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Introduction

La microscopie, célebre invention datant du XVII® siécle, est 'outil principal a ’étude du
vivant. Mais elle n’intéresse pas uniquement les biologistes, puisque son développement fait
appel aux principes fondamentaux de I'optique. Elle est ainsi I'une des pierres fondatrices de
la pluridisciplinarité entre biologie et physique.

Les enjeux de la microscopie peuvent se résumer a une quéte de fidélité de 'image a 1’échan-
tillon observé. Les principaux attributs de l'image sur lesquels on peut juger cette fidélité
sont :

— Sa résolution spatiale. La microscopie permet une observation magnifiée des échan-
tillons, et le niveau de détail accessible se traduit par la plus petite distance séparant
deux points que 'on est capable de distinguer. Le défi de la super-résolution, c¢’est-
a~dire I'imagerie au-dela de la limite de diffraction, a été relevé et fut 'objet du prix
Nobel de chimie de 2014 [1]. La limite de résolution en microscopie optique est conti-
nuellement repoussée et permet de nos jours d’imager a 1’échelle de la molécule unique
par une multitude de techniques [2].

— Sa spécificité. L’image microscopique doit permettre I'identification de structures
choisies pour son interprétation. Par exemple, des constituants cellulaires peuvent
étre colorés par un marquage spécifique en microscopie de fluorescence [3], et la mi-
croscopie Raman identifie les éléments chimiques par leurs signatures spectrales [4].

— Sa tridimensionnalité. La quasi-totalité des phénomeénes prenant place dans les
trois dimensions de l’espace, il ne peuvent pas étre analysés de facon compléte sous
une simple coupe bidimensionnelle. C’est pourquoi certaines techniques comme la to-
mographie & cohérence optique [5] ou la tomographie holographique [6] visent a re-
construire le volume observé par un empilement de coupes optiquement sectionnées.

— Sa dimension temporelle. De la méme maniere que pour le point précédent, toute
scene d’un échantillon figée sur une image ne renseigne que sur une infime partie du
processus biologique en cours.

D’une certaine fagon, toute méthode d’imagerie consiste en un compromis entre ces critéres,
qui doit s’adapter aux attentes de I'application concernée. Les travaux présentés dans cette
these contribuent essentiellement a faire avancer la quatriéme de ces problématiques, concer-
nant les aspects temporels, sans pour autant perdre de vue les trois autres. Les travaux sur
le théme de cet axe temporel sont ici portés par deux motivations principales :

1. Ajouter aux images des informations de dynamiques (intra)cellulaires

La richesse d’une scéne biologique passe par la forte activité des cellules et organites. La
grande diversité des dynamiques a l’ceuvre est une manifestation de la complexité du méta-
bolisme [7]. C’est pourquoi une image qui porte, en plus des informations structurelles, des
données relatives a ’activité, constitue un précieux outil d’analyse. Les défis sont multiples :
premierement, le processus d’imagerie ne doit pas perturber les phénomeénes d’intérét. On
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souhaite alors privilégier une mesure endogéne, sans marquage ni aucune intervention dans
I’échantillon autre que son illumination. Ensuite, la résolution temporelle doit étre adaptée
aux échelles de temps pertinentes de ’objet d’étude : en principe, des phénomenes biologiques
ont lieu aussi bien a de treés basses fréquences de 'ordre du mHz, que jusqu’au kHz pour les
plus petits objets en forte agitation. Enfin, la sensibilité de la détection du signal doit per-
mettre d’extraire des signaux potentiellement tres faibles d’un environnement temporel tres
bruité.

2. Révéler de nouveaux contrastes grace a ’exploration de sondes en mouvement
La microrhéologie, domaine d’étude des propriétés hydromécaniques dans les cellules, présente
un besoin de réduire les échelles spatiales de mesure. En effet, les grandeurs hydrodynamiques
telles que la viscosité évoluent avec 1’échelle spatiale, et leurs variations sont une caractéris-
tique cruciale de ’environnement cellulaire, au point qu’elles sont qualifiées de matiére noire
de la biologie [8]. En particulier, la viscosité intervient entre autres dans la description de la
rigidité de la structure cellulaire, ainsi que des forces d’organisation pour le transport de ses
compartiments, comme par exemple le déplacement du noyau des ovocytes lors de la méiose
[9-15]. Un moyen d’imager ce réseau cellulaire complexe est alors de mettre en contraste 'une
de ses principales grandeurs caractéristiques : la viscosité. Nous choisissons une approche
basée sur la détection optique de sondes en mouvement, en cherchant & extraire une mesure
suffisamment locale pour atteindre une résolution d’imagerie.

Méthodes

De maniere générale, la microscopie de fluorescence domine largement en imagerie biologique,
notamment pour sa grande spécificité cellulaire. Elle repose sur un marquage par injection de
molécules fluorescentes qui se fixent a des molécules choisies. Quoique le marquage fluores-
cent ait été une véritable révolution en biologie [16, 17], les biologistes sont constamment & la
recherche de modes de contraste les moins invasifs possibles. En effet, outre une certaine com-
plexité expérimentale, le marquage fluorescent pose plusieurs probléemes, qu’il soit endogene,
c’est-a-dire fabriqué par la cellule elle-méme, ou bien exogene : perturbatifs, voire toxiques,
les fluorophores ont une durée d’utilisation limitée par le phénomene de photoblanchiment.
Mais les cellules étant essentiellement transparentes, I'imagerie d’intensité sans marquage est
peu sensible aux faibles différences d’indices de réfraction des milieux cellulaires. Une straté-
gie non invasive permettant de créer un tel contraste artificiel et quantitatif dans des objets
trés transparents est pour cela souhaitable, voire indispensable selon les applications.

C’est pourquoi on choisit de se tourner vers la famille des techniques d’imagerie de phase,
sensibles aux différences d’indice de réfraction. Pour les mesures dynamiques, ces méthodes
sont tout indiquées car elles ont la capacité de mesurer la phase temporelle accumulée par
les ondes composant le faisceau d’illumination. Pour schématiser, on mesure non seulement
la quantité de photons ayant interagi avec 1’objet, mais aussi leurs temps relatifs d’arrivée. Il
intervient donc une notion temporelle, et aussi de profondeur puisque ce sont les variations
d’épaisseur et/ou d’indice qui induisent un retard entre les photons. On dispose ainsi d’une
sensibilité supplémentaire a I'imagerie conventionnelle d’intensité, et ce sans marquage.

La microscopie de phase est un vaste domaine. Deux grands axes s’en dégagent, définis par
les méthodes utilisées : holographiques (ou interférométriques) et auto-référencées.

Les premieres reposent sur les interférences obtenues par superposition de deux faisceaux
lumineux, 'un portant les déphasages produits par ’objet, I'autre constituant une référence.
Les méthodes de la deuxiéme catégorie, auto-référencées, utilisent quant a elles un seul fais-
ceau d’illumination et calculent la phase soit a partir de plusieurs points de vue, soit via
les interférences ayant lieu au sein de cet unique faisceau, composé d’ondes diffractées par
I’échantillon et d’ondes incidentes non altérées.
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Ces deux axes principaux se déclinent en tout un panel de méthodes. Les avantages et incon-
vénients de chacune sont a mettre en regard de ’application recherchée.

Tout au long de ce travail, nous justifierons le choix des méthodes employées pour chaque
application qu’il s’agisse d’imagerie de viscosité ou d’imagerie de dynamiques intracellulaires.
Au-dela de la quéte d’optimisation des performances, on s’attache a prendre en considération
que 'objectif principal est la création d’outils pour la recherche biomédicale. Les développe-
ments dans notre domaine doivent alors comprendre un souci d’adaptibilité de la technique en
tant que systeme diffusable industriellement, ou utilisable par des chercheurs non spécialisés
en optique.

Les deux motivations biologiques évoquées, I'imagerie de viscosité et 'imagerie de dynamiques
intracellulaires, sont tour a tour adressées chacune dans une partie de la these.

