tout de méme limités par I'imprécision liée aux supports de rotation
manuels. L’erreur dyp, est également estimée a 0.01°, ce qui correspond a la précision de
la platine de rotation motorisée.

Les erreurs d’orientation des lames \/4 dpow, et dpow, sont bien plus importantes et
sont estimées étre égales a environ 0.5°, car le réglage de ces lames se fait sur fond clair du
fait de leurs orientations a £45° et il est moins précis de repérer le maximum. Toutefois
la différence (dpgw, — dogw,) est de ordre de 0.01° car ce réglage se fait sur fond noir

(extinction).
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Une autre source importante d’erreur vient des retardances dow, et dgw, dues aux
erreurs d’épaisseurs des lames QW5 et QW,. Cette erreur est estimée étre égale a Agy =
A/300 ~ 3nm (spécifiée par le fabricant), soit une retardance équivalente a dgw = 1.02° (a
1060 nm). Par ailleurs, les lames A/4 choisies sont de type ordre 0, ce qui limite 'influence
de la dispersion chromatique.

Enfin, la prise en compte de lames \/4 présentant un pouvoir rotatoire étant complexe

analytiquement, nous ne ’avons pas inclus dans ce modele simplifié.

Correction par soustraction d’une mesure a vide

Un élément particulierement intéressant apparait avec l'expression de 7. Nous
constatons d’apres 1’équation I1.3.17 qu’en soustrayant a notre mesure v une mesure a
vide vpg, ¢’est-a-dire réalisée sans milieu d’étude, nous pouvons éliminer une partie de
I'influence des erreurs systématiques et ainsi découpler la mesure de 'amplitude de la
retardance de celle de son azimut.

Afin de tester la validité de cette méthode, nous simulons le dispositif pour une retar-
dance linéaire de LR = 0.34° et v allant de —90° a +90° par pas de 5°, en ajoutant de mul-
tiples erreurs systématiques : dpp, = 0.05°, Agw, = 3nm, dpqw, = 0.1° et dpp, = —0.01°
et nous affichons les résultats sur la figure I1.3.18.

T 90 | ]
0.6 R o o

\‘ ,' * 60 [ : |

> _ 30| .
i 0.4 "‘_Il‘IIIIIIIIIIIIIIIm’ < 0 :
e \ 3 3 !

3 o ° 30| =
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| ',' —60 1| =

0 | | | | | | —90 | | | | | | wa

—90 —60 =30 0 30 60 90 —90 —60 =30 0 30 60 90

a(°) ()

- == sans soustraction de vgg; —#— avec soustraction de vp¢

FIGURE I1.3.18 — Mesures de la retardance linéaire de LR, (°) et de Pazimut 6,,.s (°)
simulées avec des lames A/4 d’ordre 0, avec dgp, = 0.05°, Agw, = 3nm, dpow, = 0.1° et
dopor = —0.01°, pour une retardance linéaire de LR = 0.34° et a allant de —90° a +90°
par pas de 5°; en rouge : avec correction; en bleu : sans correction
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Nous pouvons constater sur la figure 11.3.18 qu’avec la soustraction d’une mesure
a vide, il est bien possible de corriger 1'essentiel des erreurs systématiques et donc de
découpler la mesure de I'amplitude de la retardance et celle de son azimut. Un biais sur
la valeur de la retardance linéaire d’environ 3.8 1072 ° persiste, associé au coefficient wy .

Pour 8 = 0.5° et avec dgp, = 0.05°, Agw, = 3nm, dpqw, = 0.1° et dgp, = —0.01°,
nous obtenons a partir de I’équation 11.3.18 la valeur wygr = 1.11, soit 00 = (wr g —1)0 =
(1.11 — 1) x 0.34 = 3.81072, ce qui correspond bien au biais constaté sur la valeur de la
retardance linéaire.

En pratique, ces erreurs systématiques pouvant s’additionner ou se compenser (cf.
équation 11.3.18), il est difficile d’évaluer wy g sans un étalon de référence. Or pour bien
faire, il faut que la précision de 1’étalon soit de l'ordre de grandeur de la résolution du
dispositif. Cette résolution étant tres faible, nous n’avons pas trouvé d’étalon satisfaisant

pour réaliser une évaluation pertinente de wpp.

11.3.3.4 Influence des erreurs systématiques sur la résolution et

compensation par ’ajout d’une 3éme lame \/4
Influence des erreurs systématiques sur la résolution

A cause de la présence des erreurs systématiques, la valeur de yp¢ (cf. équation 11.3.17)
n’est pas nulle et cela a un impact sur ’écart-type de la mesure. En effet, d’apres I’équation

I1.3.17, nous pouvons écrire 'écart type du rapport corrigé 7o de la maniere suivante :

WLR ALR

7 (11.3.19)

Ah/corr’ -

avec Alveorr|, I'écart-type de |Yeorr|-
Cet écart-type est relié a 'écart-type de |y| et de |ypg|, respectivement le rapport

calculé avec et sans milieu (référence), par la relation :

(Aeors)* = (AlY])* + (Alvae))* (I1.3.20)

Si nous considérons que || et |ypg| ne sont pas corrélés alors Aly| = Alypa|, et nous

obtenons alors :

(Alyeorr])? = 2(Al7])? (11.3.21)
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D’autre part, puisque que |y| = |Fg/F5|, nous avons :

Aly|
1|

AlF5)
| F5|

Al Fg|

Yo ) (11.3.22)

()" =( )*+ (

Ceci conduit & :

AF

avec AF = AF5 = AFg, écart-type de 'amplitude des pics F5 et Fg, considérés
également comme non-corrélés.

En présence d’erreurs systématiques, le rapport |ygg| n’est pas nul, méme en I’absence
d’échantillon. L’écart-type Al|vy| augmente donc et cela affecte la résolution de la mesure,

suivant la relation :

AF
ALR = Qﬁiiw 1+ |’YBG|2 (11.3.24)

wrr | F5|

Les solutions numériques ne sont pas efficaces pour réduire l'influence de |ypg| sur
la résolution. Il convient donc d’élaborer une maniere de compenser physiquement cette

influence.

Compensation avec une 3éme lame \/4

En pratique, le rapport |ypg| est principalement influencé par la non-compensation
des lames QW et QW;. Afin de compenser cela, nous ajoutons une 3éme lame A/4 QW;
a notre montage, placée juste avant ’analyseur et dont ’axe lent est aligné sur 'axe du
polariseur P, tel que représenté sur la figure 11.3.19.

Afin de visualiser le fonctionnement de cette compensation, nous tragons sur la sphere
de Poincaré les états de polarisation de la lumieére au niveau de l'analyseur P, sur la
figure 11.3.20.

La rosace en noir (figure 11.3.20) représente les états de polarisation au niveau de
I’analyseur en ’absence d’erreurs systématiques et sans milieu d’étude. Celle-ci est centrée
sur S1 (état de polarisation linéaire vertical) et est constituée de 5 lobes (pour un systéme
ol a = bb). Sa taille est définie par un coéne de révolution dont le sommet est le centre de
la sphere et dont I'angle au sommet est égal a 453.

L’état de polarisation de I'analyseur P, est orienté horizontalement (point noir sur la

sphére) et est opposition avec le centre de la rosace noire. Dans ce cas, le pic Fy est nul
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source d
balayage

FiGUuRre I1.3.19 — Dispositif de mesure sur fond noir de la retardance linéaire et de son
azimut par codage spectral de la polarisation, avec la 3éme lame \/4 QW3 de compen-
sation, aligné a ’axe vertical et ’analyseur orienté d'un angle 0.,,.. par rapport a l'axe
horizontal.

et la valeur du rapport |ypg| est donc nulle également. La résolution est alors optimale.

Quand les lames QW7 et QW5 ne se compensent pas parfaitement, la rosace n’est plus
centrée sur I’équateur de la sphere de Poincaré (figure 11.3.20, motif rouge). Ceci augmente

|vBa| car I'état de polarisation de I’analyseur n’est plus orthogonal.

En ajoutant une 3éme lame A\/4 QW3 a notre montage, placée juste avant I’analyseur
et dont I'axe lent est aligné sur I'axe du polariseur Py, la rosace est ramené sur 1’équateur
de la sphere de Poincaré (figure 11.3.20, rosace bleue). Il suffit alors de tourner I'analyseur
d’un angle 6.,,., pour amener son état de polarisation en opposition avec le centre de la

rosace bleue (point bleu sur la sphére), c’est-a-dire 1a ot la valeur de |ypg| sera nulle.

En pratique, cela revient a annuler le pic Fg dans I'espace de Fourier, en ’absence de

milieu d’étude, tel que représenté par la figure I11.3.21.

Nous tracerons la déviation d’Allan sans, puis avec compensation, afin de valider cette

méthode du point de vue de la résolution de la mesure dans la sous-section 11.3.4.2.
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F1GURE I1.3.20 — Resprésentation des états de polarisation sur la sphere de Poincaré au
niveau de l'analyseur : en noir, sans erreurs systématiques; en rouge avec erreurs systé-
matiques, sans compensation ; en bleu, avec erreurs systématiques, avec compensation
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F1GURE I1.3.21 — Valeur absolue de la tranformée de Fourier d’un spectre cannelé, sans
et avec 3éme lame \/4 QW3 (Courbes normalisées par rapport a la composante continue

Ipc)

172



11.3.4. Vérification de la réponse du dispositif en retardance linéaire et en azimut

11.3.4 Vérification de la réponse du dispositif en re-

tardance linéaire et en azimut

I1.3.4.1 Soustraction d’une mesure a vide pour le découplage de

la mesure de la retardance linéaire et de son azimut

Il est difficile de trouver un milieu d’étude présentant une retardance linéaire a la fois
faible et homogene pour réaliser une calibration de notre dispositif.

Pour ce faire nous avons tiré parti du défaut de compensation des lames \/4 en M gF,.
En alignant I’axe rapide de la premiere lame avec I'axe lent de la deuxieme lame, nous
avons créé de la sorte un objet dont la retardance résiduelle est d’environ 1.4°; tout en
étant relativement homogene spatialement. Cet objet va nous servir de milieu d’étude, tel

que représenté figure 11.3.22.

source d
balayage

FicGure I1.3.22 — Montage pour tester le découplage de la mesure de la retardance
linéaire et de son azimut. Objet de retardance linéaire ~ 1.4°, placé sur une monture
rotative permettant d’orienter 'objet de différents angles cuanuer par rapport a ’axe du
polariseur P; afin de simuler différents azimuts

Nous avons placé cet objet sur une monture rotative permettant de l'orienter a diffé-
rents angles ananuer par rapport a ’axe du polariseur P; afin de simuler différents azimuts.
Nous 'avons orienté d’un angle de rotation noté a,,qnue; allant de —180° a +180° par pas

de 10°, en mesurant (moyenne de 10000 acquisitions successives) avec notre dispositif la
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Chapitre 11.3 — Dispositif de mesure sur fond noir de la retardance linéaire et de son azimut
par codage spectral de la polarisation

retardance linéaire LR,,.s en degrés et son azimut a,,.s en degrés a chaque position (voir
figure 11.3.23), avec § = 0.5°.

2 ] T T p
60
151 \ l' “ :
—~ -.-lIIIN?I-....,.'“......-fl""I:I N 30 :
3 1 . ‘\ ,' ‘\ "' \f; O :
S L “_: 2 1
< K S :
—30 J
0.5} .
—60 '

0 \ \ \ \ \ \ r \ \ \

—120 —60 O 60 120 —120 —60 O 60 120
AOmanuel (O) Amanuel (O)

- == sans soustraction de vgq; —#—avec soustraction de vp¢g

FIGURE 11.3.23 — Retardance linéaire LR,,.s (°) et son azimut c,es(°) en fonction de

Qmanuet (©), moyenne de 10000 acquisitions, avec = 0.5°; en rouge : avec correction ; en
bleu : sans correction

Alors que la retardance linéaire mesurée LR,,.s devrait étre constante, quel que soit
I'angle de rotation, ®,anuer, nous la voyons au contraire évoluer fortement (figure 11.3.23,
a gauche, en bleu). De méme I'azimut mesuré «,,.s devrait avoir une relation linéaire avec

Qmanuel, O 12 aussi, les courbes sont déformées (figure 11.3.23, a droite, en bleu).

Nous appliquons alors la correction précédemment présentées, consistant a la soustrac-
tion d'une mesure a vide. Nous affichons alors les courbes corrigées sur la figure 11.3.23

(en rouge). Celles-ci sont tres proches de ce qui est attendu théoriquement, ce qui valide
la procédure de correction.

Néanmoins de légeres variations sur la valeur de la retardance linéaire sont toutefois
visibles. Elles semblent liées a I'inhomogénéité de notre milieu d’étude, la zone sondée par
le laser n’étant pas tout a fait la méme lors de la rotation. Il est en effet délicat expéri-
mentalement d’aligner parfaitement 1’axe optique de cet objet d’étude a ’axe optique du

dispositif de mesure, afin que la rotation de 'objet n’entraine qu'un changement d’azimut.
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11.3.4. Vérification de la réponse du dispositif en retardance linéaire et en azimut

11.3.4.2 Stabilité temporelle

De la méme maniére que pour le pouvoir rotatoire (sous-section 11.2.5.3), nous évaluons
la stabilité temporelle de notre mesure de la retardance linéaire en tragant la déviation
d’Allan (figure 11.3.25).

En effet, puisque nous intégrerons notre dispositif de mesure de la retardance linéaire
dans un microscope a balayage laser, nous devons nous assurer qu’il n’y aura pas de dérive
importante entre les valeurs mesurées au début et a la fin de l'acquisition d’une image
(soit une durée d’environ 1 s).

Nous tragons en bleu sur la figure 11.2.18 la déviation d’Allan sans compensation avec

la 3éme lame A\/4 puis avec cette compensation en vert, ainsi que la courbe de tendance

en 1/\/N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ™

e A,LR sans 3éme \/4 ||

10°3] e A,LR avec 3¢me \/4 ||

§~\ * === courbe de tendance 1/v N |]

L N ° i

L . ®

| 5~~~ i ° . N

4| ~~~ ® |

10 E '0~~ ® o [ ] E

6—\ [ ’”x‘ [ ] a - i

= e .f :
ﬂt \\ * ° ®

q 1075 ; ~~‘~ ) ° [ ] E
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10 100t 10% 1072 1070 100 100 107
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F1cure I1.3.24 — Déviation d’Allan AyLR (°) en fonction du temps d’intégration 7 (s),
sans et avec 3eme lame \/4 QW;

Nous constatons qu’avec la compensation avec la 3éme lame A /4, nous ramenons la ré-

solution en 10us de A4 10us(LR)prue = 1.4 1072 °, sans compensation, & A4 10.s(LR) comp =
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FIGURE 11.3.25 — Déviation d’Allan AyLR (°) en fonction du temps d’intégration 7 (s),
sans et avec 3eme lame \/4 QW3
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11.3.5. Exemple de mesure de la retardance linéaire avec un actuateur piézoélectrique

7.7107*° avec compensation. Par unité de bande passante, cela correspond a A A iz (LR) comp =
2.4107%°//Hz.

D’autre part la figure 11.3.25 montre que le bruit de mesure ne peut plus étre considéré
comme blanc & partir de 1s, a comparer aux 10s lorsque les lames A/4 n’étaient pas
utilisées (figure 11.2.18).

L’apparition précoce de cette dérive est liée aux lames A/4 qui doivent amplifier les
dérives mécaniques et thermiques dont fait ’objet le dispositif. Mais I'origine précise de

cette dérive n’est pas encore bien établie.

11.3.5 Exemple de mesure de la retardance linéaire

avec un actuateur piézoélectrique

Afin d’illustrer les performances du dispositif pour la mesure de la retardance linéaire,
nous réalisons la mesure de la biréfringence induite par contrainte mécanique dans une

plaque de verre par un actuateur piézoélectrique (Thorlabs AE050D18F), alimenté avec

une tension sinusoidale, qui va servir de milieu d’étude (voir figure 11.3.26).

source d
balayage

F1GURE I1.3.26 — Montage pour la vérification de la réponse temporelle, avec un actuateur
piézoélectrique, g = 1°

La tension d’alimentation de I'actuateur piézoélectrique est réglée de maniere a avoir

une amplitude créte-a-créte de retardance linéaire LR de 61073°, avec une fréquence
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Chapitre 11.3 — Dispositif de mesure sur fond noir de la retardance linéaire et de son azimut
par codage spectral de la polarisation

d’environ 0.3 Hz. La lame de verre étant toujours sous contrainte, elle présente une biré-
fringence statique, ce qui nous amene a régler 5 = 1°.

Nous tracons la moyenne de 10000 acquisitions successives, soit une durée d’acquisi-
tion effective de 100 ms, en appliquant la correction de la mesure par soustraction d’une
mesure a vide présentée précédemment, en fonction du temps. La figure 11.3.27 affiche les
variations de retardance linéaire LR (°) autour de la valeur de retardance statique, aussi

la courbe est donc recentrée & 0°.

1073
2, |
= 0 |
~J
_2, |
| | | | | |

0 2 4 6 8 10
Temps (s)

FIGURE 11.3.27 — Mesure des variations de retardance linéaire LR (°) généré par un
actuateur piézoélectrique en fonction du temps (s), & une fréquence de modulation de
0.3 Hz, moyenne de 10000 acquisitions successives, avec f = 1°.

Il n’est ici pas possible de vérifier la réponse aux hautes fréquences de modulation, a
I'instar de ce qui a été fait pour le pouvoir rotatoire a cause de la fréquence de coupure

de 'actuateur piézoélectrique utilisé pour réaliser nos mesures.

Conclusion

Dans le présent chapitre, nous avons démontré le principe de mesure d’anisotropie
optique sur fond noir par codage spectral dans le cas de la mesure de la retardance
linéaire et de son azimut sur table optique.

Nous avons en outre présenté les stratégies a mettre en place pour garantir le bon

découplage entre la mesure de 'amplitude de la retardance linéaire et de son azimut ainsi
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11.3.5. Exemple de mesure de la retardance linéaire avec un actuateur piézoélectrique

que pour obtenir une résolution proche de celle du dispositif de mesure sur fond noir du
pouvoir rotatoire.

Nous obtenons ici pour une mesure en 10 us une résolution de A(LR)yq = 1.41073°,
sans compensation avec la 3éme lame \/4 et de A(LR)qomp = 7.7107*°, avec compensa-
tion avec la 3eme lame \/4.

Ceci correspond en retard optique, & 1060nm, & A(Ane) = 4.11072 nm, sans com-
pensation avec la 3¢éme lame /4 et & A(Ane) = 2.31072 nm avec compensation avec la
3eme lame \/4.

Dans la partie suivante, nous allons intégrer ce dispositif dans un microscope a balayage

laser afin de réaliser des images de milieux d’intérét biomédical.
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TROISIEME PARTIE

Implémentation du dispositif de
mesure sur fond noir de la
retardance linéaire au sein d’un
microscope a balayage laser pour

I’imagerie de faibles biréfringences
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PLAN DE LA TROISIEME PARTIE

Dans la deuxieme partie de ce manuscrit, le développement d’une nouvelle méthode
de mesure sur fond noir par codage spectral de la polarisation a été présenté. Une fois le
principe théorique et le modele du bruit introduit, cette méthode a été d’abord déclinée
en une version dédiée a la mesure du pouvoir rotatoire, puis dans une version dédiée a la
mesure de la retardance linéaire et son azimut.

Dans cette partie, nous étudierons 'intégration de ce dispositif dans un microscope a

balayage et la maniére de représenter et d’interpréter les données.

Le chapitre III.1 s’intéressera dans une premiere partie au milieu d’étude, qui peut
étre complexe du point de vue de sa réponse polarimétrique. En effet, il peut arriver
qu’un milieu présente simultanément plusieurs effets polarimétriques et il convient donc
d’étudier comment cette complexité affecte la mesure de la retardance linéaire et de son
azimut. Par ailleurs, les images obtenues avec un microscope a balayage étant recons-
truites numériquement et affichées sur un écran d’ordinateur, il est également important
de s’interroger sur la maniere la plus pertinente de représenter les différentes informations

polarimétriques mesurées et la deuxieme partie de ce chapitre y sera donc consacrée.

Le chapitre I11.2 présentera 'intégration mécanique et optique du dispositif de mesure
sur fond noir de la retardance linéaire et son azimut par codage spectral de la polarisation,
dans un microscope a balayage. La question des pertes optiques liées a la configuration du
microscope sera ensuite posée. Enfin nous proposerons des exemples d’images de milieux

biologiques réalisées grace a cette nouvelle modalité et qui en illustrent les potentialités.

183






CHAPITRE III.1

REPONSE POLARIMETRIQUE DU MILIEU
D’ETUDE ET AFFICHAGE DES IMAGES

Dans ce chapitre nous allons étudier la réponse du milieu d’étude, qui peut présenter
plusieurs effets polarimétriques, et les conséquences que cela induit sur la mesure de
la retardance linéaire. Puis la question de la représentation des images sera abordée et
nous présenterons les choix des tables de couleurs utilisées pour représenter les différentes

informations polarimétriques.

III.1.1 Influence de la réponse polarimétrique du mi-
lieu d’étude sur la mesure de la retardance
linéaire

II1.1.1.1 Présence de plusieurs effets polarimétriques détermi-

nistes

Nous avons montré dans le chapitre précédent que le dispositif de mesure sur fond noir
de la retardance linéaire par codage spectral de la polarisation est trés sensible et pourrait
donc étre utilisé en imagerie afin de révéler de tres faibles anisotropies dans un milieu
biologique. La démonstration des performances du dispositif a été faite théoriquement et
expérimentalement en considérant un milieu purement biréfringent linéaire.

Néanmoins, un milieu biologique est un milieu complexe qui peut présenter simulta-
nément d’autres effets comme de la dépolarisation, de la biréfringence circulaire, de la
diatténuation linéaire ou encore de la diatténuation circulaire. Puisque ce dispositif ne
permet pas de réaliser une mesure complete, permettant de trier les différents effets pola-
rimétriques, nous allons voir dans cette section I'impact de ces anisotropies sur la mesure

de la retardance linéaire et de son azimut.

185



Chapitre III.1 — Réponse polarimétrique du milieu d’étude et affichage des images

Biréfringence linéaire couplée a de la biréfringence circulaire

Pour un milieu anisotrope caractérisé par une matrice de Jones [A] présentant a la

fois de la biréfringence linéaire Jyr o et circulaire Jy sous la forme :

[A] == JLR,a-JQ (11111)

ou f est le pouvoir rotatoire, relié a la retardance circulaire C'R par la relation 8 =

C'R/2. Le rapport ~y s’écrit alors :

LR
= ¢l (2ath) I11.1.2
1=35°¢ ( )

Dans ce cas, I’'amplitude de v dépend de la retardance linéaire de la méme maniere que
sans biréfringence circulaire, alors que son argument est modifié par le pouvoir rotatoire
associé a la biréfringence circulaire.

La présence d’un pouvoir rotatoire occasionne donc un biais sur la mesure de 'azimut

mais n’impacte pas la mesure de la retardance linéaire.

Biréfringence linéaire couplée a du dichroisme circulaire

Pour un milieu anisotrope caractérisé par une matrice de Jones [A] présentant a la

fois de la biréfringence linéaire Jpr o et du dichroisme circulaire Jop sous la forme :

[A] = Jira Jop (I11.1.3)

ou C'D correspond a la différence de transmittance normalisée entre une onde polarisée

circulairement droite ou gauche, le rapport v s’écrit alors :

_ LR
L

L’amplitude de +, soit la mesure de la retardance linéaire, est alors affectée par le

o ?2% = CP/2 (111.1.4)

dichroisme, alors que son argument, et donc la mesure de ’azimut de la retardance linéaire,
reste inchangé.
Biréfringence linéaire alignée a du dichroisme linéaire

Pour un milieu anisotrope caractérisé par une matrice de Jones [A] présentant a la

fois de la biréfringence linéaire Jy g, et du dichroisme linéaire J;p o, dont les axes neutres
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1I1.1.1. Influence de la réponse polarimétriqgue du milieu d’étude sur la mesure de la retardance
linéaire

sont alignés, nous avons :

[A] = Jrra-Jipa (IIL.1.5)

ou LD correspond a la différence de transmittance normalisée entre une onde polarisée

linéairement |H) et verticalement (V|. Le rapport v s’écrit alors sous la forme :

_ LR—jLD)2

Dans ce cas, 'amplitude et 'argument de v sont impactés par la diatténuation linéaire.

j2a (I11.1.6)

Ces trois exemples illustrent ainsi la difficulté de garantir la précision de la mesure
en utilisant un dispositif incapable de réaliser une mesure plus complete de la réponse
polarimétrique. La recherche de la plus grande sensibilité de la mesure de la retardance
conduit en effet a réduire le milieu a un modele de pur biréfringent linéaire. Aussi lorsque
nous intégrerons ce dispositif dans un microscope et que nous réaliserons des images de

milieux biologiques, il faudra garder cette limite a 1’esprit.

I11.1.1.2 Mesure du degré de polarisation

Jusqu’a présent nous avons utilisé le formalisme de Jones pour modéliser le milieu
anisotrope et le dispositif de mesure sur fond noir car nous considérions que le milieu
modifiait de maniere déterministe les champs optiques incidents.

Pour un milieu présentant de la dépolarisation, le formalisme adapté est le forma-
lisme de Mueller qui décrit la réponse polarimétrique d'un milieu vis-a-vis de l'intensité
lumineuse.

La fagon la plus simple pour modéliser un milieu anisotrope qui présente de la dépola-
risation, est de considérer qu’une partie de la lumiere incidente est totalement dépolarisée
alors que l'autre partie, totalement polarisée, subit une transformation polarimétrique
déterministe. Ce modele n’est valide que pour un milieu faiblement dépolarisant.

Dans ce cas, le milieu M,,;;;e., peut étre décrit par la somme d’une matrice de Mueller
associée a la biréfringence linéaire M et d’une matrice de dépolarisation isotrope Ma,

sous la forme :

Moitiew = Py x M + (1 = P,) x My (IIL.1.7)

ou P, est le degré de polarisation. L’intensité lumineuse totale [;,; mesurée par le
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Chapitre III.1 — Réponse polarimétrique du milieu d’étude et affichage des images

détecteur est alors la contribution de deux termes : l'intensité lumineuse I de la par-
tie cohérente donnée par I'équation I1.2.8; et une composante continue due a la partie

incohérente (dépolarisée) de la lumiére qui ne peut pas interférer, telle que :

To
Lot = Py x I+ (1 = P,) Toamp Io %(1 — &) (I11.1.8)

avec Iy, la puissance optique incidente au niveau du milieu d’étude, 54y, Sa transmis-
sion isotrope, T, la transmission de la lumiére non-polarisée en intensité, et € = 1/7.,,

avec T.z¢ le taux d’extinction des polariseurs.

Lorsque nous calculons la transformée de Fourier de I;,;, nous obtenons les pics Fj
et Fy du chapitre précédent affectés par le degré de polarisation P, et une composante

continue Ipe qui se voit ajouter un terme supplémentaire sous la forme :

1
Ipc = 3 Py Taamp To Tpor (1 — € — (1 — 3¢?) cos(23)? cos(LR))

Tpo
+ (1= By) Taamp lo =57 (1 =€)

1 .
Fy = - P, Toamp To @ Thor (1 — 3¢2) sin(23)? cos(LR) e
1 , .
By = — & By Ty Iy Ty (1~ 362) cos(8)" sin(8) sin(LR) e (IILL9)

Puisque les amplitudes des pics F5 et Fg sont multipliées par le méme coefficient P,,
le rapport v et donc la mesure de la retardance, sont indépendants de la dépolarisation

du milieu. Ceci est un atout supplémentaire pour cette méthode de mesure.

Si a présent nous nous intéressons a la valeur de la composante continue Ipc, nous

avons la une possibilité pour mesurer le P, du milieu.

En effet, nous pouvons déterminer le drop-off @ et le taux d’extinction des polariseurs
1/€* par la méthode décrite en annexe A.II et le rapport y permet quant & lui de mesurer

la retardance LR du milieu. Aussi en calculant le rapport entre le pic Fj et Ipe,
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1I1.1.1. Influence de la réponse polarimétriqgue du milieu d’étude sur la mesure de la retardance

linéaire
Ipc| _ % Py Toamp Io Tyt (1 — € — (1 — 3€) cos(23)? cos(LR))
| Ps| %Pp Tsamp Lo @ Tho, (1 — 3€2) sin(23)? cos(LR)
X (1 = By) Toamyp [OTZOI (1— 62)
i P, Tsamp Io @ Tpor (1 — 3€2) sin(23)? cos(LR)
[Ipc|  2(1— € — (1 —3€%)cos(26)? cos(LR))
|Ps| @ (1 — 3€2?) sin(2/3)2 cos(LR)
2(1—P,) (1 —¢€
1-5)(-c) (I11.1.10)

P,w (1 — 3€2) sin(23)? cos(LR)

puis en réécrivant la relation I11.1.10,

1|Ipc| @ (1 = 3¢*)sin(28)*cos(LR) (1 —€* — (1 — 3¢%) cos(26)* cos(LR)) _(1-h)

2 | P 1 —e? 1—¢2 P,
(IIL.1.11)

1 Ipc| w (1-3€2)sin(2B)% cos(LR)  (1—€%—(1—-3€?) cos(2B)? cos(LR)
2 |Ps| 1—€? 1—€?

possible d’accéder au P,, par la relation :

et en posant W = ), il devient

1
P =
Pow—1

Par commodité, nous utiliserons plutét le degré de dépolarisation défini comme :

(111.1.12)

Py=1-P, (111.1.13)

I11.1.1.3 Bilan

Le dispositif de mesure de la retardance linéaire sur fond noir par codage spectral de la
polarisation a été pensé pour avoir la plus grande sensibilité possible et étre suffisamment
rapide pour pouvoir étre intégré dans un microscope a balayage laser. Cette technique
n’étant pas une mesure complete de la réponse polarimétrique, la contrepartie est que
la précision de la mesure peut étre détériorée par les erreurs systématiques du dispositif
lui-méme mais également par la réponse du milieu, lorsque ce dernier produit plusieurs
effets polarimétriques.

En implémentant cette méthode dans un microscope a balayage laser, nous pourrons
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Chapitre III.1 — Réponse polarimétrique du milieu d’étude et affichage des images

révéler de tres faibles contrastes que nous assignerons a de la retardance linéaire car c’est
I'effet prépondérant dans les milieux biologiques que nous souhaitons étudier. Mais ces
contrastes peuvent également provenir d’autres effets polarimétriques et il faudra étre
vigilant quant a I'interprétation que nous pourrons en faire.

En ce qui concerne 'exploitation du signal délivré par la photodiode, nous nous sommes
intéressés seulement a deux de ses modulations dans la partie précédente afin de mesu-
rer la retardance et 'azimut d’un biréfringent linéaire, avec une auto-référence. Il s’avere
qu’en mesurant la composante continue Ipc, nous pouvons également remonter au de-
gré de dépolarisation P; du milieu d’étude, ce qui est une information potentiellement
intéressante.

Ainsi le dispositif va permettre d’obtenir trois images : une image de la retardance
linéaire, une image de son azimut et enfin une image du degré de dépolarisation. Aussi, il

convient a présent de nous intéresser aux modalités d’affichage de ces trois informations.

II1.1.2 Affichage des images

A la différence de la microscopie plein champ conventionnelle, les images obtenues par
un microscope a balayage ne sont pas observées directement par 1'oeil de 'observateur
mais reconstruites numériquement et affichées sur un écran d’ordinateur.