La premiere partie concerne les travaux mis en oeuvre pour l'imagerie de viscosité intra-
cellulaire. La méthode utilisée, I’holographie, est présentée dans un premier chapitre, ainsi
que la configuration adoptée pour I'imagerie dynamique : I’holographie hétérodyne. Puis son
application a I'imagerie de viscosité, via 'imagerie holographique en champ sombre de nano-
particules, est développée dans un deuxiéme chapitre. Ce dernier fait intervenir des travaux
théoriques et expérimentaux sur les interactions entre nanoparticules et échantillon fluide
d’une part, et entre lumiere et nanoparticules sondes d’autre part. Une méthode d’imagerie
de viscosité, actuellement appliquée a des recherches sur la biologie des ovocytes, en résulte.
La deuxiéme partie de la thése est composée d’un chapitre ayant pour theme la mesure de
phase quantitative en transmission. Apres un état de l'art, une méthode auto-référencée est
présentée et utilisée pour produire des images de dynamiques intracellulaires, basée sur un
traitement temporel inspiré de celui de la tomographie & cohérence optique dynamique [18,
19]. En plus de ces résultats appliqués, un développement plus fondamental apportant un
gain a la sensibilité de tout systéme d’imagerie de front d’onde est démontré.
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8 Chapitre 1. Instrumentation holographique et étude du signal hétérodyne

1.1 Historique et principe de I’holographie

Célebre pour sa faculté d’imagerie en 3D, ’holographie est largement répandue non seulement
dans le monde scientifique, mais aussi dans I’art contemporain et dans la culture populaire.
Une image holographique est I’équivalent d’une photographie en trois dimensions ne nécessi-
tant qu’une seule prise d’image, contrairement a d’autres méthodes d’imagerie tridimension-
nelle comme la tomographie qui requiert un balayage d’images en profondeur.

(a) Hologramme d’une tortue [20] (b) Hologramme de la princesse Leia dans la saga Star Wars [21]

Figure 1.1 — Photographies d’hologrammes argentiques. Ici, on appelle holo-
gramme un motif d’interférences imprimé sur la plaque photographique. En
I’éclairant d’une certaine facon, une image apparait en 3D.

L’imagerie 3D requiert un degré de liberté supplémentaire par rapport a 'imagerie 2D : la
connaissance des directions des faisceaux lumineux. Cependant cette information ne peut pas
étre directement imprimée sur un support bidimensionnel puisqu’il n’existe pas de matériau
qui guiderait les faisceaux dans des directions controlées.

Un élément de réponse est apporté par notre expérience quotidienne : la vision binoculaire.
Nous nous servons de plusieurs reperes pour appréhender ’espace en 3D. Par exemple, la
superposition des objets peut nous suffire a déduire leurs profondeurs relatives. Mais la vision
binoculaire, plus puissante en termes de précision, est un véritable calcul des profondeurs
effectué par notre cerveau, basé sur le fait que chaque ceil projette un angle de vue différent
de la scéne sur la rétine. Par la conscience des mouvements musculaires (proprioception) et
de la distance entre les yeux, le cerveau calcule la profondeur du point source via les angles
déduits de cette triangulation. La profondeur peut donc étre restituée en imagerie en utilisant
deux directions d’observation.

En termes de faisceau lumineux, la direction du faisceau, donc la notion de profondeur peut
étre reliée a la phase, c’est-a-dire au retard relatif des différents points du front d’onde. A la
traversée d’un milieu caractérisé par un indice de réfraction n, les rayons lumineux accumulent
un déphasage proportionnel & cet indice et a I’épaisseur (voir figure 1.2a).

Les techniques d’imagerie conventionnelles ne mesurent que I’intensité lumineuse. La mesure
de la phase combinée a la mesure de 'intensité caractérise completement le champ électroma-
gnétique scalaire. La mesure est alors sensible, en plus de 'amplitude de I’onde lumineuse, a
la forme de ses fronts d’onde. La forme du front d’onde est ce qui différencie par exemple une
onde sphérique d’une onde plane : sa courbure par rapport a un plan se décrit par des retards
locaux, c’est-a-dire des déphasages. Les reliefs d’un objet se retrouvent ainsi imprimés dans
les fronts de ’onde lumineuse transmise ou diffusée, comme illustré sur la figure 1.2b.

En 1948, le physicien hongrois Dennis Gabor eut 'idée de contréler le front d’une fonction
d’onde électronique de cette maniere. Ingénieur en microscopie électronique, il cherchait a
corriger les distortions causées par les lentilles magnétiques dans son dispositif. Il mit alors en
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Figure 1.2 — (a) Le déphasage Ay accumulé par une onde de longueur X tra-

versant une variation d’indice de réfraction An = ng — ny sur une épaisseur

e vaut Ap = 2TWeAn. (b) La forme des fronts d’onde porte les reliefs associés
aux variations d’indice et d’épaisseur de 1’objet illuminé.

place un systeme de double faisceau et mesura la différence entre le front d’onde électronique
diffusé par l'objet et un front d’onde cohérent de référence, via leurs interférences imprimées
sur une plaque photographique [22]. Il donna & sa méthode le nom d’holographie, du Grec
holos (entier) et grapho (écrire).

L’invention du laser en 1960 marqua un tournant décisif dans I’histoire de I’holographie. En
effet, la cohérence étant un caractere crucial a I'interférométrie, le degré de cohérence sans
précédent de ces sources lumineuses entraina l’extension de 1’holographie a sa célebre version
optique. L’innovation de Gabor fut par conséquent récompensée par le prix Nobel de physique
en 1971 pour la création d’un domaine entier de I'optique.

Emmet Leith et Juris Upatnieks réaliserent les premiers des hologrammes avec un laser
hélium-néon en 1964 [23]. Les faisceaux lumineux offrent la capacité d’étre divisés a laide
de lames séparatrices, ce qui est plus difficile avec des faisceaux électroniques. Ceci leur
permit d’introduire un angle entre les faisceaux d’illumination et de référence (configuration
hors axe). Gabor était quant a lui forcé d’utiliser une configuration dans [’aze, qui apporte
plusieurs contraintes telles que 1’obligation d’illuminer en transmission, restreignant les objets
imageables a des objets translucides. De plus, a la restitution, I'obstruction du faisceau de
référence est indispensable pour éviter d’éblouir ’observateur.

Ainsi, dans la configuration la plus courante, un unique faisceau laser est séparé en deux pour
créer d’une part le faisceau qui illumine l’objet, et d’autre part un faisceau de référence qui
éclaire directement le support d’enregistrement. Comme ces deux faisceaux sont cohérents,
c’est-a-dire que leurs fronts d’ondes ont une relation de phase stationnaire, des interférences
ont lieu sous forme de franges reflétant 'addition algébrique des amplitudes respectives des
deux ondes. Chaque rayon transmis ou réfléchi par l'objet produit son propre patron de
franges lors de l'interférence avec la référence. L’orientation de ces franges est paralléle a
I'intersection entre les plans des fronts d’onde, indiquant la direction du rayon par rapport
a la référence. Leur espacement encode cette direction : plus I'angle entre les rayons qui
interferent est grand, plus les franges sont resserrées. La superposition de tous ces motifs est
imprimée sur la plaque photographique (voir figure 1.3).

Apres développement argentique, la structure composée des franges d’interférences est tra-
duite, suivant les procédés, en une variation d’indice, d’absorption, ou (plus rarement) d’épais-
seur, sur la plaque. Pour reconstruire I'image, il faut illuminer ce support a nouveau a l'aide
du faisceau de référence. En traversant la plaque, la lumiere retrouve des conditions de phase
(et/ou d’amplitude) qu’elle avait précédemment. Les faisceaux retrouvent donc la direction
qu’ils avaient lorsque l'objet était présent. Des franges plus fines vont par exemple pro-
duire une plus grande déflection des rayons, reproduisant les directions des faisceaux que
renvoyaient I’objet dans la phase d’enregistrement.
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Figure 1.3 — Patron d’interférence (hologramme) résultant de la superposition
d’une onde plane de référence avec un faisceau cohérent constitué d’ondes (a)
plane, (b) sphérique, et (c) diffusées par la surface d’'une pomme.