L’utilisation d’une représentation par une échelle de niveau de gris est la plus simple
a mettre en ceuvre, chaque niveau de gris correspondant a une valeur a représenter. Tou-
tefois, cette représentation posseéde trois défauts majeurs [233] :

— L’ceil n’est sensible qu’a un nombre restreint de niveaux de gris, ce qui limite son
intérét pour représenter des informations quantitatives.

L’ceil n’est pas tres sensible au contraste avec une représentation en niveau de gris,
ce qui rend difficile la visualisation d’images présentant de faibles contrastes.
Cette échelle ne permet de représenter qu'une seule information. Or dans notre
cas, nous souhaitons pouvoir visualiser deux informations polarimétriques simul-
tanément, a savoir 'amplitude de la retardance linéaire et son azimut.

L’ceil peut distinguer bien plus de couleurs que de niveaux de gris. Utiliser la cou-
leur pour représenter une information permet donc de représenter plus précisement les
informations quantitatives et qualitatives (contrastes). De plus la couleur permet la re-
présentation simultanée de plusieurs informations en utilisant ses différentes dimensions

(teinte, saturation, etc.) [233].
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1I1.1.2. Affichage des images

Nous allons donc utiliser des tables de couleurs (colormaps) qui associent une valeur

que nous souhaitons afficher (par exemple la retardance linéaire LR) a une couleur.

Il convient de porter une attention particuliere a la maniere dont cette valeur et cette
couleur vont étre associées. En effet, les tables de couleurs (notamment celles présentes
par défaut dans les logiciels tels que MATLAB) peuvent parfois étre trompeuses, soit en
créant des artefacts, soit en gommant des informations pertinentes de I'image [234, 235].
Nous allons dans la présente section, nous intéresser a la maniere la plus pertinente de

représenter la retardance et son azimuth ainsi que le degré de dépolarisation.

I11.1.2.1 Représentation de la couleur

Il existe de nombreuses manieres de représenter et de caractériser une couleur. Nous

allons ici présenter succinctement les représentations utilisées dans la suite de ce chapitre.

RGB

L’une des représentations les plus communes de la couleur est la représentation RGB
(Red, Green, Blue) ou en francgais RVB (Rouge, Vert, Bleu). L’idée est de considérer
chaque couleur comme une synthese de trois couleurs primaires : le rouge, le vert et le
bleu, qui correspondent aux trois couleurs auxquelles les récepteurs de notre ceil sont

sensibles.

Cette représentation est a la base de l'affichage des couleurs en photographie ou sur
les écrans : chaque couleur a représenter est décomposée en proportion de rouge, de vert
et de bleu, dans un espace a trois dimensions tel que représenté sur I'image I11.1.1. Cette
proportion peut étre codée par un nombre entre 0 et 1 ou un pourcentage mais elle est
généralement codée par un nombre entier entre 0 et 255, ce qui correspond a un codage
sur 8 bits. Ainsi un pixel d’une image sera associé a un triplet contenant la proportion de
chacune des trois couleurs primaires a afficher sur I’écran pour produire la couleur désirée
par synthese additive.

Cette représentation est tres utile pour synthétiser la couleur mais ne permet pas de
la caractériser d’apres des critéres colorimétriques. En effet, lorsque nous avons a décrire
une couleur nous n’en parlons pas en proportion de rouge, vert et bleu mais plutot en

termes de teinte, de saturation, etc.
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FiGURE III.1.1 — Cube représentant I’espace des couleurs avec la représentation RGB
(Red, Green, Blue), appelée en francgais RVB (Rouge, Vert, Bleu).

HSV

Plusieurs représentations de la couleur ont été introduites pour proposer une repré-
sentation plus proche des caractéristiques colorimétriques. Parmi celle-ci la représentation
HSV (Hue, Saturation, Value), appelée en frangais TSV (Teinte, Saturation, Valeur) a
été formalisée par A.R. Smith dans les années 1970 [236].

L’idée est de décrire la couleur selon trois parametres colorimétriques, que nous repré-
sentons sous la forme d’un cylindre comme sur la figure I11.1.2, avec :

— la Teinte (Hue) se lit sur le cercle et est codée par un angle de 0° & 360°

— la Saturation (Saturation) se lit sur le rayon du cercle et est codée par un nombre
entre 0 et 1 (ou par un pourcentage). Elle traduit la vivacité de la couleur et
correspond a la quantité de gris dans la couleur. Plus la Saturation d’une couleur
est faible, plus elle apparaitra grise.

— la Valeur (Value) se lit sur la coordonnée verticale et est codée par un nombre
entre 0 et 1 (ou par un pourcentage). Elle correspond a U'intensité de la couleur et
est parfois appelée Brigthness (Brillance). Plus la Valeur d’'une couleur est faible,
plus la couleur est sombre. Une Valeur de 0 correspond au noir.

Il est possible de traduire ces parametres HSV en un codage RGB, tel que représenté

sur la figure I11.1.3.
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anje/

F1GURE II1.1.2 — Cylindre représentant I'espace des couleurs avec la représentation HSV
(Hue, Saturation, Value), appelée en frangais TSV (Teinte, Saturation, Valeur).

0° 60° 120° 180° 240° 300° 360°
H

Fi1GURE III.1.3 — Proportion des couleurs primaires RGB en fonction des parameéetres de
la représentation HSV. La bande du dessus correspond aux couleurs pour S =1,V =1
et H allant de 0° a 360°.
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Cette représentation a pour défaut de ne pas tenir compte de la réponse de I'ceil.

CIE L*a*b*

Afin d’avoir une représentation présentant une répartition des couleurs plus conforme
a notre perception, a été développé le modele L*a*b par la Commission Internationale de
I'Eclairage (CIE) en 1976 [237]. Ce modéle peut étre représenté par une spheére dont les
dimensions sont :
— la luminosité L*, qui prend des valeurs entre 0 (noir) & 100 (blanc de référence).
Cette valeur est normalisée par rapport a la réponse de I'ceil.
— le parametre ax, généralement codé par un nombre entier entre -128 a 127, soit 256
niveaux (8 bits), qui représente la valeur sur un axe vert <> rouge.
— le parametre bx, généralement codé par un nombre entier entre -128 a 127, soit 256

niveaux (8 bits), qui représente la valeur sur un axe bleu <+ jaune.

L=100
Blanc

Chroma

L=0
Noir

F1GURE II1.1.4 — Spheére représentant 1'espace des couleurs avec la représentation CIE
L*a*b*.

Si deux points de I'espace L*a*b* sont a la méme distance, la différence de couleur est

la méme, c’est a dire que les deux couleurs contrastent de la méme fagon.
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Nous pouvons en outre définir le chroma C7; et I'angle de teinte h}, tels que :

= VT T 57
», = arctan(b*/a™) (IT1.1.14)

I11.1.2.2 Caractérisation des tables de couleurs

Une table de couleurs va permettre d’associer des valeurs a représenter, indexées sur
n niveaux (par exemple 256 valeurs indexées, ce qui correspond a un codage sur 8 bits),
a des couleurs, qui peuvent étre représentées indifféremment en RGB, en HSV, etc.

Nous nous intéresserons ici a deux types particuliers de tables de couleurs : les tables
de couleurs séquentielles, qui associent des valeurs indexées croissantes a des couleurs
ayant une caractéristique croissante (par exemple la Luminosité L dans la représentation
L xaxb), et les tables de couleurs cycliques, dont la derniére valeur indexée est associée
a la méme couleur que la premiere valeur indexée, utilisées notamment pour représenter
des informations d’orientation.

Il n’existe pas de protocoles standardisés pour évaluer une table de couleur. Afin d’y
remédier, P. Kovesi a proposé un test [234], inspiré des réseaux sinusoidaux utilisés dans
les tests psychophysiques de sensibilité au contraste [238-240].

Ce test est décliné en une version pour les tables de couleurs séquentielles et une
version pour les tables de couleurs cycliques. Une implémentation MATLAB de ce test

est disponible sur le site internet de P. Kovesi?® et a été utilisée pour ce manuscrit.

Tables de couleurs séquentielles

La valeur des pixels de I'image de test forme le long de la largeur de I'image une
rampe linéaire allant de 0 a gauche jusqu’a 1 a droite, sur laquelle un motif sinusoidal
est surimposé, tel que représenté sur la figure I11.1.5, en haut. Ceci permet d’avoir de
multiples motifs de méme amplitude (sinusoide) autour de valeurs de bases différentes
(rampe linéaire), afin d’estimer le contraste sur toute la gamme des valeurs indexées de
la table de couleurs, ici normalisées a 1.

La fréquence spatiale de la sinusoide est choisie de maniere a se trouver dans la zone

la plus sensible de I'ceil et son amplitude est choisie de maniere a présenter une série de

1. https://www.peterkovesi.com/matlabfns/
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0.5

10% l
|
5%
0%
1 64 128 192

F1GURE III.1.5 — En bas, image de test d’une table de couleurs séquentielle, représentée
en niveaux de gris, pour un index allant de 1 a 256 et un contraste du motif sinusoidal
allant de 0 a 10% ; en haut, valeurs des pixels le long de la section du milieu de I'image
de test.

256
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motif représentant 10% de 'amplitude totale de la rampe. L’amplitude de la sinusoide
forme un dégradé entre le haut de 'image, ou la modulation est maximale, et le bas de
I'image ou la modulation est nulle.

Ainsi, plus le contraste perceptuel est fort plus le motif sinusoidal est visible vers le
bas de 'image de test. Si la table de couleurs présente un contraste perceptuel uniforme,
la sinusoide doit étre uniformément visible sur toute la largeur de I'image. Au bas de
I'image, ou 'amplitude de la sinusoide est nulle, nous n’avons que la rampe linéaire, qui

produit alors les couleurs successives de la table de couleurs.

Tables de couleurs cycliques

De maniere équivalente, une version dédiée a I’évaluation des tables de couleurs cy-
cliques a également été implémentée par P. Kovesi [234] (figure I11.1.6).

Ici les valeurs des pixels de 'image de test forment une sinusoide de 100 cycles sur-
imposée a une rampe hélicoidale, dont la valeur commence a 0, a droite, puis augmente
dans le sens anti-horaire jusqu’a la valeur 27 (les valeurs indexées par la table de couleurs
sont normalisés a 27), formant ainsi le cercle complet. Il y a donc une discontinuité au-
tour de la valeur 27. L’amplitude de la sinusoide forme un dégradé entre 'extérieur du
cercle, ou la modulation est maximale, et le centre du cercle ou la modulation est nulle.
L’amplitude de la modulation est de 7/10, ce qui représente 10% de valeur maximale de

la rampe hélicoidale de 27.

Choix du critere d’optimisation

Il a été mis en évidence que pour représenter des images présentant de fortes fréquences
spatiales (c’est-a-dire de nombreux motifs fins), le parameétre essentiel a prendre en compte
est la luminosité (parametre L dans I’espace L*a*b*), plutot que la teinte ou la saturation
de la couleur (respectivement les parametres H et S dans la représentation HSV) [234,
241, 242].

Pour illustrer ceci, nous avons appliqué a notre image de test une table de couleur
isoluminante, c¢’est a dire dont les couleurs possedent la méme luminosité pour chaque
valeurs indexées, tel que le montre la figure I11.1.7. Cette table de couleur appelée Colorcet-
11, a été développée par P. Kovesi 2.

Sur I'image de test, figure II1.1.8, le motif sinusoidal est alors pratiquement invisible,

2. Disponible sur le site internet https://colorcet.com/gallery.html
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F1GURE III.1.6 — Image de test d'une table de couleurs cyclique, pour des valeurs indexées
allant de 0 & 27 et un contraste du motif sinusoidal allant de 0 & 10%.
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Ficure III.1.7 — Luminosité d’'une table de couleur colorcet-11, pour un index allant de
1 a 256.
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méme au sommet de I'image, 1a ot son amplitude est la plus forte. Le contraste perceptuel
est donc quasiment nul en 'absence de variation de luminosité entre les différentes couleurs

successives de la table de couleurs.
10%

5%

0%

1 64 128 192 256

F1GURE III.1.8 — Image de test d'une table de couleur colorcet-I1, pour un index allant
de 1 & 256 et un contraste du motif sinusoidal allant de 0 & 10%.

I11.1.2.3 Codage couleur de la retardance linéaire

Dans cette sous-section, nous allons nous intéresser a la maniere la plus appropriée
de représenter I'amplitude de la retardance linéaire, soit une seule information polarimé-

trique.

Codage linéaire

Pour représenter fidelement de telles images, il est recommandé d’utiliser une table
de couleurs dont la luminosité est linéaire par rapport aux valeurs a représenter [234].
Afin de répondre a ce critére de nombreuses tables de couleurs ont été proposées, parmi
lesquelles la table de couleurs inferno, développée par Stéfan van der Walt et Nathaniel
Smith [243] (figure I11.1.9) 3.

Codage avec compression des hautes valeurs

Bien qu’elle soit la plus fidele, une table de couleur dont la luminosité est linéaire par

rapport aux valeurs a représenter n’est pas forcément la plus adéquate en pratique.

3. Aujourd’hui intégrée de maniére standard dans de nombreux logiciels, par exemple la bibliotheque
Matplotlib du langage de programmation Python.
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1 64 128 192 256

FIGURE II1.1.9 — Image de test d'une table de couleur inferno [243], pour un index allant
de 1 a 256 et un contraste du motif sinusoidal allant de 0 & 10%.
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FIGURE II1.1.10 — Luminosité d’une table de couleur inferno [243], pour un index allant
de 1 a 256.
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En effet dans le cas d’images présentant une grande dynamique de valeurs a représenter
(ce qui est souvent le cas pour les milieux d’intérét biomédical), une telle représentation
a tendance a atténuer le contraste pour les faibles valeurs, la plus grande partie de la
dynamique de luminosité étant occupée par les fortes valeurs.

Pour contourner ce probleme et accentuer le contraste pour les valeurs faibles et in-
termédiaires, il faut réduire la part de la dynamique utilisée pour représenter les fortes
valeurs et accroitre celle utilisée pour représenter les faibles valeurs, a l'instar des tech-
niques de compression dynamique de contraste, courante en photographie ou en vidéo
[244].

Cela revient a augmenter la pente de la courbe de luminosité en fonction des valeurs
a représenter pour les faibles valeurs et a réduire cette pente pour la représentation des
fortes valeurs. La table de couleur hot, présentant cette caractéristique est présente de
maniere standard dans MATLAB. Elle est basée sur 1’échelle de couleur du rayonnement
du corps noir, d’ou le nom de temperature-color scale qui est associée a ce type de table

de couleur [245]. Sa courbe de luminosité en fonction de la valeur est représentée figure
III.1.11.

100
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60 |-

40 |

Luminosité

20 |
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1 64 128 192 256
index

Ficure II1.1.11 — Luminosité d’une table de couleur hot, pour un index allant de 1 a
256.

Nous pouvons constater sur I'image de test, figure I11.1.12, qu’elle présente un meilleur
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contraste pour représenter les valeurs faibles et intermédiaires. Nous utiliserons donc cette

table de couleur pour représenter I'amplitude de la retardance linéaire.

| |

10%
5%

0%

1 64 128 192 256

F1GURE III1.1.12 — Image de test d’une table de couleur hot, pour un index allant de 1 a
256 et un contraste du motif sinusoidal allant de 0 & 10%.

I11.1.2.4 Codage couleur de ’azimut

Dans cette sous-section, nous allons nous intéresser a la maniere la plus appropriée de
représenter simultanément ’amplitude de la retardance linéaire et son azimut, soit deux

informations polarimétriques.

Présentation du codage HSV classique

Pour représenter simultanément deux informations de type amplitude et orientation, il
est usuel d’utiliser une table de couleurs basée sur la représentation HSV (Hue, Saturation,
Value) [246], ou la teinte (Hue) va servir a représenter 'orientation et I'intensité ( Value)
va servir a représenter 'amplitude. Ce type de représentation a été introduite pour les
mesures polarimétriques en 1977 par G. Bernard et R. Wehner [247].

Ici nous allons utiliser I'intensité pour représenter I'amplitude de la retardance linéaire
et la teinte pour représenter son azimut. Ainsi avec cette représentation nous pouvons
représenter simultanément les deux informations polarimétriques. Notons que 'azimut
n’étant connu qu’a w pres, chaque teinte apparait deux fois sur le cercle (0 — 27).

Malheureusement a cause de son échelle de teinte, la table de couleurs HSV n’offre pas
un contraste uniforme pour toutes les valeurs d’azimut a représenter, tel que l'illustre son
image de test (figure I11.1.13).

En effet, certaines zones présentent de trés bons contrastes, par exemple autour du

bleu, alors que d’autres zones ont un contraste médiocre, par exemple autour du vert.
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F1GURE III.1.13 — Image de test d'une table de couleur HSV, pour des valeurs indexées
allant de 0 & 27 et un contraste du motif sinusoidal allant de 0 a 10%.

Cela se traduit par la présence de plateaux sur la courbe de la luminosité en fonction de

la valeur d’azimut a représenter (voir figure I11.1.14).

Egalisation du contraste du codage HSV

Afin d’avoir un contraste homogene pour toutes les valeurs d’azimut, il faut que les
teintes de la table de couleurs soient choisies de telle sorte qu’il n’y ait pas de plateaux
sur la courbe de la luminosité en fonction de la valeur a représenter.

Afin de corriger cela, P. Kovesi a développé une fonction MATLAB appelée equaliseco-
lourmap.m, disponible sur son site internet personnel 4, permettant d’égaliser la perception
d’une table de couleur en réajustant ses teintes. Nous I’avons utilisée pour corriger la table
de couleur HSV et nous avons ainsi obtenu une nouvelle table de couleurs que nous avons
appelée HSV-F.

En tragant la courbe de la luminosité en fonction de la valeur a représenter (voir figure
II1.1.15), nous constatons la disparition des plateaux présents sur la courbe de la table
de couleur HSV. Cette nouvelle courbe est une succession de segments de droites, ainsi la

relation entre valeurs a représenter et luminosité est linéaire sur chaque segment.

4. https://wuw.peterkovesi.com
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F1GURE III.1.14 — Luminosité d'une table de couleur HSV, pour un index allant de 1 a
256.
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F1GURE II1.1.15 — Luminosité d’une table de couleur HSV-FE, pour un index allant allant
de 1 a 256.
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Ceci se traduit par un contraste bien plus uniforme quel que soit l’azimut a représenter,

ainsi qu'il est possible de le constater sur l'image de test (figure I11.1.16).

F1GURE II1.1.16 — Image de test d'une table de couleur HSV-E, pour des valeurs indexées
allant de 0 a 27 et un contraste du motif sinusoidal allant de 0 & 10%.

Notons par ailleurs qu’il serait également possible a I'instar de G. Bernard et R. Wehner
d’utiliser la dimension Saturation pour représenter en plus le degré de polarisation [247].
Toutefois par souci de lisibilité, nous avons préféré dans ce manuscrit afficher le degré de

dépolarisation sur une image dédiée.

I11.1.2.5 Codage couleur du degré de dépolarisation

Les milieux que nous souhaitons étudier étant fins (coupe histologique, culture cellu-
laire, etc.), ceux-ci ne présentent que peu de dépolarisation.

Plutot que de représenter le degré de polarisation, dont les valeurs seraient toujours
treés proches de 1, nous avons choisi de représenter le degré de dépolarisation. Ainsi les
zones ou il n’y a pas de dépolarisation auront pour valeurs 0 et les zones présentant une
dépolarisation une valeur strictement supérieure a 0.

Pour représenter ce degré de dépolarisation nous avons opté pour une table de couleur
qui, a l'instar de la table de couleur hot utilisée pour l'affichage de I'amplitude de la

retardance linéaire, accentue les faibles valeurs, c’est a dire que sa courbe de luminosité
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en fonction des valeurs a représenter a une pente plus forte pour les faibles valeurs et plus
faible pour les valeurs proches de 1.

Pour ce faire, nous avons créé une nouvelle table de couleur en permutant deux couleurs
de la table de couleurs hot, que nous avons nommée ddp. Sa courbe de luminosité est

présentée figure 111.1.17.
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FiGure I11.1.17 — Luminosité d’une table de couleur ddp, pour un index allant de 1 a
256.

Cette table de couleurs accentue fortement les faibles valeurs et présente donc un
contraste accru pour celles-ci tel que nous le montre I'image de test (figure I11.1.18).

10% |

1 64 128 192 256

FiGURE II1.1.18 — Image de test d’une table de couleur ddp, pour un index allant de 1
a 256 et un contraste du motif sinusoidal allant de 0 & 10%.
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I11.1.2.6 Pistes de réflexions

De tres nombreuses tables de couleurs alternatives ont été développées, avec toute
sorte de spécificités, notamment par les auteurs précédemment cités, P. Kovesi® et F.

Crameri®, qui en proposent en téléchargement sur leurs sites internet respectifs.

Prise en compte des déficiences visuelles

Loin d’étre un phénomene anecdotique, pres de 8% des hommes et 0.5% des femmes
souffrent d’une perception altérée des couleurs [248]. La prise en compte de ces déficiences
visuelles est donc un enjeu important de la conception de tables de couleurs.

Aussi il est possible de simuler le rendu d’une table de couleurs tel que percu par
une personne atteinte de déficience visuelle et ainsi d’optimiser le choix des couleurs de
la table afin d’elle soit robuste aux différents types de déficiences visuelles, c¢’est-a-dire
que 'information transmise via ce codage couleur reste la méme malgré ces différences de

perception [248].

Utilisation de format d’image HDR

Classiquement les images RGB sont encodées sur 8 bits, c’est a dire que chaque canal
R, G et B encode des valeurs sur 28 = 256 niveaux.

Or pour représenter des images présentant de grandes dynamiques, il est possible
d’utiliser des formats d’image dit HDR (High Dynamic Range), qui vont encoder chaque
couleur sur un nombre de niveaux bien plus important, par exemple 16 bits, soit 21¢ =
65536 niveaux.

Ceci est particulierement intéressant pour les milieux d’intérét biomédical, afin de
révéler des détails fins et/ou peu contrastés dans une image [249].

Toutefois 'utilisation d’un tel format d’image n’est pas sans difficulté [250]. En effet,
celles-ci sont moins pratiques a manipuler car tous les logiciels ne permettent pas de les
traiter. En outre, tous les écrans et rétroprojecteurs ne sont pas capables d’afficher ces
images avec cette dynamique et leur impression avec une qualité appropriée n’est pas non

plus aisée.

5. https://colorcet.com/index.html
6. https://www.fabiocrameri.ch/colourmaps/
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié comment la complexité du milieu d’étude pouvait
affecter la mesure de la retardance linéaire. Aussi il conviendra d’étre vigilant quant a 1’in-
terprétation des images obtenues lorsque le dispositif sera implémenté dans un microscope
a balayage, dans le chapitre suivant.

Par ailleurs, nous avons étudié comment représenter les informations polarimétriques,
en choisissant des tables de couleurs les plus adaptées a nos besoins. Nous démontre-
rons l'intérét de ces choix dans le prochain chapitre avec des images de milieux d’intérét

biomédical.
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CHAPITRE II1.2

IMAGERIE DE BIREFRINGENCE A HAUTE
SENSIBILITE AVEC UN MICROSCOPE A
BALAYAGE LASER

Dans le chapitre I1.3, nous avons démontré le principe de la mesure sur fond noir de
la retardance linéaire et de son azimut par codage spectral de la polarisation.

L’utilisation d’une source a balayage en fréquence optique rapide, qui permet de réa-
liser une mesure en seulement 10us, et d’une simple photodiode a avalanche comme dé-
tecteur, autorise I'implémentation de ce dispositif dans un microscope a balayage laser en
transmission.

Dans ce type de microscope en effet, deux miroirs galvanométriques (scanner) sont
ré-imagés sur la pupille d’entrée de 'objectif du microscope, permettant de balayer le
faisceau laser sur le milieu d’étude. Pour chacune des positions du faisceau laser, le signal
est mesuré par un détecteur monocanal, dans notre cas une photodiode a avalanche (
APD), en un temps de mesure de quelques us, appelée temps de résidence ou pizel-dwell
time, puis numérisé, de maniere synchrone avec les signaux de commande des miroirs
galvanométriques, formant alors un point de I'image. L’'image est ainsi reconstruite point
a point au fur et a mesure de l'acquisition.

Dans les milieux d’intérét biomédical, fins, tels que des coupes histologiques ou des
cultures cellulaires, I’anisotropie optique prépondérante est la biréfringence linéaire, asso-
ciée a la présence de structures ordonnées telles que des fibres de collagene et d’élastine
ou des fibres musculaires [16, 21, 22], comme présenté dans I’état de I'art, chapitre I.1.

Puisque ces milieux d’étude sont fins la retardance linéaire résultante est faible. L’in-
térét de la mesure sur fond noir, beaucoup plus sensible que les techniques sur fond clair,
est de permettre de révéler des structures fines et/ou faiblement biréfringentes dans ces
milieux, en deca de la résolution des techniques sur fond clair déja existantes, en parti-

culier le microscope a balayage permettant la mesure complete de la matrice de Mueller
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développé lors d’une précédente these au sein du laboratoire OPTIMAG [30, 48].

Par ailleurs la biréfringence peut également étre induite par contrainte mécanique ou
par écoulement [251]. L’imagerie sur fond noir en temps réel de la retardance linéaire est
donc un outil potentiellement intéressant pour étudier le réle des contraintes mécaniques
dans des phénomenes dynamiques a ’échelle cellulaire [23].

De plus, le dispositif de mesure sur fond noir de la retardance linéaire permet égale-
ment d’estimer la dépolarisation et cela est notamment intéressant pour obtenir des infor-
mations complémentaires pour les coupes histologiques qui peuvent présenter de faibles
dépolarisations.

La configuration microscope a balayage laser permet en outre d’envisager de coupler
au sein d’'un méme instrument d’autres techniques d’imagerie, notamment les modalités
non-linéaires, telles que la génération de seconde harmonique (SHG) et la fluorescence &
deux photons (TPEF), déja utilisées au sein du laboratoire OPTIMAG [25-27].

Ceci est particulierement intéressant pour I'étude du collagene fibrillaire de type I,
omniprésent dans la matrice extra-cellulaire des tissus animaux et humains (30% environ
du poids sec d'un vertébré). En effet, ce type de collagéne est biréfringent et présente
également une réponse non-linéaire (SHG). En outre cette protéine est impliquée dans un
certain nombre de pathologies (atteinte et régénération de tissus, fibrose, cancer, etc.).

L’imagerie du collagene fibrillaire de type I, soit par la mesure de la retardance linéaire
associée, soit par la mesure de la seconde harmonique générée, permettant de connaitre
Iarrangement de ces fibres, est donc un outil puissant a la fois pour les études structurelles
et pour le diagnostic biomédical.

Dans le présent chapitre nous allons présenter I'implémentation optique, mécanique et
électronique/logicielle du dispositif de mesure sur fond noir de la retardance linéaire dans
un microscope a balayage laser.

Nous allons ensuite présenter quelques résultats illustrant les performances de cette
configuration, notamment en terme de sensibilité. Nous verrons ensuite les complémenta-

rités existantes avec les techniques non-linéaires.

I1I1.2.1 Implémentation opto-mécanique

Nous avons intégré le dispositif de mesure sur fond noir de la retardance linéaire par
codage spectral de la polarisation dans un microscope a balayage Thorlabs CM100 (voir
la photographie 111.2.1).

210



1I1.2.1. Implémentation opto-mécanique

FiGure II1.2.1 — Photographie du dispositif de mesure sur fond noir de la retardance
linéaire intégré a un microscope a balayage Thorlabs CM100.
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Ce microscope a été acquis dans le cadre du CPER SOPHIE. 1l s’agit d’un microscope
destiné a la base a la microscopie confocale de réflectance, tout en étant modulable, ce
qui a justifié le choix de celui-ci. Son montage et son alignement ont été réalisés dans le

cadre des travaux présentés dans ce manuscrit.

I11.2.1.1 Schéma général du microscope a balayage laser

La figure II1.2.2 montre le schéma général du microscope, équipé du dispositif de
mesure sur fond noir de la retardance linéaire par codage spectral de la polarisation.

Dans sa configuration nominale, c¢’est-a-dire de la mesure confocale en réflexion, le
microscope CM100 est équipé d’'un laser rouge Thorlabs SIFC660 (A = 660 nm, représenté
en vert sur le schéma figure I11.2.2) relié au microscope par une fibre optique (ref : P1-
630PM-FC-2) et injecté par le c6té du microscope. Ce faisceau est renvoyé vers le scanner a
I’aide d’une lame semi-réfléchissante M, amovible et repositionnable. Nous avons conservé
ce laser pour la phase d’alignement du microscope.

Dans la configuration nominale, le faisceau réfléchi par le milieu d’étude est transmis
par la lame semi-réfléchissante, et arrive au niveau du pin-hole (filtrage spatial de la
configuration confocale), puis est transmis par une fibre optique vers un PMT. Apres
quelques essais pour vérifier le bon fonctionnement du microscope dans sa configuration
nominale, nous avons retiré le bloc pin-hole et d’injection dans la fibre optique.

Dans la configuration de mesure de la retardance linéaire, la source laser a balayage
en fréquence optique est fibrée, et nous avons placé en sortie un systéme de collimation
ajustable (Thorlabs PAFA-X-4-C) produisant un faisceau collimaté d’environ 1mm de
diametre, aligné a I’horizontal, comme pour le montage sur table optique. A 'aide de
deux miroirs d’injection (non représentés sur le schéma), nous renvoyons vers le haut ce
faisceau et nous le dirigeons vers les miroirs du scanner, en passant par la voie auparavant
utilisée par le signal en réflexion de la configuration confocale.

En aval du scanner la lentille dite de scan et la lentille dite de tube forment un montage
4 f permettant de ré-imager les miroirs galvanométriques du scanner sur la pupille d’entrée
de T'objectif du microscope Obj, via le miroir de renvoi M; faisant passer le faisceau de
I’horizontale a la verticale.

Le condenseur Obj, va collecter le signal en aval de ’échantillon puis le faisceau est
renvoyé a ’horizontale par un miroir de renvoi Ms, a travers une lentille de collection,
nommée collecteur jusqu’'au détecteur D.

Puisque les états de polarisation peuvent étre modifiés par réflexion sur un miroir, nous
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Thorlabs CM100

Lentille Lentille
de scan de tube

Controleur |-V|-.-. --------------------- L]
ilieu
=% |Scanner

M7

7 o
' Collecteur

FiGUure II1.2.2 — Schéma général du microscope a balayage, équipé du dispositif de
mesure sur fond noir de la retardance linéaire par codage spectral de la polarisation.
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placons I'ensemble générant les états de polarisation nécessaire a la mesure, comprenant
le polariseur P, les deux lames de codage B et Bs, orientées respectivement d’un angle
B par rapport a l'axe du polariseur P; et aligné a 'axe du polariseur P;, ainsi que la
premiére lame A/4 QW orienté & —45° par rapport a l'axe du polariseur P, entre le
miroir de renvoi M; et 'objectif du microscope Obj;. Pour ce faire une nacelle permettant
de supporter ces optiques a été congue et fabriquée au sein du laboratoire.