En regardant a travers la plaque photographique, on voit donc 'image tridimensionnelle de
I’objet a la position ou il se trouvait lors de I’enregistrement. Cette image correspond a ’ordre
—1 d’interférence. Une image jumelle correspondant a 'ordre +1 est produite symétriquement
de lautre coté de la plaque photographique. Dans la configuration dans l'axe utilisée par
Gabor, cette image conjuguée dégrade la qualité d’observation puisqu’elle se trouve dans
lalignement entre 1'observateur et 'image virtuelle (voir figure 1.4a). Ce probléme est résolu
par la configuration hors axe de Leith et Upatnieks (voir figure 1.4b).

Image virtuelle Image conjuguée

Tiae
)

;-

—— g —

Hologramme

-—

]

. 1! . )
Image virtuelle R Image conjuguée

z } z,
(a) Holographie dans 'axe : les images jumelles (b) Holographie hors axe : les images jumelles ne
sont dans l'alignement de I’hologramme. sont pas alignées avec ’hologramme.

Figure 1.4 — Position des images jumelles dans les configurations (a) de Gabor
et (b) de Leith-Upatnieks. [24]

La plupart des hologrammes que ’on peut voir dans des dispositifs artistiques, comme ceux
de la figure 1.1, ont été enregistrés a I’aide de lasers comme expliqué ci-dessus. On constate
cependant qu’il n’est pas nécessaire d’utiliser une illumination laser pour les observer. Des
innovations ont effectivement permis de reconstruire des hologrammes avec de la lumiere
blanche : I'hologramme de Denisyuk [25] est enregistré & proximité immédiate de I'objet pour
limiter le besoin d’une grande longueur de cohérence temporelle de la source, et Stephen
A. Benton abandonne partiellement ’axe vertical de la tridimensionalité pour également
restreindre le degré de cohérence nécessaire dans ses hologrammes "arc-en-ciel" [26].

A la fin des années 1960 est née I’holographie digitale : Joseph W. Goodman et Robert
W. Lawrence reconstruisent pour la premiere fois numériquement une image a partir d’'un
hologramme enregistré sur plaque photographique [27]. Puis en 1994, Ulf Schnars et Werner
Jiptner remplacent le film photographique par une caméra [28]. Les franges d’interférence
ne sont donc plus imprimées dans un matériau physique, mais enregistrées sous forme d’une
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image numérique. Alors qu’en holographie analogique on reconstruit I’hologramme en ré-
illuminant le motif engravé par la référence, la reconstruction a partir d’un hologramme
numérique consiste en un décodage de I'interférogramme par un calcul, pour obtenir le champ
complexe diffusé par I’objet. De maniere réciproque, des hologrammes calculés peuvent étre
imprimés sur un support : un laser balaye la surface pour la cloquer (procédé utilisé dans
les CD inscriptibles) et y graver les franges. L’illumination de ce motif permet de restituer
I’hologramme visible. Des procédés mécaniques de moulage permettent de les reproduire en
grande quantités sur polymeres, puis les coller sur nos billets, cartes bleues, ou étiquettes
anti-contrefagon.

Les applications de I'holographie se multiplient depuis ’avenement de I'holographie numé-
rique qui donne acces au contrdle et a ’analyse complete des ondes électromagnétiques.

Ce chapitre présente d’abord une description physique des deux étapes de la production d’une
image holographique : 'enregistrement de I’hologramme, puis la restitution de I’image 3D. Il
montre ensuite comment le caracteére interférentiel de I’holographie permet d’y ajouter une di-
mension temporelle pour 'analyse d’échantillons dynamiques. Puis les aspects expérimentaux
du montage en termes de mise en place et de performances sont présentés.

1.2 Enregistrement de I’hologramme

L’hologramme est l'interférogramme issu de la superposition des faisceaux d’objet et de ré-
férence sur le plan d’enregistrement. Cette section en développe le calcul et les informations
qu’il contient sur la géométrie du systeme.

Echantillon - )
o Faisceau objet
Objectif «<———>

<~ Plan de Fourier

| —

g T o

o |

O ——is Faisceau de

LS référence
Lentille de tube
(a) Hlustration schématique des faisceaux objet et (b) Le faisceau objet est réfléchi par la lame sépa-
de référence se superposant dans le plan (z,y,0), ratrice (LS) et focalisé sur la caméra par la lentille
créant la distribution d’intensité I(z,y,0) codant de tube. Le faisceau de référence illumine tout le
pour l'intensité et la phase de I’objet imagé. capteur et forme un angle a avec le faisceau objet.

Figure 1.5 — Ilustrations de la superposition des faisceaux holographiques dont
les interférences forment ’hologramme sur le plan de détection.

Dans le repere (O, z,y,z) (figure 1.5a), le support d’enregistrement est placé dans le plan
z = 0. L’intensité qui y est enregistrée, I(z,y,0), est le motif d’interférences entre les
champs électriques de la lumiere diffusée par I'objet, Eo(x,y, z), et du faisceau de référence,
Egr(x,y,z2), en z = 0. Le faisceau de référence utilisé ici est une onde plane. Dans le c;)as li>plus
général, il forme un angle « avec le faisceau objet et 'intersection entre les plans (ko, kgr) et
(z,y) forme un angle 5 avec 'axe Oz. A un instant donné, il s’écrit alors, en fonction de son
amplitude uniforme Ag(z,y,z) = Ag, de son vecteur position T =2, + yﬁy + 27U, de
son vecteur d’onde ? = kxﬁz + kzyﬁy + k:zﬁz, et de sa direction de polarisation K74 que 'on
prend égale a celle de I'onde objet :

ER(x,y, z) = ARe’??U (1.1)
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_>
En posant I; = \Ej|2, I’expression de l'intensité enregistrée sur le support est la suivante :

1(2,,0) = | Eo(@.y,0) + Eplr.y.0)[ (1.2
= Io(z,y,0) + Ir(z,y,0) ordre 0
+ Eo(z,y,0)Eg(z,y,0) ordre +1 (1.3)
+ E5(2,y,0)Eg(z,y,0) ordre —1

C’est cette intensité I(z,y,0), ou son enregistrement sur un support photosensible, que nous
appellerons hologramme. L’équation (1.3) comporte trois termes. Le premier, Ip(x,y,0) +
Ir(z,y,0), est la somme des intensités des deux faisceaux. C’est 'ordre 0 d’interférence; il
ne contient aucune information de phase et est celui que 'on obtiendrait avec un systéme
d’imagerie en lumiere temporellement incohérente. Les deux termes suivants sont les ordres
+1 et —1 d’interférence et sont respectivement proportionnels au champ complexe de 'onde
objet Ep et de son conjugué Ef, dans le plan du support d’enregistrement (z,y,0) [29, 30].
En reportant l’expression (1.1) dans 1’équation (1.3) :

I(x,y,O) :IO(Jf,y,O)+IR(SC,y,O) ordre 0
d
+ Eo(z,y, O)ARe_zk’? ordre +1 (1.4)
Rd
+ Eg(‘r?yuO)ARelk.? Ordre —1

Un hologramme I(z,y,0) enregistré dans ’espace réel, comme celui de la figure 1.5a contient
donc, superposées, des informations relatives a chacun de ces ordres. Cependant, leurs spectres
spatiaux sont distincts dans I’espace des fréquences spatiales si ? 7 # 0, c’est-a-~dire dans
la configuration hors axe schématisée sur la figure 1.5. En holographie analogique, cette
configuration permet de visualiser I'image reconstruite dans une direction distincte de celle
de son image conjuguée (figure 1.4b). En holographie numérique, elle occasionne également
une séparation des ordres d’interférences, qui est visible apres transformée de Fourier spatiale
sur la figure 1.6b.

L’ordre 0 y est visible au centre de I'image, correspondant a lorigine du repere (kg ,ky).