De méme I'ensemble permettant ’analyse des états de polarisation, comprenant la
deuxieme lame \/4 QWj, orienté a +45° par rapport a 'axe du polariseur P, ainsi que
I’analyseur P, croisé avec le polariseur P, est placé entre le condenseur Obj, et le miroir de
renvoi M. Ainsi, la mesure ne sera pas affectée par les réflexions sur les miroirs de renvoi.
Ici un support fixé a la table et permettant d’installer ces optiques sous le condenseur a
également été congu et fabriqué au sein du laboratoire.

Nous utilisons ici la méme source a balayage en fréquence optique et le méme détecteur
D, les mémes lames de codages B et By ainsi que les mémes lames A/4 QW; et QW5 que
pour la configuration sur table optique développée dans le chapitre I1.3. Nous avons en
revanche changé de polariseurs P; et P.

En effet, les polariseurs Glan-Taylor n’ayant pas une tres bonne acceptance angulaire,
de l'ordre 43°, ils ne sont pas tres adaptés a un systeme imageur. Nous les avons donc
remplacés par des polariseurs a base de nanoparticules d’argent ( Polarcors™), dont le
taux d’extinction a été évalué a 7.2 10%, selon la méme méthode que pour les polariseurs
Glan-Taylor (voir annexe A.II) et dont I'acceptance angulaire est de £15°.

De méme que pour le montage sur banc, la lame de codage B; est montée sur une
monture rotative motorisée (Newport SR50PP) afin de pouvoir ajuster 'angle 5. La lame
de codage By, les lames A\/4 QW et QW5 ainsi que les polariseurs P et P; sont quant a
eux montés dans des montures rotatives, a réglage manuel. Toutes ces montures peuvent

étre inclinées par rapport a I’horizontale, afin d’éliminer d’éventuelles réflexions parasites.

111.2.1.2 Configuration optique
Schéma optique

La figure I11.2.3 présente le schéma optique du microscope a balayage, du scanner au
détecteur. Dans un souci de lisibilité, les miroirs de renvoi M; et M, ainsi que les optiques
du dispositif de mesure de la retardance n’y sont pas représentés.

Nous avons ici un montage 4f formé par la lentille de scan et la lentille de tube,
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Lentille Lentille _ '
| | descan de tube Objl Obj2  Collecteur
| A : A A :
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Scanner Milieu ~ OA OA' D

FiGgure II1.2.3 — Schéma optique du microscope a balayage

qui vont ré-imager les miroirs du scanner sur la pupille d’entrée de 'objectif Obj1. Le
mouvement angulaire des miroirs du scanner, ré-imagé sur la pupille d’entrée de 1'objectif
Obj1, va se traduire par un mouvement latéral du faisceau dans le plan focal de 1'objectif
Obj1, ou est placé le milieu d’étude. Le condenseur Obj2 est placé de maniére a former
I'image du milieu a Uinfini. Enfin, la lentille dite collecteur va permettre de ré-imager la
pupille de sortie du condenseur Obj2 sur la surface sensible du détecteur.

La pupille de sortie du condenseur Obj2 est notée AB sur le schéma (figure I11.2.3)
et son diametre est AB ~ 10mm. Le collecteur est une lentille de focale 50 mm, placée
& une distance OA ~ 600 mm. La surface sensible du détecteur est placée & une distance
de OA’ ~ 60 mm du collecteur. Nous pouvons ainsi déterminer la taille de I'image de la

pupille d’entrée sur la surface sensible du détecteur A’B’ par la relation :
A'B OA
AB ~ OA

Ceci donne A'B’ = AB x OA’/OA = 10 x 60/600 = 1mm, ce qui est inférieur au

diametre de la surface sensible du détecteur (3 mm). Nous sommes donc assurés de ne pas

(I11.2.1)

vigneter le signal au niveau du détecteur.

Définition, zoom, résolution spatiale et champ de I’image

Nous appelons définition de 'image le nombre de pixels que contient sa largeur et sa
hauteur. Celle-ci est réglable grace au logiciel Thorlmage®ULS. Sauf mention contraire,
les images présentées dans ce manuscrit ont une définition de 512 x 512 pixels.

Pour un nombre de pixels donné, il est possible d’augmenter ou de réduire la surface

du milieu d’étude balayée par le faisceau laser, a I'aide du logiciel Thorlmage®LS. Cela
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correspond au zoom. Au zoom x1, notre image est vignetée par les polariseurs P, et P,
nous n’utilisons donc dans ce manuscrit que des zooms supérieurs ou égaux a x2.

La résolution spatiale r, de 'image correspond a la taille minimale d’un détail ob-
servable. La résolution théorique est limitée par la diffraction, et dépend de I'ouverture
numérique de l'objectif NAoy;1, de celle du condenseur NApy;o et de la longueur d’onde

Ao, selon le critere de Rayleigh :

122
NAopj1 + NAopjo

ry (111.2.2)

Nous avons listé dans le tableau II1.2.1 la liste des couples objectif/condenseur utilisés

dans ce manuscrit.

objectif Obj; /condenseur Objy Références
10 x /10x% EF NA 0.25 IR P / UPlanFL N NA 0.30 P
20 x /10x NA 0.35 IR / EF NA 0.25 IR P
60 x /Cond UPlan SApo NA 1.2 W / Condenseur Olympus NA 0.9

TABLE II1.2.1 — Références des couples objectif/condenseur utilisés dans ce manuscrit

Le tableau II1.2.2 indique pour ces couples les ouvertures numériques de I'objectif et
du condenseur ainsi que la limite de résolution théorique correspondante, a la longueur

d’onde centrale de la swept-source A\g = 1060 nm.

Obj1/Objs | NAowj1 | NAowja | s (m)
10 x /10>< 0.25 0.30 24
20 x /10>< 0.35 0.25 2.2
60 x /Cond 1.2 0.9 0.6

TABLE II1.2.2 — Limite de résolution théorique avec les couples objectif/condenseur uti-
lisés dans ce manuscrit, a A\g = 1060 nm

Il n’a pas été fait de détermination expérimentale de la résolution spatiale et cela fait
partie des expériences qu’il reste a mener sur ce microscope.

Le champ de I'image va correspondre a la portion du milieu d’étude observable dans
une image. Celui-ci dépend du zoom et du grossissement de 1'objectif et est dans notre
cas limité par le vignettage sur les polariseurs P, et P. Par exemple, le champ au zoom
x4 est d’environ 65 um avec le couple 60 x /Cond. Avec une définition de I'image de 512
pixels, cela correspond a une taille de pixel de 0.13 um, qui est inférieure a la résolution

spatiale théorique de 0.6 pum.
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111.2.1.3 Procédures d’alignement

L’intégration de notre polarimetre dans le microscope a balayage requiert deux procé-
dures d’alignement, une pour I'imagerie et une pour le dispositif de mesure de la retardance
linéaire. Nous allons ici les décrire séparément mais en pratique les deux ont été effectuées

conjointement.

Alignement de 'imagerie

Nous avons réalisé I'alignement de l'aspect imagerie en deux temps. En effet, le fa-
bricant du microscope propose une procédure afin d’aligner le miroir de renvoi M; et le
laser rouge (ainsi que le bloc détection pour la configuration confocale, que nous avons
retiré). Nous avons donc d’abord suivi cette procédure puis aligné la swept-source sur le
laser rouge. Enfin, nous avons aligné la partie objectif/condenseur, miroir de renvoi My
et détecteur.

— Apres avoir allumé le laser rouge et fixé les miroirs galvanométriques en position
centrée, via le logiciel Thorlmage®LS, nous utilisons I'outil d’alignement fourni
par le fabricant, préalablement vissé a la place de I'objectif, pour aligner le miroir
de renvoi M;.

— Une fois le miroir M; aligné, nous retirons l'outil d’alignement et nous alignons le
laser rouge de maniére a avoir une distribution d’énergie uniforme dans le faisceau,
observé sur un papier blanc au niveau de la table, toujours en suivant la procédure
Thorlabs.

— Nous plagons un diaphragme au point focal de la lentille de scan ainsi qu'un au
niveau de ’échantillon, que nous alignons avec le faisceau rouge. Puis nous allu-
mons la swept-source et nous réglons les miroirs d’injection de maniére a aligner
le faisceau de la swept-source sur le faisceau rouge. Il doit ainsi passer par les
deux diaphragmes. Cela fait, nous éteignons le laser rouge et nous retirons la lame
séparatrice, en vérifiant que cela ne fait pas bouger le faisceau de la swept-source.

— Nous plagons alors le miroir de renvoi M, et nous 'orientons de maniere a avoir
un faisceau parallele a la table, en nous aidant pour cela d'un diaphragme dont la
hauteur est fixée.

— Nous installons ensuite le détecteur, que nous alignons d’abord grossiérement.
Apres avoir baissé la puissance incidente, nous l'allumons et nous ajustons fine-

ment son alignement en x/y a l'aide de vis micrométriques. Nous maximisons le
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signal mesuré par le détecteur et affiché en temps réel, grace a un programme
LabVIEW dédié.

Nous plagons alors 'objectif (position fixe) et le condenseur. Nous alignons ce
dernier en x/y de maniére & maximiser le signal.

Puis nous plagons la lentille de collection. A ce moment, nous passons les miroirs
galvanométriques en mode scanner. Il s’agit de positionner la lentille de telle sorte
que le signal mesuré ne fluctue plus avec le balayage du scanner, cela signifie que
nous sommes alors correctement imagés sur la surface sensible du détecteur. Nous
commengons par travailler avec un fort zoom (x21) pour ajuster grossierement la
position de la lentille, puis nous affinons en diminuant au fur et a mesure le zoom.
Enfin, a 'aide d’un programme LabVIEW | nous affichons I'image obtenue et nous

vérifions que l'intensité est homogene sur I’ensemble de I'image.

Alignement du dispositif de mesure de la retardance linéaire

Pour I'alignement du dispositif de mesure de la retardance linéaire, nous avons procédé

ainsi, sans balayage, en mode faisceau-centré :

— Le faisceau en sortie de la swept-source étant polarisé, nous avons aligné le polari-

seur P; sur le miroir de renvoi M, de maniere a maximiser la puissance transmise a
I’aide d’un puissance-metre Thorlabs S170C. L’axe du polariseur P; va alors servir
de référence pour 'alignement des autres éléments.

Nous plagons 'analyseur P, et nous croisons son axe avec ’axe du polariseur P;
en minimisant le signal mesuré par le détecteur.

Nous installons alors la lame By d’épaisseur le. Celle-ci doit étre alignée sur ’axe
du polariseur P;. Si ce n’est pas le cas, le signal comporte une modulation a la
fréquence 1fy. Nous tournons donc la lame de maniere a éliminer cette modulation.
Une fois cela fait, nous décroisons légerement ’analyseur P,. Si une modulation a la
fréquence 1 f, apparait, c’est que la lame était alignée avec ’axe de 'analyseur P, au
lieu d’étre aligné sur I’axe du polariseur P;. Nous recommencons donc l'alignement
jusqu’a ce qu’aucune modulation n’apparaisse lorsque nous décroisons ’analyseur.
Une fois la bonne position trouvée, nous recroisons l'analyseur.

Nous installons ensuite la lame B; d’épaisseur be, sur son support motorisé. Une
modulation a la fréquence 5f, apparait. Nous tournons la lame jusqu’a I'annuler :
il s’agit 1a de la position de référence 5 = 0°. Nous réglons ensuite 5 # 0° et nous

ajustons I'analyseur P, de maniere a annuler la modulation a la fréquence 6 fj, ce
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qui correspond a la position croisée.

— Nous plagons ensuite la premiere lame A/4 QW7, en ayant au préalable réduit la
puissance optique incidente. Pour placer cette lame a 45°, il suffit de maximiser le
signal mesuré par le détecteur ou en nous aidant d'un puissance-metre.

— Nous terminons en installant la deuxiéme lame \/4 QWj. Il s’agit ici, pour avoir
une lame alignée a —45°, de minimiser la modulation a la fréquence 6 f;. Ici nous

pouvons ré-augmenter la puissance optique incidente.

I11.2.1.4 Facteurs limitant la sensibilité de la mesure de la re-

tardance linéaire

Dans la configuration microscope a balayage, deux facteurs supplémentaires par rap-
port a la configuration sur table optique, précédemment développée dans le chapitre 11.3,
vont venir limiter la sensibilité de la mesure. D’abord une perte de puissance optique
incidente au niveau du milieu d’étude, liée aux pertes associées aux différentes optiques
utilisées dans le microscope, mais aussi une perte du contraste des franges des spectres
cannelés, qui semble liée aux taux d’extinction finis des couples objectif/condenseur ainsi

qu’a des réflexions multiples entre polariseurs et objectif/condenseur.

Puissance optique transmise par le microscope

Afin de quantifier les pertes de puissance optique dans les différents étages du micro-
scope et de déterminer les éléments qui en engendrent le plus, nous mesurons a l’aide
d’un puissance-metre Thorlabs S170C la puissance optique avant et apres les différents
éléments optiques de notre microscope et nous calculons pour chacun d’entre eux leur

transmission, reportées dans le tableau II1.2.3.

Etage % transmis
scanner 85
lentille de scan 51
lentille de tube + M1 70
objectif x20 NA 0.35 50
condenseur x10 NA 0.25 70

TABLE II1.2.3 — Transmission des éléments optiques du microscope a balayage

Nous constatons des pertes tres importantes, notamment au niveau de la lentille de

scan et de la lentille de tube. Ceci est lié au traitement de ces optiques, qui est surtout
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destiné a travailler dans le domaine visible.
Nous constatons ainsi qu’a peine 11% de la puissance optique injectée dans le micro-
scope est finalement collectée par le condenseur.

En reprenant I'équation 11.1.31 :

2
Nyeceiver + 3/2 Nshot ]sat

ALR =2
Tacq [0 [sat

(111.2.3)

avec les parametres mesurés expérimentalement dans la sous-section I1.2.5.1, ncceiver =
1.79pW/H 22 ainsi que ngpe = 2.26 1075 pW/Hz et en considérant I, ~ 5uW, nous
pouvons calculer que la résolution théorique chute alors de ALRgmw ~ 7.5107%° pour
I =18mW a ALR;y 9w =~ 2.31073° lorsque Iy = 1.9mW.

Taux d’extinction des couples objectif/condenseur

Les couples objectif/condenseur utilisés (voir tableau I11.2.1) ne sont pas neutres d'un
point de vue polarimétrique [252, 253] et il convient donc d’en faire une caractérisation.

Afin d’étudier la réponse polarimétrique des couples objectifs/condenseurs, nous avons
d’abord tracé sur la figure II1.2.4 les spectres obtenus au centre de 'image, sans balayage
et sans milieu d’étude, en se placant a § = 2° et en ajustant la puissance incidente de
manieére a ne pas saturer le détecteur le cas échéant, sans objectifs puis avec les couples
10x /10x,20x /10x et 60 x /Cond. La valeur de 8 = 2° correspond a la valeur permettant
de saturer le détecteur avec la puissance incidente maximale, pour le couple 60 x /Cond.
Celle-ci est plus importante que la valeur de [ utilisée pour la configuration sur table
optique (8 = 0.5°) du fait des pertes de puissance optique.

Nous voyons que la composante continue du signal est plus importante en présence des
objectifs/condenseurs, cela au détriment du contraste de frange des spectres cannelés. Cela
est particulierement marqué avec le couple 60 x /Cond. Une modulation supplémentaire
a la fréquence 6 f; est également présente sans et avec objectif. Elle correspond a la non-
compensation des lames \/4.

Aussi, afin de quantifier cet effet, nous avons évalué le taux d’extinction des couples
objectifs/condenseurs, en se plagant a f = 0°. En effet le taux d’extinction du couple

objectif/condenseur peut s’écrire :

Tegt = =L (I11.2.4)
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FIGURE II1.2.4 — Spectres cannelés acquis sans objectifs, puis avec les couples 10 x /10X,
20 x /10x et 60 x /Cond, avec f = 2°
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avec I, la puissance maximale transmise, obtenue en orientant la lame QW5 a +45°
par rapport a l'axe du polariseur P, et [, la puissance minimale transmise, obtenue en
orientant la lame QW5 a —45° par rapport a ’axe du polariseur P;. Ces puissances sont
respectivement de I'ordre du mW et du uWW. Nous obtenons alors les valeurs indiquées
dans le tableau 111.2.4.