Chaque ordre +1 ou —1 apparait sous forme d’un disque de centre (? . u_g, k u_y>) et dont
I’extension est égale a % ou A est la longueur d’onde, et ON et M sont respectivement
I’ouverture numérique et le grandissement du systéme d’imagerie. Sur I'image, la distance du
centre du repére au centre d’un disque est déterminée par la fréquence spatiale des franges
i.e. 'interfrange ¢. En configuration hors axe le systeme s’assimile & un interférometre de
Michelson en coin d’air, d’ou i = % L’orientation de ce rayon dans l’espace des k est
perpendiculaire & Porientation principale des franges!. En configuration dans ’axe ot v = 0
on se trouverait dans le cas d’un interférometre de Michelson en lame d’air avec des franges
circulaires sur la figure 1.6a et les trois ordres superposés sur la figure 1.6b.

La netteté des disques sur la figure 1.6b traduit leur distance au plan de Fourier du systeme
d’imagerie (voir figure 1.5b), par analogie avec les images jumelles qui ne sont pas dans les
mémes plans z (voir figure 1.4). En pratique, on applique numériquement une lentille virtuelle
a ’hologramme qui corrige une éventuelle sphéricité de 'onde de référence, et permet ainsi
de visualiser de maniere nette I'un des ordres dans I’espace des vecteurs d’onde. L’expression
de cette correction de phase L en fonction de la valeur de la vergence § (dioptrie) souhaitée

pour la correction et les coordonnées = et y est donnée par : [30]

L6, 0. = ez‘égodﬁx[(z(ﬁ_?):(ydﬁf?f] (L5)

1. C’est-a-dire l'orientation qu’auraient les franges pour une onde objet plane.
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ou kg = 27” est le module du vecteur d’onde, dpx et npx sont respectivement la taille et le

nombre des pixels de la caméra et M est le grandissement optique (dM est le facteur (en
PX

m~!) de mise & 'échelle de I'image numérique).

1(x,y) I(ky, ky) I'(ky, ky)  FYT (ky ky)e %220 (x, v, 2)

N,

Propagation

(@)

(b)

de Fourier spatiale sélection de I'ordre +1 et TF inverse

(€) (d)

Transformation Filtrage spatial:

Figure 1.6 — (a) Hologramme dans ’espace réel.

(b) Hologramme dans l'espace des fréquences spatiales. Les trois ordres d’in-
terférence sont distincts, et leurs position et dimensions sont déterminées par
les caractéristiques du montage optique.

(¢c) Ordre +1 de 'hologramme isolé et centré dans une matrice nulle.

(d) L’ordre +1 est propagé puis subit une transformée de Fourier spatiale
inverse. Ici, 'image de la fonction d’étalement du point de I'objet imagé est
reconstruite dans les plans z voulus.

1.3 Reconstruction holographique

Une fois ’hologramme enregistré, on cherche a en extraire le champ complexe diffusé dans
tout l'espace Eo(x,y, z). L’expression (1.4) de U'interférogramme fait intervenir sa répartition
dans le plan de l'enregistrement z = 0 uniquement, Ep(z,y,0). La méthode que nous utilisons
propose d’isoler 'un des termes de (1.4) en éliminant les termes parasites par un filtrage
spectral, puis de restituer la dépendance en z du champ diffusé par 1'objet.

1.3.1 Filtrage spatial

Comme observé sur la figure 1.6b, la configuration hors axe présente ’avantage de la sépara-
tion spectrale? des trois ordres holographiques. Une simple découpe numérique dans I'espace
de Fourier sélectionne et centre le disque de l'ordre +1 dans un espace vide (technique appelée
zero padding), voir figure 1.6¢. L’hologramme est alors réduit & son ordre +1 dont la phase
kyx + kyy est annulée par le centrage numérique. Son expression revient donc simplement
au champ complexe objet au plan z = 0 multipliée & 'amplitude Ar du champ de référence.
En indiquant le filtrage spatial par un prime, ses expressions dans ’espace réel et réciproque
sont respectivement les suivantes :

Il(x,y,()) = AREO(%%O) (16)
f’(k:m, ky;z=0) = FI'(x,y,0)](ks, ky;z=0)
= ARpEo (kg ky; 2 = 0) (1.7)

2. Notons que spectral s’entend ici comme associé au spectre des fréquences spatiales.
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Le terme I’ (k,, ky; z = 0) (et donc également Eo(kw, ky; z = 0)) ayant été isolé, il est a présent
possible d’utiliser les propriétés de propagation des ondes électromagnétiques afin de calculer
la valeur de Ep pour toute autre valeur de z.

1.3.2 Propagation

L’étape de propagation permet de passer du champ Eo(z,y,0) au champ Eo(z,y,z). La
profondeur est restituée a partir de 'onde plane de référence Eg(x,y, 2z) qui a permis les in-
terférences menant a ’hologramme. En effet, si ’'on multiplie ’hologramme (1.6) par Er(z) =
Ape~ =% 31a phase k,z de la référence est multipliée & chaque composante spectrale du champ
objet (1.7) :

I'(ky, ky; 2 = 0)Er(2) = IpEo (ky, ky; 2 = 0)e = (1.8)

oulr = A%{ est I'intensité lumineuse du faisceau de référence.
Or, ce spectre Eo(kz, ky; 2z = 0)e~"*=% est celui d’une solution élémentaire de I’équation de
Helmholtz V2Eo(z,y, 2) + k*Eo(z,y,2) =0 :

Eo(ky, kz; 2) = Eo(ky, ky; 2 = 0)e~k=? (1.9)

L’équation (1.9) traduit que la propagation d’une perturbation dans un plan z revient & un
simple déphasage k,z de chaque onde plane composant cette perturbation [24].
Ainsi, d’apres les équations (1.8) et (1.9), le champ d’intérét Eo(z,y, 2) est la transformée
de Fourier inverse de I’hologramme dans I’espace des k propagé dans le plan z :

2
2
T) —ki—k]

1 ~ —iz
Eo(r,y,2) = Tf_l I'(ky, ky; 2 = 0)e ( (z,y,2) (1.10)

R

ot 3T = /k2 + k2 4 k2 est le module du vecteur d’onde du faisceau de référence de longueur

d’onde A. On peut donc reconstruire en 3D la diffusion lumineuse d’'un objet a partir de

I’acquisition d’un hologramme dans un unique plan z quelconque, comme illustré sur la figure
1.6d.

La reconstruction du champ décrite par ’équation (1.10) est basée sur la convolution de son
spectre angulaire a une fonction de transfert propagatrice, selon la théorie des filtres linéaires
[31], et est donc soluble numériquement a I’aide d’une succession de transformées de Fourier.
Tandis que dans ce type de méthode le grossissement de la taille de I’objet reconstruit est fixé
par le montage, d’autres méthodes permettent de le contréler [32, 33]. Il existe également des
méthodes de reconstruction sans aucune considération de propagation optique, dans lesquelles
les motifs de franges sont reconnus par deep learning [34].

3. En supposant que la phase k,x + kyy a été annulé par le centrage explicité a la section précédente.
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1.4 Procédés temporels

Dans les sections précédentes, les déphasages spatiaux entre les deux faisceaux laser du mon-
tage holographique sont mis & profit pour isoler les signaux pertinents et pour reconstruire
une image tridimensionnelle.

De maniere similaire, des déphasages temporels entre le faisceau de référence et la lumiere
diffusée ou transmise par 1’objet peuvent étre exploités. En utilisant des déphasages contro-
lés, on peut discriminer les trois ordres, cette fois temporellement, afin de les filtrer. De
plus, si la lumiere détectée de 'objet évolue au cours du temps, des composantes tempo-
relles peuvent étre isolées de cette maniere afin :

— d’améliorer le rapport signal a bruit en utilisant des techniques de détection
synchrone pour rejeter les bruits intervenant a des fréquences autres que celle qui est
pertinente,

— d’en isoler certaines afin de créer une image dont le contraste provient des pro-
priétés dynamiques de I'objet.

1.4.1 Filtrage temporel

La section 1.3.1 a présenté un filtrage des ordres d’interférences de I’hologramme effectué
en les déphasant spatialement les uns des autres grace a la configuration hors axe, puis en
sélectionnant le terme voulu dans 'espace des fréquences spatiales. Il existe une transposition
de cette technique dans le domaine temporel, qui peut étre utilisée combinée au filtrage
spatial, ou bien en remplacement de celui-ci, afin d’obtenir une isolation optimale des ordres.
En effet, la configuration dans ’axe peut étre préférée pour maximiser le produit espace-
bande passante, et le filtrage spatial n’est alors plus possible.

Le produit espace-bande passante est le produit entre la taille en pixels de ’hologramme dans
I’espace réel et la taille en pixels du disque de rayon g\)—ﬁ dans 'espace de Fourier, puisque
ce disque représente les fréquences spatiales accessibles. Sa maximisation se retrouve limitée
en configuration hors axe & cause de la condition de non-recouvrement des ordres [35, 36].
Bien que des stratégies existent pour l'optimiser malgré tout en configuration hors axe [37],
ce produit ne peut atteindre sa valeur maximale qu’en configuration dans ’axe, et le filtrage
temporel est alors employé seul pour atténuer les ordres parasites [38].

Un déphasage temporel peut alors étre ajouté entre les trois ordres holographiques pour
les discriminer, dans une configuration appelée holographie a décalage de phase [39]. 1l est
possible de générer ce décalage mécaniquement, mais c¢’est une solution peu stable. Pour ce
faire, on choisit plutot ici un battement en fréquence introduit entre les deux faisceaux a
I’aide de modulateurs acousto-optiques.

Modulateur acousto-optique (MAO)

Un modulateur acousto-optique est un dispositif optique composé d’un cristal dont I'indice
de réfraction est rendu spatialement périodique grace une onde acoustique radio-fréquence.
Cette distribution en indice de réfraction agit comme un réseau de diffraction sur un faisceau
laser incident, d’ou une séparation spatiale en plusieurs ordres de diffraction. De plus, en
raison du déplacement des plans d’indice au cours du temps, la pulsation de ’onde diffractée
a lordre k (ou k € Z) est décalée de kw (ou w est la pulsation de 'onde acoustique) par effet
Doppler.
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Holographie a décalage de phase

L’utilisation d’un seul MAO ne permet de produire que des décalages a la fréquence de
la porteuse, soit quelques dizaines de MHz, ce qui est trop rapide pour une caméra. Pour
obtenir un battement de fréquence AF quelconque * entre les deux faisceaux holographiques,
un MAO fonctionnant autour de sa fréquence centrale fyrao = 80 MHz est utilisé dans chaque
faisceau. Le premier MAO module 'onde objet a fyao et autre module 'onde de référence
a fmao — AF. En conséquence, les franges d’interférence défilent a la fréquence de battement
AF, qui peut étre choisie arbitrairement.

La technique de I'holographie a décalage de phase permet d’éliminer les ordres holographiques
0 et —1 en rendant ce défilement des franges synchrone avec I'acquisition par la caméra
dans l'ordre 4+1 uniquement. Ainsi, en utilisant des techniques de détection synchrone ou,
dans notre cas, de détection synchrone multiplexée [40], il est ainsi possible de ne filtrer que
la composante des franges qui oscille a la fréquence souhaitée. Comme dans le cas d’une
détection synchrone classique, ce dispositif permet d’éliminer une part importante du bruit,
soit toutes les composantes situées a d’autres fréquences. Apres démodulation & la fréquence
d’acquisition, l'ordre 0 est en effet supprimé puisque statique, et 'ordre —1 aussi car en
opposition de phase. La synchronicité est établie en choisissant la valeur de décalage AF =
2L ou faeq est la fréquence d’acquisition, et n un entier pair supérieur ou égal a 2 pour
satisfaire la condition d’échantillonnage de Nyquist-Shannon en vue d’une démodulation a n
phases.

Démodulation a n phases

La démodulation s’effectue en sommant les n hologrammes dotés de leur phase m3 (m =
{0,1,... n — 1}) dans le cycle de fréquence fyq, :

1 n—1 .
In phases(x7y70) = ﬁ Im(x7y70)elm§ (111)
m=0
1 n—1
- n Z [ (Lo,m(x,y,0) + Trm(z,y,0)) ordre 0
m=0
+ (+1)"Eo(z,y,0)ER(z, y,0) ordre +1 (1.12)
( ) ($ Y, O)ER(J), Y, O)] ordre —1

En prenant n pair, les premiers et derniers termes (ordres 0 et —1) s’annulent et il reste
seulement 'ordre +1 égal au champ Ep(z,y,0) au facteur constant E%(x,y,0) pres (voir
figure 1.7).

In phases(xayao) = Eo(x,y,O)E}}(x,y,O) (1'13)

En pratique, la valeur n = 4 est choisie comme compromis entre échantillonnage et réso-
lution temporelle. D’apres 1’équation (1.11), la démodulation a 4 phases revient a la simple
combinaison linéaire suivante :

Iy — Iy + i(I1 — I3)

I =
4

(1.14)

En permettant d’isoler temporellement ’ordre +1, ce filtrage temporel améliore le rapport
signal sur bruit (les composantes de bruit situées hors de la fréquence d’intérét sont éliminées).
La présence de résidus des ordres 0 et —1 visible sur la figure 1.7 est due d’une part aux
bruits de phase rendant le calcul (1.12) inexact, et d’autre part a l’erreur d’échantillonnage

4. AF € [0,~100 MHz]



1.4. Procédés temporels 17

Avant démodulation a 4 phases Apres démodulation a 4 phases
6 6
4 4
2 2

Figure 1.7 — Hologramme dans ’espace des fréquences spatiales avant et apres
démodulation & 4 phases. Aprés démodulation, les ordres 0 et —1 sont fortement
atténués par rapport a 'ordre +1 resté majoritairement intact.

introduite par le délai de la caméra entre deux acquisitions®. C’est pourquoi la configuration
hors axe adoptée ici a I'avantage d’éliminer entierement le bruit par association d’un filtrage
spatial (voir section 1.3.1).

La fréquence de la composante du signal que l'on isole ainsi peut étre choisie, permettant
donc en plus du filtrage d’effectuer une étude spectrale compléete.

1.4.2 Holographie hétérodyne

Nous avons vu jusqu’ici que 1’hologramme est un objet bidimensionnel encodant a la fois
I'amplitude et la phase de 'onde, et donc l'information sur les trois dimensions spatiales
de I’échantillon imagé. Dans le cadre d’étude de phénomenes dynamiques, il est intéressant
d’ajouter a ce codage une information temporelle.

Il est bien siir possible, si I’'on dispose d’une caméra tres rapide, d’imager une évolution tem-
porelle en utilisant un échantillonnage a trés haute fréquence. L’holographie Doppler [38]
mesure le décalage fréquentiel accumulé par la lumiére diffusée par les éléments en mouve-
ment de I’échantillon par rapport au faisceau de référence, sans avoir besoin de modulateurs
acousto-optiques. Ce principe fonctionne d’ailleurs aussi sur des systéemes d’imagerie non
holographiques comme la tomographie a cohérence optique (OCT) [42]. Cependant, cette
technique est limitée a quelques kHz, ordre de grandeur des cadences typiques que peuvent
atteindre les caméras les plus rapides, tandis que les caméras standards utilisées couramment
fonctionnent typiquement jusqu’a la centaine de Hz. Il est de plus difficile, dans le cas d’échan-
tillons faiblement diffusants comme les notres, d’obtenir une exposition suffisante lorsque les
temps d’accumulation sont tres courts.

Une alternative qui a pour avantage de ne pas étre limitée en fréquence par les performances de
la caméra est I’holographie hétérodyne. Le décalage en fréquence AF' introduit en holographie
a décalage de phase revient a ajouter une détection homodyne ou hétérodyne, aussi appelée
stroboscopique, au montage holographique.