Objectif/condenseur | Ijj(mW) | I (uW) | Teqs

sans objectifs 7.6 0.1 7.6 10%
10 x /10 1.79 0.7 |1.310°
20 x /10x 2.07 1.6 2.7103
60 x /Cond 0.77 1.5 5.1102

TABLE I11.2.4 — Taux d’extinction des couples objectif Obj; /condenseur Objs, calculés a
partir de la mesure de I et I, ainsi que sans objectifs

Notons que la valeur du taux d’extinction obtenue sans objectifs est proche de celle
mesurée pour les Polarcors™avec une méthode différente, présentée en annexe A.Il, soit
Toat = 7.2 10%. Ceci valide la pertinence de cette mesure.

Les valeurs obtenues pour les couples objectif/condenseur sont quant a elles similaires
a celles de la littérature [253]. 11 s’agit 1a d’un facteur limitant notre mesure, car elle va
réduire le contraste des franges des spectres cannelés et donc la résolution de la mesure
de la retardance linéaire.

L’origine de ce comportement n’est pas clairement établi mais nous supposons qu’il
est lié a des réflexions multiples entre les différentes optiques de 1'objectif, faisant perdre
sa cohérence a une partie du signal. Celui-ci n’interférant plus, il apparait alors dans la

composante continue du signal détecté.

Réflexions multiples

Nous avons également constaté expérimentalement la présence de réflexions multiples
entre polariseurs et objectif/condenseur. Or ces réflexions provoquent également une perte
du contraste de franges des spectres cannelés.

Afin de simplifier I'explication, nous considérons notre dispositif sans lames de codage,
et nous faisons le raisonnement sur des états de polarisation circulaire ou linéaire (en
pratique, ils sont légerement elliptiques).

Nous avons ainsi apres le condenseur (Obj,, figure 111.2.5), un état de polarisation

circulaire gauche (figure I11.2.5, a.), puis la lame A/4 QW5 transforme cet état de po-
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larisation en un état linéaire, orthogonal a I'axe de l'analyseur P, (figure I11.2.5, b.). 11
s’agit de la situation normale ou les états de polarisation en amont de ’analyseur ont
un état de polarisation orthogonal a celui-ci. Si une partie de la lumiere est réfléchie sur
I'analyseur P, (figure II1.2.5, c.) et retraverse la lame A\/4 QW son état de polarisation
devient circulaire gauche (figure I11.2.5, d.) puis apres réflexion sur la pupille de sortie
de l'objectif, circulaire droit (figure I11.2.5, e.). Lorsque l'onde retraverse la lame \/4,
son état de polarisation est désormais linéaire et aligné a I’axe de l'analyseur P, (figure
I1.2.5, f.). Aussi cette lumiere parasite est entierement transmise et est équivalente au
signal qui serait obtenu pour une mesure sur fond clair (avec une composante continue
trés importante), venant ainsi diminuer le contraste des franges des spectres cannelés et

ainsi la résolution de la mesure de la retardance linéaire.

-
A
~
~
“«-->
~
~

F1Gure I11.2.5 — Réflexions multiples au niveau du condenseur Objs, état de polarisation :
a, circulaire gauche; b, linéaire horizontal ; ¢, linéaire horizontal ; d, circulaire gauche; e,
circulaire droit ; f, linéaire vertical. La fleche en trait discontinu indique ’axe de ’analyseur
Py

Le méme phénomeéne peut également s’observer en amont de 1'objectif (figure I11.2.6).

Puisque nous travaillons sur fond noir, la puissance optique entre les deux polariseurs
est tres supérieure a celle au niveau du détecteur (plusieurs mW contre quelques pW).
Il suffit donc qu’une toute petite fraction de la lumiere incidente subisse ces réflexions
multiples pour que la puissance associée a ces réflexions soit du méme ordre de grandeur
que le signal utile.

En pratique, nous voyons qu’en inclinant légerement l’analyseur P, par rapport a

I’horizontale nous éliminons une partie de la lumiere parasite et I’autre partie en inclinant
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P1 P1 P1
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s <—> ei

(O 79

F1GURE II1.2.6 — Réflexions multiples au niveau de 'objectif Obj;, état de polarisation : a,
linéaire horizontal ; b, circulaire gauche ; ¢, circulaire droit ; d, linéaire vertical ; e, linéaire
vertical ; f, circulaire droit. La fleche en trait discontinu indique ’axe du polariseur P;

de méme le polariseur P, !.

I11.2.2 Synchronisation de la mesure de la retardance

linéaire avec le balayage du microscope

Un point important de I'implémentation du dispositif de mesure de la retardance
linéaire dans un microscope a balayage est la synchronisation de la mesure de la retardance
linéaire avec le balayage du microscope, de sorte qu’a chaque point du milieu d’étude
balayé par le faisceau laser soit réalisée I’acquisition d’une mesure de la retardance linéaire,
afin de pouvoir ensuite reconstruire 1'image, sans décalage.

Le balayage en fréquence optique de la swept-source n’étant pas déclenchable par un
signal externe, celui-ci va fonctionner en continu des I’allumage de la source. Cela signifie
en pratique que la mesure de la retardance linéaire est indépendante du balayage du
microscope.

Afin de pouvoir tout de méme synchroniser cette mesure avec le balayage du micro-
scope, nous avons donc besoin d’au moins un signal indiquant le démarrage du balayage

du microscope.

1. Ceci confirme l'intérét de travailler avec des polariseurs ayant une bonne acceptance angulaire, tel
que les Polarcors™. Nous pouvons ainsi les incliner sans pertes notables d’extinction.
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Pour ce faire, nous allons utiliser les signaux de trig délivrés par le controleur du
scanner, de modele Thorlabs LSK-GG. En effet celui-ci délivre un signal appelé Line
Trigger et un signal appelé Frame Trigger, respectivement associés aux axes rapide (axe
des x) et lent (axe des y) des miroirs galavanométriques.

Ainsi I'axe des x du scanner va correspondre au balayage d’une ligne, de gauche a
droite. Le signal de commande associé est représenté sur la figure I11.2.7, en haut. Le
controleur va fournir le signal Line Trigger au format TTL (0-5V) qui va passer d'un état
bas a un état haut au début de chaque ligne a gauche, puis revient a un état bas, et passe

a nouveau a 1’état haut a la ligne suivante, tel que sur la figure I11.2.7, en bas.

)f(t) axe rapide

NAANANNANNAANANANAANN L.
/S VV YV VYV YV Y
Y (TTL) Ling Trigger

FIGURE II1.2.7 — Signal de commande de I’axe rapide x(t), en haut, et signal TTL Line
Trigger, en bas

L’axe des y du scanner va correspondre quant a lui au balayage d’une ligne a la
suivante. Le signal de commande associé est représenté sur la figure I111.2.8, en haut. Le
controleur va fournir le signal Frame Trigger au format TTL (0-5V) qui va passer d'un
état bas a un état haut au début de chaque image puis d’un état haut a un état bas au
moment ou I’axe se repositionne en début de l'image (Fly Back Time) et ainsi de suite,
tel que sur la figure I11.2.8, en bas.

A Taide du logiciel constructeur Thorlmage®LS, qui sert notamment a controler le
scanner, nous pouvons régler le pizel-dwell time a 10us de sorte qu’il coincide avec la
durée de balayage de la swept-source. Cela correspond a jouer sur la période du signal

Line Trigger.
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y(t) axe lent

durée
d'une image

v

- temps de retour

T

V (TTL) Frame Trigger

—t v

FIGURE II1.2.8 — Signal de commande de I’axe lent y(t), en haut, et signal TTL Frame
Trigger, en bas

Le signal de trig au format TTL Frame Trigger est envoyé sur I'entrée auxiliaire AUX
IN de la carte d’acquisition AlazarTech DAQ ATS9350 et va servir a déclencher le début

de 'enregistrement des spectres cannelés, sur le front montant.

Il n’y a pas de raison pour que le moment précis ou ce signal de trig (front montant)
va étre recu par la carte d’acquisition coincide avec le début de I'acquisition d’un spectre
cannelé, c¢’est-a-dire d’un balayage de la swept-source. Il peut y avoir un décalage entre ces
deux instants, d'une durée pouvant aller jusqu’a la durée d’un balayage de la swept-source,

ce qui correspond a un décalage maximal d'un pixel sur I'image au début de chaque ligne.

Enfin a I'instar des montages sur banc présentés dans la précédente partie de ce manus-
crit, les signaux sweep-trigger et k-clock vont étre utilisés pour respectivement déclencher
I’acquisition d’un spectre cannelé et pour échantillonner le signal mesuré par la photodiode

de maniere équidistante en fréquence optique.

Notons enfin que ce type de synchronisation est issue des techniques d’OCT [254], qui

utilisent le méme type de source et de détecteur.

A Taide d’'un programme développé sous LabVIEW, nous pouvons ainsi réaliser 1’ac-
quisition, le traitement et I'affichage de la retardance linéaire et de son azimut en temps

réel, soit 0.4 fps pour une image de 512 x 512 pixels ou 1.5 fps pour une image de 256 x 256
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pixels. Ceci est notamment treés pratique pour rechercher une zone d’intérét dans un milieu
d’étude.

I111.2.3 Rsésultats

Dans cette section, nous allons présenter quelques images illustrant les performances
de la mesure sur fond noir de la retardance linéaire et de son azimut. Nous parlerons ici
en retard optique (Ane) (nm), grandeur indépendante de la longueur d’onde plutdt qu’en
retardance linéaire LR, sauf mention contraire, ces deux grandeurs étant reliées par la
relation LR = 27w (Ane)/Ag. Ceci donne pour (Ane) = 1nm, LR = 0.34° a 1060 nm.

Nous nous intéresserons d’abord aux images de retard optique seul puis nous illustre-
rons la possibilité d’afficher a la fois le retard optique et son azimut. Enfin, nous nous

pencherons sur 'intérét d’'une mesure multimodale.

I11.2.3.1 Imagerie de biréfringence d’un rotiféere Keratella co-

chlearis

Le Keratella cochlearis est 1'une des innombrables especes de rotifere, organisme aqua-
tique particulierement répandu. Ces rotiferes présentent des structures légerement biré-
fringentes et la microscopie de polarisation classique a déja été utilisée pour les étudier
[255]. En 2015, M. Shribak en a également présenté une image afin d’illustrer sa méthode
sur fond noir, qualitative, intégrée dans un microscope plein champ [203].

Les rotiféres dont nous réalisons les images sont fixés sur lame de verre? et présentent
une dynamique de retard optique allant de moins de un a une quinzaine de nanometres.

Aussi nous allons les utiliser pour illustrer la résolution de la méthode sur fond noir.

Comparaison des tables de couleurs inferno et hot pour la représentation du

retard optique

Comme nous I’évoquions dans le chapitre précédent, le choix d’une table de couleur
appropriée est crucial. Ici nous avons représenté sur la figure I11.2.9 les mémes données, a
savoir I'image d’'un rotifere Keratella cochlearis (x20/0.35NA), acquise avec 5 = 1°, avec

la table de couleurs inferno a gauche et hot a droite.

2. ces lames préparées ont été achetées chez JOHANNES LIEDER GmbH & Co. KG https://www.
lieder.de/.
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(Ane) nm (Ane) nm
12 — 12
10 - 110
8 -8

FIGURE III1.2.9 — Images de retard optique d'un rotifere Keratella cochlearis (f = 1° -
x20/0.35NA - zoom x4) : A, avec la table de couleurs inferno; B, avec la table de couleurs
hot

La valeur maximale de retard optique dans I'image présentée est d’environ 11 nm. Or
si nous utilisons une table de couleurs dont la luminosité est linéaire par rapport aux
valeurs a représenter, telle que la table de couleur inferno, la dynamique utilisée pour
représenter les valeurs de retard faibles par rapport la valeur maximale de I'image est
faible également. Les structures, potentiellement intéressantes, dont le retard est inférieur
a environ 4nm sont alors pratiquement invisibles. Et cela méme si le contraste entre le
fond de l'image et la structure est tres fort, tel que l'illustre la coupe présentée figure
I11.2.10, qui correspond aux valeurs de retard optique mesurées le long de la ligne en
pointillés bleus sur l'image II1.2.9.

L’utilisation d’une table de couleurs qui encode les faibles valeurs de retard sur une dy-
namique plus grande telle que la table de couleurs hot permet de faire ressortir davantage

ces structures et nous ’avons donc privilégiée par la suite.

Comparaison des mesures sur fond clair et sur fond noir

Il est possible de montrer que le dispositif de mesure sur fond noir de la retardance
linéaire devient un dispositif de mesure sur fond clair lorsque 'angle de biais § = 45°.

Pour illustrer ceci, nous avons représenté sur la sphere de Poincaré (figure I11.2.11) les
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1.5 :
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0.5 :

1 128 256 384 512
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F1GURE II1.2.10 — Coupe de I'image de retard optique d’un rotifere Keratella cochlearis,
ligne en pointillés bleus figure 111.2.9

états de polarisation qui sondent le milieu d’étude pour § = 2° et § = 45°

Ces états de polarisation représentés sur la sphere de Poincaré forment une rosace, dont
la largeur dépend de (. Dans le cas d'un faible (3, ces états sont tous localisés proches
de I’état de polarisation orthogonal a celui de I’analyseur, qui correspond au centre de la
rosace. Ainsi la puissance au niveau du milieu d’étude est beaucoup plus forte que celle

au niveau du détecteur et nous avons une mesure sur fond noir.

Lorsque 8 = 45°, la rosace s’élargit jusqu’a couvrir ’ensemble de la sphére de Poincaré.
Il en résulte qu’il y a toujours parmi les états de polarisation générés au moins un qui
sera aligné avec I'état de polarisation de l'analyseur. Dans ce cas, la puissance optique
au niveau du détecteur est la méme que celle au niveau du milieu et nous devons réduire
drastiquement la puissance optique incidente pour ne pas saturer le détecteur. Nous avons
bien une mesure sur fond clair, ce qui serait aussi le cas avec une configuration mesurant
la matrice de Mueller.

Aussi, nous allons nous servir de cette propriété pour pouvoir comparer la mesure sur
fond noir et la mesure sur fond clair, réalisées dans des conditions identiques, avec les
mémes éléments optiques, source, détecteur, objectifs, etc., et sur la méme zone du méme

milieu d’étude.
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s

FiGure II1.2.11 — Spheres de Poincaré des états de polarisation en sortie du PSG : a
gauche, avec § = 45°, soit une mesure sur fond clair ; & droite, pour le montage de mesure
sur fond noir de la retardance linéaire avec = 2°

Pour ce faire nous avons réalisé 'image d’un rotifere Keratella cochlearis (x20/0.35NA) 3,
a [ = 45° pour la mesure sur fond clair, en réduisant la puissance optique incidente pour
ne pas saturer le détecteur, et a 8 = 1° pour la mesure sur fond noir, représenté respecti-
vement a gauche et a droite sur la figure 111.2.12, avec la table de couleurs hot.

Lorsque le retard est important, de 'ordre d’une dizaine de nanometres, la différence
entre mesure sur fond clair et mesure sur fond noir n’est pas flagrante. En revanche si
nous zoomons sur une zone ou le retard est faible, ici I’épine du rotifere, encadrée en vert
sur la figure I11.2.12, dont le retard est (Ane) ~ 1nm, et que nous ajustons I’échelle de
couleurs, dont le maximum représente désormais une valeur de retard (Ane) = 3 nm, nous
constatons que 'image est beaucoup plus bruitée avec la mesure sur fond clair.