Hétérodynage, stroboscopie

Dans certains films, les pales d’un hélicoptére apparaissent fixes ou ralenties, parce que la
cadence d’acquisition des images avoisine la fréquence du mouvement ou un de ses multiples
ou sous-multiples. Par ce phénomeéne, appelé stroboscopie, on peut effectivement figer une
composante de fréquence fy en I'imageant a la méme fréquence. Pour en imager I’amplitude,
la fréquence de la caméra peut par exemple étre choisie égale a nfy afin d’échantillonner le
signal un nombre entier n de fois, puis d’appliquer une démodulation & n phases (voir section

5. Une correction & cet effet est démontrée dans [41].
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1.4.1). Cette méthode de détection par "figeage", que I'on qualifie d’homodyne, reste cepen-
dant limitée aux relativement basses fréquences d’acquisition accessibles instrumentalement,
puisque la caméra doit étre n fois plus rapide que le phénomene étudié. Pour s’affranchir de
cette limitation, il est judicieux de mettre en ceuvre la stroboscopie au stade de I'illumination
plutdt qu’a celui de 'acquisition. Les mouvements relativement périodiques de danseurs en
boite de nuit, par exemple, apparaissent ralentis lorsqu’éclairés par des flashs alternatifs.

Plus généralement, en notant u(t) = U sin(27 fot+¢) la composante d’intérét, la détection hé-
térodyne consiste en la multiplication au signal d’une sinusoide en phase portant un décalage
de fréquence fi : v(t) =sin (27(fo + f1)t + ¢). L'information sur 'amplitude U recherchée
est alors reportée dans deux nouvelles composantes issues de la multiplication des sinus :

U
u(t)v(t) = BY (cos (2w f1t) — cos (27 (2f0 + f1)t + 2¢)) (1.15)
Le premier terme, en % cos (27 fit), porte donc une information sur 'amplitude U du phé-
nomene, mais est porté par une modulation a f7, qui peut étre aussi lente que souhaitée,
méme si la fréquence fy est tres élevée. L’hétérodynage peut donc étre vu comme un moyen
de réduire la fréquence effective du phénomeéne observé.

Principe de I’holographie hétérodyne

La nature interférentielle du montage holographique permet de produire la fréquence stro-
boscopique directement entre les deux faisceaux d’illumination [43]. Comme expliqué & la
section 1.4.1, la modulation de chaque faisceau a I'aide d’'un MAO aux fréquences respectives
fmao et fmao — AF produit un battement des franges d’interférence a la fréquence AF.
On a donc fp + fi = AF dans 'expression de v(t) dans I’équation (1.15). Pour ramener la
composante de fréquence fy a celle de la démodulation a % = fi, le décalage de fréquence
AF a imposer entre les deux faisceaux a ’aide des MAOs est donc le suivant :

AF = %Jrfo (1.16)

En fonction de la valeur fy de la fréquence que ’on cherche a sonder, il est ainsi possible de
passer d'un mode de fonctionnement homodyne a un mode hétérodyne :

— Pour les phénomeénes a basse fréquence fy, ’échantillonnage a 4 phases permet de
remonter & U. On est alors en détection homodyne ot foq = 4fo (AF =0).

— Pour les phénomenes de fréquences fj inaccessibles par caméra, on impose le battement
AF = % + fo entre les faisceaux holographiques. Les composantes de fréquence
fo sont décalées dans la nouvelle composante hétérodyne a % (le premier terme
de 'équation (1.15)) [44]. Les fréquences voulues sont ainsi translatées de maniere a
autoriser un échantillonnage par la caméra, qui travaille toujours a fucq-

En associant la détection hétérodyne a I’holographie, seuls les phénoménes oscillant
a fo sont visibles sur I’image aprés démodulation a 4 phases et reconstruction. Cela
permet d’imager sélectivement les différentes composantes du spectre temporel.
Cependant, la relation entre le signal mesuré et ’amplitude U devient plus complexe a expri-
mer puisqu’elle fait intervenir une fonction d’appareil, ou fonction de transfert instrumentale
Sz’ns-
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Fonction de transfert instrumentale

Le signal mesuré par la caméra est noté gcam( f,7) car il correspond aux images dans ’espace
des positions repérées par les coordonnées r = (x,y), et dans le domaine spectral (temporel)
des fréquences hétérodynes f = AF — %. L’annexe A démontre qu’il est issu de la convo-
lution entre le signal diffusé par I'objet, que I'on note g(f,r), et une fonction de transfert
instrumentale §ms( f):

Seam(fs1) = | (5() % Sins) ()] (117)

En effet, comme illustré a la figure 1.8, dans le domaine temporel, ’acquisition par la caméra
échantillonne le signal g(t,r) sur des fenétres de largeur t;,, le temps d’intégration, a la
fréquence d’acquisition f,cq. On peut donc écrire une premiere forme de la fonction de réponse
correspondante comme la convolution d’une fonction rectangle de largeur t;,; & un peigne de
Dirac de période fa_c}l :

Sins,1(t) = |Rect ( t ) * 25 (t — fiq>| (1.18)

Lint n

Dans le domaine des fréquences, Sins1(f) = -7 [Sins.1(t)](f). La fonction de transfert a donc
la forme d’un sinus cardinal échantillonné a la fréquence d’acquisition fqc, (voir figure 1.8).

Sins, 1 (F) = tint Facq |sinc ((f + 2252 )tint ) | D 8(F = 7 facq) Y
TEMPS
) 1
E Lint m
Sins1 (t) m = J:B “ |
ins,1 [e> *
- TF~1
FREQUENCES s
fucq l
Sins,1 (f) :
= ting %

Figure 1.8 — Illustration schématique de la fonction de transfert instrumentale
dans I'espace temporel et dans ’espace des fréquences temporelles.

En haut : les expositions successives (intégration sur t;,:, période a_al;) corres-
pondent a la convolution d’une fonction rectangle et d’un peigne.

En bas : dans l'espace des fréquences (apres transformée de Fourier), 'inverse

de la largeur t;,; des fenétres d’acquisition est retrouvé dans la période du sinus

cardinal, et 'accumulation a la fréquence f,.4 est retrouvée de fagon réciproque

en multiplication du sinus cardinal.
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Moyennage temporel En pratique, lors des acquisitions, une moyenne est effectuée sur N
images démodulées & 4 phases afin d’augmenter le rapport signal sur bruit. La contribution
de ce parametre IV apparait dans une deuxieme expression de la fonction de transfert notée
Sins2(f). Le calcul menant & I'expression (1.20) est détaillé en annexe A.

. 4 f+fa4cq)
Sin Wifacq ] 1 4f
s L ] Fae ' sm(27r<N+§ (fac +1>)
Soalf) =t fine (£ 5 o) |y RG] ||

Ces deux définitions voisines menent a des fonctions de transfert S;,s tres proches. Les simu-
lations numériques des expressions §ins,1( f) (1.19) et gm&g( f) (1.20), ainsi qu’une mesure
expérimentale de la fonction de transfert®, sont tracées sur la figure 1.9. La ressemblance
entre les trois courbes confirme l'interprétation et chaque étape du calcul de §ms72( f), ainsi
que la validité de ’emploi de I'expression simplifiée gms’l( f).

1 1
—— Fonction de transfert S;,;. N=10
— Fonction de transfert S;,s1
Fonction de transfert mesurée 05
o |
S | |
Py s il
< 05 0 “
= 1
= N=100
£
<
0.5
ol mMmm
0 0,5 1 1,4 %8s 10 12 14 16 18 20 22
Fréquence f (kHz) Fréquence f (Hz)

Figure 1.9 — Représentation graphique d’une mesure de bruit expérimental
convolué & la fonction de transfert ( ) et de deux simulations numériques

de la fonction de transfert instrumentale : §ms,1 (f) (1.19) en orange et §ins72(f>
(1.20) en bleu. Les parameétres utilisés sont t;,, = 1ms et fo.q = 10Hz. Le pas
d’échantillonnage est de 500 mHz pour la mesure et 10 mHz pour les simu-
lations. Les encarts a droite montrent un agrandissement sur les simulations
autour de 15Hz, pour deux valeurs de lentier N intervenant dans S;ys 2(f).

Il est & noter que le peigne de la fonction gms,g( f) résulte d’interférences entre les quotients
de sinusoides (équation (1.20)), tandis que celui de la fonction Si1(f) est simulé avec des
pics de Dirac, non physiques. L’écart au pic de Dirac idéal est visible sur les encarts de la
figure 1.9 et diminue lorsque le nombre d’image moyennées N augmente, traduisant bien
I’obtention d’un pic infiniment étroit dans la limite N — 4o00. La valeur N = 100 est choisie
expérimentalement comme compromis entre définition des pics et résolution temporelle.

6. Mesure du spectre hétérodyne d’un objet diffusant fixe. Le signal obtenu est par conséquent la convolution
de la fonction de transfert au bruit expérimental.
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1.5 Algorithme de reconstruction holographique

Le diagramme de la figure 1.10 résume les sections précédentes en un algorithme permettant
la reconstruction d’images a partir des hologrammes codé sous Matlab ou, pour obtenir une
reconstruction en temps réel, en langage CUDA.

jolomhtihi=ly) (x1@xy) || T=FUEyIkky) |
4
Correction par Transformation de
Démodulation a 4 phases la lentille virtuelle Fourier spatiale
Acquisition de 4 hologrammes @
ala fréquence fucq = 4(AF — f)

o P k) ey | s

)

Transformation de Propagation

“ Fourier spatiale inverse

Reconstruction 3D Filtrage spatial

Figure 1.10 — Algorithme de reconstruction holographique résumant les sections
précédentes.

En pratique, 4 hologrammes 7 sont enregistrés & la fréquence facq =4 (AF — f) ou AF est le

battement de fréquence imposé entre les deux MAOs et f est la fréquence que 'on cherche
a investiguer. Le défilement des franges a la fréquence AF sur les 4 hologrammes est une
porteuse multiplicative aux phénomenes dynamiques imagés, qui ramene les composantes de
fréquence f a la fréquence ! % comme 'explique I'équation (1.15).

Numériquement, on démodule alors a 4 phases en recombinant les 4 hologrammes en un seul
hologramme complexe démodulé par I’équation (1.11). On le multiplie a la lentille numérique
(1.5). Par une transformée de Fourier numérique de 'hologramme, on visualise les ordres
d’interférence sur I'image d’intensité correspondante. On ajuste ainsi la valeur de dioptrie §
de la lentille numérique de maniere & rendre net 'un des ordres. L’ordre choisi est numéri-
quement découpé et centré dans une matrice nulle.

On a ainsi isolé le champ E‘O(k:x, ky; z = 0) et on peut alors appliquer la méthode de propaga-
tion du spectre angulaire (équation (1.10)) par un algorithme simple [45]. En effet, on a vu que
la méthode des spectres angulaires se base sur ’égalité Eo(k:x, ky;z) = Eo(k:x, ky; 2 = 0)eik==

2
ouk, = \/ (27”) — k2 - kg La propagation dans le plan z choisi peut donc s’effectuer par la

simple multiplication de la matrice contenant 1’ordre +1, Eo(kx, ky; z = 0), par la matrice de

. 27\ 2
[(27)2 _p2 _p2
propagation e (%) -+ v,

k. et k, s’obtiennent en convertissant les positions x et y dans I'espace dual des fréquences
spatiales :

2n M M n
kictpin =——— | j— — pX) (1.21)
j={z,y} Tpx < dpy 2

7. Avec le moyennage, N hologrammes sont enregistrés et traités 4 & 4. N doit donc étre multiple de 4.



22 Chapitre 1. Instrumentation holographique et étude du signal hétérodyne

ol npy et dpy sont respectivement le nombre et la taille des pixels de la caméra, et M est le
grandissement du systeme optique. dﬁ est la taille du pixel virtuel, c’est-a-dire du pixel de
I'image.

Pour finir, il suffit d’effectuer une transformée de Fourier inverse au résultat pour obtenir la
reconstruction, dans ’espace réel, du plan choisi.

1.6 Montage optique

Cette section est dédiée a l'implémentation expérimentale de l'enregistrement d’un holo-
gramme numérique, et présente le montage optique réalisé pour le systeme d’holographie
hétérodyne.

\

Prisme

Echantillon

o>

Objectif <—> AOM
fMAO

Caméra

T AOM

fmao

—AF

Lentille LS
de tube

LSP 2 Source laser

o>
N

Figure 1.11 — Chemin optique. Le role du prisme est expliqué dans la section
1.6.3. % : lame demi-onde. LS : lame séparatrice. CSP : cube séparateur de
polarisation. MAO : modulateur acousto-optique.

1.6.1 Chemin optique

Le chemin optique consiste en un interférometre de Mach-Zender et est schématisé sur la
figure 1.11. Le faisceau laser en sortie de la source est séparé en deux faisceaux (objet et
référence) par une lame séparatrice de polarisation. Une lame demi-onde placée en amont
permet de contréler la répartition d’intensité lumineuse entre les deux polarisations, donc les
intensités respectives des deux faisceaux.

Un modulateur acousto-optique (MAO, voir section 1.4.1) est ensuite placé dans chaque fais-
ceau pour ’holographie a décalage de phase et la détection hétérodyne. En sortie, I'ordre +1
du modulateur est sélectionné par un diaphragme (voir le schéma plus détaillé de la figure
1.13). Le MAO est orienté dans ’espace de sorte a maximiser I'intensité dans l'ordre +1.
Une lame demi-onde est placée dans chaque faisceau afin de controler les polarisations, mais
aussi d’aligner les polarisations des bras de référence et d’objet pour autoriser la formation
d’interférences.

Le faisceau objet est couplé a I’échantillon via un prisme pour une illumination en champ
sombre, détaillée dans le paragraphe suivant. La lumiere diffusée par 1’échantillon est col-
lectée par I'objectif de microscope et est recombinée au faisceau de référence sur une lame
séparatrice. La lentille de tube du microscope (Olympus IX71) forme I'image de I'objet sur
le capteur de la caméra (Andor ZYLA sCMOS 5.5).
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1.6.2 Configuration holographique

Deux types d’hologrammes peuvent étre générés selon la position du plan d’enregistrement,
i.e. le capteur de la caméra en holographie digitale.

On peut acquérir un hologramme de Fourier en placant la caméra dans un plan de Fourier du
systéme optique (voir figure 1.5b). On enregistre donc directement I’hologramme dans ’espace
des fréquences spatiales, et une seule transformée de Fourier est nécessaire a la reconstruction
[46]. C’est donc la configuration la plus simple en termes de reconstruction numérique.
Cependant, dans cette configuration, I'image microscopique de ’objet n’est pas directement
observable sur la caméra. Cela rend délicat des opérations expérimentales élémentaires telles
que le positionnement de I’échantillon. Pour cette raison, nous travaillons plutét dans une
configuration ou la caméra et 1’échantillon sont conjugués, comme schématisé sur la figure
1.11.

1.6.3 Illumination en champ sombre

L’imagerie d’objets a faible section efficace de diffusion nécessite une illumination intense
(Iopj > Iref). Afin de ne pas éblouir la caméra et de les distinguer plus facilement du fond,
une configuration en champ sombre est nécessaire.

Comme illustré sur la figure 1.12, le faisceau objet est pour cela couplé a la lame portant
I’échantillon via un prisme de verre. Apres traversée de 1’échantillon, le faisceau subit une
réflexion totale interne & 'interface lame-air. Ainsi, seule la lumiére diffusée par ’échantillon,
et ses particules optiquement diffusantes, est collectée par 'objectif de microscope. Les par-
ticules apparaissent donc sur fond noir.

Faisceau réfléchi Faisceau incident

) ) | < Cone de collection
Solutlo_n de particules .- .. (ouverture numérique)
diffusantes

jectif de microscope

Figure 1.12 — Illumination en champ sombre par couplage du faisceau a ’échan-

tillon via un prisme de verre. Une goutte d’huile permet ’adaptation d’indice

avec la lame. Le faisceau incident est totalement réfléchi et n’est pas collecté
par I'objectif, donc seule la lumiere diffusée par ’échantillon est imagée.