Cela apparait de maniére encore plus nette sur la coupe présentée figure 111.2.13, qui
correspond aux valeurs de retard optique mesurées le long de la ligne en pointillés bleus
sur 'image I11.2.12, ou nous pouvons constater que le bruit sur la courbe bleue, mesure
sur fond clair, est beaucoup plus important que celui sur la courbe rouge, mesure sur fond

noir.

3. Il ne s’agit pas du méme spécimen que sur I'image I11.2.9.
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(Ane) nm
— 12

- 110

Ficure II1.2.12 — Images de retard optique d’un rotifere Keratella cochlearis
(x20/0.35NA - zoom x4, pour l'image large; zoom x18, pour 'encadré vert) : a gauche,
mesure sur fond clair, § = 45°; a droite, mesure sur fond noir, 5 = 1°. Pour ’encadré
vert, le maximum de 1’échelle de retard optique est ajusté a 3nm

2 \
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FiGure I11.2.13 — Coupe de I'image de retard optique d'un rotiféere Keratella cochlearis,
comparaison mesures sur fond clair, f = 45° et mesure sur fond noir, f = 1°
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Afin d’évaluer quantitativement la résolution respective des méthodes sur fond clair
et sur fond noir, nous avons réalisé 'acquisition de 1000 mesures successives au centre
de I'image, sans balayage et sans milieu d’étude, avec § = 45° et § = 1°, puis calculé
I’écart-type.

Nous avons obtenu pour la mesure sur fond clair, soit 8 = 45°, A(Ane) = 0.24nm.
Cette valeur est similaire a celle obtenue avec le montage de mesure de la matrice de
Mueller précédemment développé [48], technique qui est sur fond clair et utilisant la
méme source et le méme détecteur, soitA(Ane) = 0.29 nm.

Pour la mesure sur fond noir, soit § = 1°, la valeur obtenue est de A(Ane) =
8.5107% nm, soit un gain d’un facteur presque 30 par rapport a la mesure sur fond clair,
avec une configuration optique identique.

Cela correspond a un facteur 2 par rapport au microscope plein champ sur fond noir
pour la mesure de la retardance linéaire développé par R. Oldenbourg et M. Shribak [151-
155], présenté dans la premiere partie, section 1.3.4, qui a une résolution de A(Ane) =
21072 nm.

I11.2.3.2 Imagerie de biréfringence, azimut et dépolarisation d’un

tissu cancéreux humain

Dans le cadre du projet MATRIX, financé par I'Inserm, A. Uguen du laboratoire LBAI
(Lymphocytes B, Autoimmunité et Immunothérapies - UMR 1227 Univ. Brest/Inserm/CHRU
Brest) a fourni au laboratoire des coupes histologiques fines (e = 5 um) et non-paraffinées
(la paraffine étant tres biréfringente), de différents tissus cancéreux humains. Nous al-
lons présenter les images réalisées pour I'une de ces coupes histologiques avec différentes

modalités d’imagerie.

Retard optique et degré de dépolarisation

Lorsque nous imageons un milieu complexe tel qu'une coupe histologique, de nom-
breuses zones présentant un retard optique sont observables, pouvant aller ici jusqu’a
(Ane) =~ 35nm (figure I111.2.14, a gauche). Aussi nous réglons ’angle de biais a § = 10°
pour nous adapter a ces valeurs. Ici la seule information de retard optique parait limitée
pour identifier les structures présentes, car elle manque de spécificité. Sur 'image de retard
optique (figure 111.2.14, A), nous voyons en effet une zone en bas de I'image présentant

un fort retard et un aspect fibreux et en haut de I'image une zone présentant également
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un fort retard mais d’un aspect plus granuleux.

Comme évoqué dans le chapitre précédent, il est possible de mettre en évidence les
zones présentant de la dépolarisation. Celles-ci sont visibles sur la figure 111.2.14, B. Dans
ce tissu la dépolarisation se concentre dans la zone du haut de I'image, présentant sur
I'image de retard optique un aspect granuleux. Nous pouvons inférer que cette zone est

moins homogene spatialement, ce qui entraine cette dépolarisation.

(Ane) nm P,
= ) 30
- 130
- 125

|20

15

10

FIGURE II1.2.14 — Images d'une coupe de colon cancéreux humain (4 = 10° - x10/0.25NA
- zoom x2) : A, image de retard optique (nm); B, image de dépolarisation

Comparaison des tables de couleurs HSV et HSV-E pour la représentation

de 'azimut

Puisque 'image de 'amplitude de la retardance linéaire seule n’est pas assez spécifique,
nous pouvons sur une méme image représenter a la fois 'amplitude et I'azimut de la
retardance linéaire, tel que sur la figure I11.2.15.

Nous constatons que la zone fibreuse en bas de I'image présente une orientation ré-
guliere, ce qui n’est pas le cas de la zone granuleuse en haut de I'image. Nous pouvons
supposer qu’il s’agit de fibres de collagene.

Ici également, le choix de la table de couleurs est crucial pour obtenir une représenta-

tion pertinentes des données. Nous constatons qu’avec la table de couleurs HSV-E (figure
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FiGure II1.2.15 — Images d’une coupe de colon cancéreux humain en retard optique et

azimut (8 = 10° - x10/0.25NA - zoom x2) : A, HSV ; B, HSV-FE

[11.2.15, a droite), nous distinguons mieux les différences d’orientation des fibres qu’avec

la table de couleur HSV (figure I11.2.15, a gauche), ou elles semblent toutes alignées.

I11.2.3.3 Evolution temporelle de la biréfringence dans une cel-

lule cancéreuse humaine HGT-1

La lignée de cellule gastrique cancéreuse humaine HGT-1 [256] est un modele large-
ment répandu pour I’étude des tumeurs. Des cultures de ces cellules nous ont été fournies
par G. Alzeeb du laboratoire GGFB (Génétique, Génomique Fonctionnelle et Biotechno-
logies - UMR 1078 Inserm/Univ. Brest/EFS/CHRU Brest).

Les cellules sont généralement tres faiblement biréfringentes, (Ane) < 1nm. Lors-
qu'une cellule n’est plus maintenue dans les bonnes conditions de température, de milieu
nutritif, etc., elle meurt au bout de quelques heures. Nous avons ainsi observé une cel-
lule HGT-1 mourante et réalisé des images a intervalle de temps régulier, toute les neuf
minutes, pendant une durée d’une heure et demie. Au dela la cellule se décroche de la
lamelle sur laquelle elle adhérait, et nous ne pouvons plus I'observer.

Au temps T=0min, il n’y a quasiment pas de retard observable dans la cellule, hormis
quelques structures sphériques, des gouttelettes lipidiques, dont la rotation de I'azimut est
caractéristique (voir figure II1.2.16, a droite, indiquées par les fleches blanches horizon-

tales), et ce qui pourrait étre la membrane du noyau de la cellule (indiquée par la fleche
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blanche verticale). Ces structures présentent un retard d’environ (Ane) =~ 0.5 nm.

F1cure I11.2.16 — Images d'une cellule cancéreuse HGT-1 (5 = 2° - x60/1.2NA - zoom
x4) : A, image de retard optique (nm); B, image de retard optique et azimut

Nous nous focalisons sur I’évolution du retard au cours du temps et nous avons donc
représenté une partie des images de retard acquises au fil du temps sur la figure 111.2.17.

Par la suite, au fur et a mesure du temps, la cellule se contracte et nous observons une
augmentation du retard sur son pourtour qui atteint alors pres de (Ane) ~ 1.5nm.

En 'état actuel de nos investigations, l'origine de cette augmentation du retard n’est
pas clairement établie. Elle pourrait étre liée a un changement de structure ou a une
biréfringence de bord mais elle pourrait également provenir des contraintes mécaniques
locales, liées a la contraction de la cellule.

En effet, W. Wang et al. ont montré qu’il y avait une relation linéaire entre la mesure
de la retardance et la contractibilité des cellules, aussi bien pour une cellule isolée, que
dans un tissu ou un organoide [23], en combinant la mesure de la retardance linéaire
avec la microscopie a force de traction [52]. Par ailleurs, les travaux de Sugita et al. ont
également montré qu’il était possible de mesurer la force de traction associée aux filaments
d’actine a I’échelle cellulaire [24].

Il y a un enjeu important pour la mesure de ces contraintes mécaniques a 1’échelle

cellulaire et des tissus [257] car les contraintes mécaniques a ’échelle cellulaire jouent un
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(Ane) nm (Ane) nm

T=18min

T=54min

FIGURE II1.2.17 — Evolution temporelle du retard optique dans une cellule cancéreuse
humaine HGT-1 (f = 2° - x60/1.2NA - zoom x4)
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role crucial dans 'embryogenese [258, 259] ou dans le développement des cancers [260].
Aussi la mesure sur fond noir de la retardance linéaire présente un potentiel intéressant
pour répondre a cette problématique, d’autant qu’elle est plus facile & mettre en ceuvre

que d’autres méthodes alternatives telle que la microscopie de Brillouin [261].

I11.2.3.4 Adaptation du calibre pour ’imagerie d’un échantillon

tres fortement biréfringent (ruban adhésif)

Parfois, de grandes dynamiques de retard optique peuvent étre présentes dans un
milieu d’étude. Dans le cas ou le retard est fort, c’est a dire (Ane) > 10nm, il est
nécessaire d’ajuster l'angle 5 de maniere a garder une résolution relative optimale, a
I'instar de ce qui a été démontré pour le pouvoir rotatoire dans le chapitre 11.2.

Pour l'illustrer, nous avons choisi un milieu simple, a savoir un morceau de ruban
adhésif, qui présente un retard optique tres fort (Ane) ~ 350nm et homogene. Nous
avons réalisé des images de la retardance linéaire avec différents angles de biais § = 1°,
B =3° B =10°et g = 45°

Nous constatons que 'image est fortement bruitée avec § = 1°, puis a mesure que nous
augmentons 'angle 3, ce bruit diminue et nous voyons apparaitre des détails qui étaient
jusque la masqués. Ici, il y a peu de différences visibles entre 5 = 10° et § = 45°, il n'y
a donc pas nécessité d’ajuster tres précisément ’angle de biais # a la gamme de retard
mesurée et nous pouvons donc utiliser seulement quelques calibres, c’est a dire quelques

valeurs fixées de 3, pour couvrir 'ensemble des retards optiques de 0 a A\/2.

I11.2.3.5 Couplage avec des techniques non-linéaires (SHG et
TPEF)

Au cours des dernieres années le laboratoire OPTIMAG a développé une expertise dans
I'utilisation de modalités de microscopie non-linéaires, génération de seconde harmonique
(SHG) et fluorescence a deux photons (TPEF'), pour I'imagerie de tissus ou de modeles
de tumeurs [25-27].

Nous avons ainsi réalisé I'imagerie en SHG et en TPEF de la méme coupe de colon
cancéreux humain précédemment utilisée, d’épaisseur 5 um, sans marquage. Nous pouvons
alors observer sur l'image en SHG (figure I11.2.19, ligne du haut, a gauche), que les
structures d’aspect fibreux sont bien des fibres de collagene de type I, la réponse en

SHG étant tres spécifique, alors que I'image en TPEF est moins spécifique et donne des
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(Ane) nm (Ane) nm
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1400 1400

300 300
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FIGURE I11.2.18 — Adaptation du calibre pour I'imagerie d’'un milieu d’étude (ruban
adhésif) tres fortement biréfringent (x20/0.35NA - zoom x4). En haut, a gauche, § = 1°;

en haut, a droite, § = 3°; en bas, a gauche, § = 10°; en bas, a droite, § = 45°
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informations similaires a I'image de retard optique seule (figure 111.2.19, ligne du haut, a
droite).

Nous constatons que des zones de forts retards optiques correspondent aux zones de
fortes réponses SHG, liées a la présence de fibres de collagéne, mais d’autres structures
présentent de forts retards optiques, la ou de la matiere désordonnée est révélée par la
TPEF. Ces dernicres zones apparaissent sur I'image du degré de dépolarisation.

Attention toutefois, les images en SHG et en TPEF n’ont pas été réalisées avec le méme
microscope que pour les images du retard optique et de son azimut. Ici nous avons utilisé
un microscope Olympus Fluoview FV300, avec comme source un laser femtoseconde Co-
herent Chameleon vision II et comme détecteur un PMT Hamamatsu, déja implémenté au
laboratoire. La longueur d’onde d’excitation est de 830 nm. Avec un objectif x20/0.75NA
et un condenseur Olympus 0.9NA, la résolution spatiale expérimentale est de r, = 0.5 um,
contre une résolution spatiale théorique de ry = 2.4 ym pour la modalité retard optique
avec le couple 10 x /10x. Aussi, les définitions des images sont ici de 1024 x 1024 (contre
512 x 512) et la zone du milieu d’étude imagée n’est pas exactement la méme.

De cet exemple, il se dégage tout de méme une complémentarité d’information entre
la mesure du retard optique et de son azimut, ’évaluation de la dépolarisation ainsi
que de la mesure en SHG, beaucoup plus spécifique. Il conviendrait pour aller plus loin
de comparer la mesure du retard optique et les modalités de microscopie non-linéaires
résolues en polarisation, en particulier la P-SHG (Polarization-resolved Second Harmonic
Generation) [28].

I11.2.3.6 Pistes d’améliorations

Afin d’améliorer les performances de notre microscope, il conviendrait d’utiliser :

— des couples objectif/condenseur présentant un meilleur taux d’extinction, pour
limiter les pertes de contraste de franges associées

— des optiques (notamment la lentille de scan et la lentille de tube) présentant une
transmission optimale autour de la bande spectrale utilisée, pour réduire les pertes
de puissance optique et certainement améliorer la résolution spatiale.

— des polariseurs ayant de meilleurs traitements anti-reflet, pour éliminer les multiples
réflexions générant des pertes de contraste de franges

En outre, nous n’avons pas implémenté la compensation des erreurs systématiques

avec une 3éme lame \/4, faute de temps. Cela permettrait également de gagner encore

en sensibilité.
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laser

Ficure II1.2.19 — Images d'une coupe de colon cancéreux humain avec des techniques
non-linéaires (x20/0.75NA) et polarimétrique (8 = 10° - x10/0.25NA - zoom x2) : A,
SHG ; B, TPEF; C, retard optique et azimut; D, degré de dépolarisation; E, retard

optique
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Par ailleurs, il serait judicieux d’implémenter cette nouvelle modalité polarimétrique

et les modalités non-linéaires (SHG et TPEF) dans un méme microscope.

Conclusion

Dans la premiere partie de ce chapitre, nous avons présenté le développement d’un
microscope a balayage permettant la mesure sur fond noir de la retardance linéaire et de
son azimut ainsi que du degré de dépolarisation.

Nous avons d’abord montré I'implémentation optique et mécanique du dispositif de
mesure de la retardance linéaire dans un microscope a balayage Thorlabs CM100, en
évoquant les limitations liées aux optiques utilisées. Puis le principe de la synchronisation
du balayage et de la mesure de la retardance a été expliqué.

Dans la deuxieme partie de ce chapitre, nous avons présenté quelques résultats illus-
trant les performances de cette nouvelle modalité de microscopie, que ce soit en terme de
résolution, de mesure de phénomeénes dynamiques ou de gamme de mesure. Nous avons
également montré avec I'exemple d'une coupe histologique d'un tissu cancéreux, toute
la richesse des informations mesurées et la complémentarité de cette modalité avec les

modalités de microscopie non-linéaires.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES

Conclusion

Au cours de cette thése, une nouvelle technique de mesure polarimétrique sur fond
noir, basée sur le principe du codage spectral de la polarisation a été développée sur table
optique puis intégrée dans un microscope a balayage. L utilisation du codage spectral de la
polarisation permet des cadences de mesure compatibles avec le balayage du microscope.
La configuration intégrée a un microscope a balayage permet d’envisager le couplage avec
les modalités non-linéaires (SHG, TPEF) en un méme instrument. Enfin la mesure sur
fond noir permet d’atteindre une résolution sur la mesure de la retardance linéaire bien
inférieure a celle qu’il est possible d’obtenir par une mesure sur fond clair (par exemple
les techniques faisant la mesure complete de la matrice de Mueller).

Dans un premier temps, nous avons implémenté cette nouvelle méthode en configura-
tion horizontale sur table optique en utilisant une source a balayage en fréquence optique
(swept-source) et un détecteur monocanal (photodiode), permettant d’acquérir un spectre
a une cadence de 100 kH z.

Les états de polarisation sont générés par un jeu de deux lames de phase dites de
codage, placées en aval d'un polariseur linéaire, d’épaisseurs respectives be = 2mm et le =
0.4mm, et orientées respectivement a [ et 0° par rapport a 'axe du premier polariseur.
Les états de polarisation sont ensuite analysés par un polariseur linéaire orthogonal au
premier. Nous avons vu qu’il est possible d’ajuster ’angle de biais § de maniere a utiliser
toute la puissance incidente sans saturer le détecteur, permettant ainsi de réaliser une
mesure sur fond noir.

Dans le cas de la mesure de la retardance linéaire, deux lames A/4, respectivement
orientées a +45° et —45°, encadrent le milieu d’étude et permettent de transformer les
états de polarisations générés proches d'un état linéaire en des états proches d'un état
circulaire et réciproquement au niveau de ’analyse.

Lors de l'implémentation expérimentale de la configuration dédiée a la mesure du
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pouvoir rotatoire, nous avons validé le principe de la mesure et notre modele de bruit,
permettant ainsi de déterminer la valeur optimale de I’angle de biais S pour minimiser la
résolution.

Le passage a la configuration destinée a la mesure de la retardance linéaire s’est révélé
non-trivial, a cause de I'introduction des deux lames \/4 supplémentaires. En effet, 'ajout
de ces lames augmente les sources d’erreurs systématiques. Cependant des simulations ont
montré qu’il était possible de compenser en partie ces erreurs, par la soustraction d’une
mesure vide d'une part et par 'ajout d’une 3éme lame A/4, alignée a I'axe du premier
polariseur, d’autre part. Ces méthodes ont été ensuite validées expérimentalement.

Enfin le dispositif dédié a la mesure de la retardance linéaire a été intégré dans un
microscope a balayage laser. Outre le montage et 1’alignement de celui-ci, un travail d’in-
tégration opto-mécanique a été nécessaire, pour placer les éléments optiques du dispositif
de mesure de la retardance dans le microscope. Nous avons également identifié les facteurs
limitant la résolution de la mesure de la retardance linéaire.

Nous avons finalement exploré les potentialités de cette nouvelle modalité d’imagerie
avec divers milieux d’étude, en collaboration avec des biologistes. Ceci nous a permis de
valider que la résolution sur la mesure de la retardance linéaire est bien supérieure avec
cette approche sur fond noir qu’avec une approche sur fond clair. Enfin, cela a conduit
a nous interroger sur la meilleure fagon de représenter les informations polarimétriques

ainsi mesurées.

Perspectives

Ce travail portait sur le développement d’une nouvelle modalité de mesure polarimé-
trique sur fond noir par codage spectral de la polarisation, intégrée a un microscope a
balayage laser en transmission.

Nous pouvons envisager deux grands axes d’évolution pour la suite. D'une part amé-
liorer cette configuration de microscope a balayage en transmission, en travaillant notam-
ment sur la source laser. D’autre part, il est également possible de décliner ce principe de

mesure pour d’autres types de configuration.

Améliorations de la configuration optique

Ainsi que nous ’évoquions dans le chapitre I11.2, divers améliorations sont possibles

au niveau de la configuration optique du microscope afin de gagner en résolution sur la
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mesure de la retardance linéaire et de nous rapprocher des performances obtenues sur
table optique :
— utiliser des couples objectif/condenseur présentant un meilleur taux d’extinction,
pour limiter les pertes de contraste de franges associées
— utiliser des optiques (notamment la lentille de scan et la lentille de tube) présentant
une transmission optimale autour de la bande spectrale utilisée, pour réduire les
pertes de puissance optique
— utiliser des polariseurs ayant de meilleurs traitements anti-reflet, pour éliminer les
multiples réflexions générant des pertes de contraste de franges
— implémenter la compensation des erreurs systématiques avec une 3éme lame \/4,
pour minimiser leurs impacts sur la résolution de la mesure
Enfin 'implémentation de cette nouvelle modalité polarimétrique et les modalités non-
linéaires (SHG et TPEF) dans un méme microscope permettrait de faciliter le travail de

couplage et de comparaison de ces techniques amorcé dans ce travail de these.

Ameéliorations de la source

La technologie des sources a balayage en fréquence optique est récente et fait 'objet de
nombreux nouveaux développements, notamment pour les applications en OCT [262-264].
Aussi nous pouvons tirer parti de certaines de ces avancées.

Nous pouvons notamment mentionner la possibilité d’accroitre la cadence de balayage
jusqu’a 1 M Hz [265], permettant de réduire la durée d’une mesure a seulement 1 ps. Ceci
offrirait la possibilité d’accélérer le balayage afin de suivre des phénomenes dynamiques,
d’acquérir des images sur un plus grand nombre de pixels pour une méme durée d’acqui-

sition.

En 2019, S. Karpf et B. Jalali ont démontré la possibilité d’amplifier une source a
balayage en fréquence optique et de la doubler en fréquence [266, 267]. Ceci présente un
tres grand intérét pour la technique développée dans ce manuscrit. D’abord, nous avons
vu que la puissance incidente est un facteur déterminant de la résolution de la mesure
de la retardance. Amplifier la source permettrait donc d’améliorer cette résolution, dans
la limite ou le taux d’extinction n’est pas limitant. En outre le doublage en fréquence
présente deux intéréts. Le premier est que la retardance est proportionnelle a la fréquence
optique. Ainsi en doublant en fréquence la source, la retardance mesurée est double pour

un méme retard optique. Ceci permettrait donc de mesurer des retards optiques deux
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fois plus faibles, c’est-a-dire des structures bien plus fines. Par ailleurs, a ces longueurs
d’onde, il est plus facile de trouver des optiques et détecteurs adaptés. Enfin, la résolution
spatiale étant limitée par la diffraction, diviser par deux la longueur d’onde permettrait

également de gagner en résolution spatiale.

En 2022, Y. Feng et al. ont démontré la possibilité d’utiliser un laser femtoseconde,
afin de réaliser une mesure complete de la matrice de Mueller par codage spectral de la
polarisation en seulement 10ns [268], dans une configuration de mesure ponctuelle.

Outre le gain important sur la durée de la mesure, ce type de source est déja utilisée
pour les modalités de microscopie non-linéaires et il est envisageable de 1'utiliser également
pour réaliser la mesure sur fond noir de la retardance linéaire par codage spectral. Nous
aurions ainsi acces avec une méme source a la modalité de mesure de la retardance et
aux modalités non-linéaires. Toutefois du fait de 'utilisation d'un spectrometre comme
détecteur, cette approche ne serait pas possible dans une configuration de microscope a

balayage laser en transmission.

Configurations alternatives

Nous avons fait le choix dans ce manuscrit d’intégrer le dispositif de mesure sur fond
noir de la retardance linéaire par codage spectral de la polarisation dans une configura-
tion de microscopie a balayage en transmission. Cependant d’autres configurations sont
possibles, par exemple :

— une configuration de mesure ponctuelle, qui pourrait étre utilisée (1) en rhéo-
optique, pour mesurer des biréfringence d’écoulement [6], (2) en pharmacie, cou-
plée a un dispositif de chromatographie liquide & haute-pression (HPLC'), pour la
séparation des énantiomeres via la mesure du pouvoir rotatoire [269], (3) pour la
réalisation de capteurs de champ magnétiques via la mesure du pouvoir rotatoire
induit par effet Faraday [270].

— une configuration de microscopie a balayage en réflexion, utilisant une source large
bande et un spectrometre comme détecteur, dans une configuration similaire a celle
proposée par C. Li et Y. Zhu, pour une mesure sur fond clair [192].

— une configuration de microscopie plein champ en transmission, utilisant une source

large bande et une caméra hyperspectrale comme détecteur.

Au fil de ce manuscrit nous avons revisité la polarimétrie sur fond noir grace au prin-

cipe du codage spectral de la polarisation. Ceci nous a permis de I'appliquer a I'imagerie
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de faibles biréfringences dans une configuration de microscope a balayage laser. La combi-
naison de cette nouvelle technique avec les techniques non-linéaires ouvre des perspectives

intéressantes pour 1’étude des milieux biologiques.
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ANNEXES

A.I Vecteurs de Jones et de Stokes pour différents

états de polarisation

Etat de polarisation

‘ Représentation temporelle

‘ Vecteur de Jones ‘ Vecteur de Stokes ‘

1
o E.(t) = Eg, coswt 1 1
Linéaire // Ox { E(t) = 0 {0} 0
0
1
L E,(t)=0 0 1
Linéaire // Oy { E,(t) = Ep, coswt {1} 0
0
1
e E,(t) = Eycoswt ElL! 0
Linéaire a 45 { E,(t) = Eycoswt 7 01 1
0
- - [ 1 |
e o E.(t) = Epcoswt ! 0
Linéaire a —45 { E,(t) = — Ey coswt 7 1] 1
L 0|
- - [ 1 |
. . E.(t) = Epcoswt e 0
Circulaire gauche { E, (1) = Eysinwt % i 0
1]
1
. : . E,(t) = Eycoswt |1 0
Circulaire droite { E,(t) = — Bysinwt 7| 0
1
1
. E.(t) = Eg, coswt coS v cos 2u
Elliptique { E,(t) = Eyy cos(wt + ¢) Lin U6j¢:| sin 2v cos ¢
sin 2v sin ¢
1
, ., E.(t) = Eo.(t) coswt e 0
Totalement dépolarisé { E, (1) = Eoy(t) cos(wt + 6(1)) non défini 0
0

TABLE A.I.1 — Vecteurs de Jones et de Stokes pour différents états de polarisation.
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A.Il1 Détermination expérimentale du drop-off @ et

du taux d’extinction des polariseurs ¢

D’apres les équations I1.2.8 :

1
Ipc = 3 Tsamp Lo Tpor (1 — e — (1-— 362) COS(ZB)2 cos(260))
1 .
Fs = =7 Tamp Iy @ Ty (1 — 3¢?) sin(26)? cos(26)el*%
1

Fy = —3 Tramp To @ Thor (1 — 3€2) cos(B)? sin( ) sin(20)e? @ T0)%0

il vient pour un pouvoir rotatoire # = 0° et un faible angle de biais [, la relation

suivante :

IDC 62 1 2
- =— 5 t—= AlIl1
F5 w 2 w ( )
avec Tep = 1/€2, le taux d’extinction des polariseurs et w, le drop-off affectant le pic
F5. En tragant la courbe Ipc/Fs = f(1/5%), nous pouvons remonter au drop-off s ainsi

qu’au taux d’extinction des polariseurs 7..;.

Polariseurs Glan-Taylor

Pour les polariseurs Glan-Taylor, nous avons réalisé les acquisitions (cf. figure A.I1.1)
en fixant Iy = 7.18 mW et en faisant varier 5 de 0.22° a 0.85°.

Par régression linéaire, nous trouvons pour le pic F5 un drop-off w = 0.94 et un taux
d’extinction 7.y = 3.8 10%. Ceci est un peu inférieur & la valeur nominale de 10°. Cela est

peut-étre lié a la sensibilité de la réponse des polariseurs Glan-Taylor a leurs orientations.

Polariseurs Polarcors™

Pour les polariseurs Polarcors™ nous avons réalisé les acquisitions (cf. figure A.I1.2)
en fixant [y = 7.66 mW et en faisant varier 5 de 0.15° a 0.60°.

De la méme facon, nous obtenons 7., = 7.2 10* pour les Polarcors™.
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FIGURE A.Il.1 — Rapport Ipc/Fs en fonction 1/3% (avec S en rad), pour § = 0° et
Iy = 7.18 mW (Glan-Taylor).
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FIGURE A.I1.2 — Rapport Ipc/F5 en fonction 1/3% (avec S en rad), pour § = 0° et
Iy = 7.66 mW (Polarcors™).
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Polarimétrie sur fond noir par codage spectral de la polarisation : application a la microscopie a

balayage laser

Mot clés : Polarisation, Polarimétrie, Microscopie a balayage, Biréfringence

Résumé : Limagerie de faibles biréfringences au
sein de milieux biologiques, a I'échelle cellulaire,
présente un fort intérét pour I'étude d’édifices de
protéines structurelles et motrices ainsi que ses
applications au diagnostic biomédical. Le labora-
toire OPTIMAG a récemment développé un mi-
croscope a balayage laser polarimétrique dit de
« Mueller », basé sur le principe de codage spec-
tral de la polarisation. Celui-ci repose sur I'utilisa-
tion d’une source a balayage en fréquence optique
rapide (100 kHz) et de lames de phase épaisses,
permettant de mesurer I'ensemble des anisotro-
pies optiques du milieu d’étude (et donc en particu-
lier sa biréfringence) a la cadence de balayage de
la source, ce qui est compatible avec la microsco-
pie a balayage laser. Cependant cette technique
opére sur « fond clair », ce qui limite intrinseque-
ment sa sensibilité. Le but de cette thése est de
développer une nouvelle méthode de polarimétrie,

toujours basée sur le concept de codage spec-
tral de la polarisation, dans une configuration ori-
ginale dite sur « fond noir », c’est-a-dire travaillant
proche de l'extinction, permettant ainsi d’offrir la
meilleure sensibilité pour la mesure de la biréfri-
gence. Ce dispositif a d’abord été monté sur table
optique et I'étude des erreurs aléatoires et systé-
matiques entachant la mesure a été réalisée. Ainsi,
ce dispositif permet de mesurer, a une cadence
de 100kH z, la biréfringence avec une résolution
de 55nrad/+/Hz. Ce polarimétre a ensuite été in-
tégré dans un microscope a balayage laser et sa
grande sensibilité a permis I'imagerie de cultures
cellulaires. La comparaison avec une technique
sur fond clair est également présentée ainsi que la
complémentarité de cette nouvelle méthode avec
des modalités de microscopie non-linéaires pour
I'étude de coupes histologiques de tissus cancé-
reux.

Null-Polarimetry by spectral encoding of polarization: Application to laser scanning microscopy

Keywords: Polarization, Polarimetry, Scanning microscopy, Birefringence

Abstract: Imaging birefringence in biologicals
samples, at cellular scale, has shown a strong in-
terest to get insight into arrangements of struc-
tural and motor proteins and for medical diagnos-
tic applications. Recently OPTIMAG laboratory has
developed a Mueller laser-scanning microscopy
based on the idea of spectral encoding of polar-
ization. This method implements a very fast swept-
wavelength laser source (100 kHz) in combina-
tion with thick phase plates, enabling full polariza-
tion measurements (including birefringence) at the
speed of laser source, making it compatible with
laser scanning microscopes. However, this method
operating off null (far from extinction), its sensitivity
is intrinsically limited. The goal of this thesis is to
develop a new method of polarimetry, still based

on spectral encoding of polarization, in an origi-
nal null configuration, working close to extinction,
enabling the best birefringence measurement sen-
sivity. This device has first been set up on an op-
tical table, and the study of both random and sys-
tematic errors affecting the measurement has been
performed. Thus, this device is able to mesure
birefringence with a resolution of 55nrad/vHz,
at 100 kHz. Then, this polarimeter has been im-
plemented in laser scanning microscope and its
high sensivity has enabled the imaging of cell cul-
tures. The comparison with an off-null approach
has been shown as well as the complementarity
of this new method with non-linear modalities of
microscopy for the study of cancerous tissus his-
tological sections.
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