Si le faisceau incident est normal & la face d’entrée du prisme (rectangle isocele), alors
0y = 45° et angle de réfraction apres la premiere interface verre-échantillon vaut 6y =
arcsin —erre— = 54° pour Nyerre = 1.52 €t Nypitien = Neau = 1.338. A la deuxieme interface
échantilTo”ere—l{/erre on retrouve 05 = 0y = 45°. A la derniére interface verre-air, angle de ré-
~ 42°, donc 0y > 0y, et le faisceau subit une réflexion

flexion totale est 6;;,, = arcsin
totale interne.

Nverre

8. Dans nos expériences, ’échantillon est généralement en phase aqueuse.
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Une réflexion totale interne peut aussi étre produite deés I'interface lame-échantillon ?. L’objec-
tif collecte alors la diffusion des objets proches de l'interface plongés dans ’onde évanescente
produite. Cette configuration présente ’avantage d’une haute résolution axiale grace au sec-
tionnement optique basé sur la condition de proximité des objets a la lamelle sur la diffusion
de la lumiere [47].

1.6.4 Sources lumineuses

Afin d’adapter la longueur d’onde aux objets étudiés, et notamment d’optimiser la diffusion,
trois sources continues sont montées :
— une diode laser de longueur d’onde A = 532nm et de puissance en sortie 80 mW,
— une diode laser de longueur d’onde A = 785 nm et de puissance en sortie 90 mW,
— une diode superluminescente de longueur d’onde centrale A\ = 833 nm et de puissance
en sortie 26 mW.

Le montage est composé de deux chemins principaux, chacun composé d’un interférometre de
Mach-Zender comprenant deux MAOs de la figure 1.11. Le montage entier est schématisé sur
la figure 1.13. Le premier chemin est celui du laser vert. Le laser infrarouge et la diode super-
luminescente partagent le deuxiéme chemin et y sont interchangeables par le biais d’un miroir
basculant. En effet, la proximité de leurs longueurs d’onde permet d’utiliser des orientations
de MAOs proches. Ce deuxieme chemin est doté d’une ligne a retard pour ’équilibrage fin
de la différence de marche nécessaire lors de 'utilisation de la diode superluminescente dont
la longueur de cohérence est tres faible (voir section 1.6.6).

L’utilisation de deux chemins (donc deux sources) distincts simultanément permet un mul-
tiplexage en longueur d’onde [48], en polarisation [49], ou en d’autres grandeurs comme par
exemple la fréquence hétérodyne. La figure 1.14 montre un hologramme acquis avec les deux
lasers vert et infrarouge. Cette configuration permet de réaliser deux mesures entierement
distinctes simultanément. Le multiplexage peut étre optimisé en occupant toute la bande
passante par des disques provenant d’un nombre maximal de faisceaux d’illumination afin de
maximiser le produit délai-bande passante [50].

1.6.5 Maintien en température de 1’échantillon

Pour les observations d’échantillons vivants, la lame de microscope doit étre maintenue a la
température 37 °C. L’ajout d’un incubateur qui assure également ’apport en oxygene est alors
idéal. Dans nos travaux, seul le maintien en température a été produit, et les échantillons
biologiques sont éventuellement placés dans un milieu COy indépendant pour rallonger leur
survie.

Le controle de la température s’avere également crucial dans nos travaux d’imagerie de vis-
cosité présentés au chapitre 2.

Pour cela, le porte-échantillon est doté de résistances chauffantes en contact avec la lame
microscopique, ainsi que d’une sonde thermométrique. L’ensemble est branché en une boucle
d’asservissement PID !0 afin de maintenir la température & une valeur choisie (37 °C pour les
échantillons biologiques, ou une valeur quelconque pour fixer la valeur de viscosité du milieu).

9. Pour les valeurs de nyerre €6 Mmitien Prises en exemple, le faisceau incident doit alors entrer par la face
du prisme avec un angle supérieur & arcsin “milien — G1°,
v

erre

10. Le signal de sortie est la somme des termes Proportionnel, Intégral et Dérivé du signal d’erreur.
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Figure 1.13 — Représentation schématique du montage complet. Deux chemins
optiques, rouge et vert, sont combinés par des lames dichroiques (LD). Pour
chaque chemin, le faisceau en sortie de la source est divisé en deux par un cube
séparateur de polarisation (CSP) précédé d’une lame demi-onde (%) permet-
tant de répartir l'intensité. Chacun de ces faisceaux passe par un modulateur
acousto-optique (MAO, voir section 1.4.1) dont seul 'ordre +1 de diffraction
est conservé a l'aide d’un diaphragme. Les deux MAO d’un chemin de méme
longueur d’onde portent la différence de fréquence hétérodyne AF. La voie ob-
jet, en traits pleins, est focalisée sur I’échantillon par la lentille L, a travers
le prisme pour l'illumination en champ sombre (voir section 1.6.3). La lumiere
diffusée par 1’échantillon est collectée par I'objectif, réfléchie par la lame sépara-
trice (LS) puis focalisée sur la caméra par la lentille de tube (L) avec un angle
« pour la configuration hors axe. La voie de référence, en traits pointillés, est
étendue et rendue légerement divergente par les lentilles Ly et L3 puis traverse
la lame séparatrice et illumine la surface du capteur de la caméra grace a la len-
tille de tube. Chaque voie est doté d’une lame demi-onde. Sur le chemin rouge,
deux sources, laser et diode superluminescente (SLED), sont interchangeables
grace au miroir basculant. La voie de référence du chemin rouge est dotée d’une
ligne a retard pour 'ajustement de la différence de chemin nécessaire lorsque
la SLED est utilisée.

[ >
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(a) Hologramme dans l’espace réel (agrandisse- (b) Hologramme dans I’espace des fréquences spa-
ment d’un détail) : deux orientations de franges tiales. Le ratio des tailles de disques est égal au
sont visibles (guide visuel en bas & gauche). ratio des longueurs d’ondes ?gg o =0.7.

Figure 1.14 — Hologramme multiplexé en longueur d’onde.

1.6.6 Sensibilité au bruit du systeme

La sensibilité du systéme correspond a la qualité de la mesure atteignable en dépit des sources
de bruit présentes. Outre les optimisations liées a l'alignement du montage optique, des
sources de bruit indépendantes de ’expérimentateur entrent en jeu. Cette section en présente
les principales et leur niveau d’intervention dans une mesure d’holographie hétérodyne.

Sources de bruits techniques

L’acquisition digitale du signal donne lieu & plusieurs mécanismes qui induisent du bruit dans
la mesure. Les principaux sont listés ci-dessous :

— Le bruit de photons, aussi appelé bruit de grenaille. Il vient du caractére fondamen-
talement aléatoire de 'arrivée des photons sur le capteur : c’est une source de bruit
de nature quantique dont la statistique associée suit une loi de Poisson d’écart-type
o = \/Npp ot Ny, est le nombre de photons détectés. Il constitue la limite fondamen-
talement infranchissable en termes de réduction du bruit.

— Le bruit électronique du capteur, aussi appelé bruit sombre, ayant pour origine la
fluctuation thermique du nombre d’électrons générés dans le circuit, indépendamment
de l'arrivée de photons. On peut le voir comme 1’équivalent du bruit de grenaille pour
les électrons [51].

Rapport signal a bruit en holographie hétérodyne

Les méthodes de filtrage de I’ordre 0 d’interférence de I’holographie digitale (voir sections 1.3.1
et 1.4.1) associées a I'isolation d’une composante fréquentielle hors du bruit par I'hétérodynage
(voir section 1.4.2) permettent d’atteindre la limite ultime du bruit de grenaille. Dans ce
régime, le bruit électronique de la caméra peut en effet devenir négligeable devant le nombre
de photo-électrons N, créés. Lorsque le bruit de photons /N, domine, le rapport signal &

. Ny
bruit est —\/N_ph = /Npp.

Le caractere interférentiel de 1’holographie, ajouté au double filtrage (temporel et spatial),
permet d’atteindre ce régime méme lorsque le nombre de photons diffusés par 'objet est
faible [29].
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Pour optimiser le rapport signal a bruit, il est alors avantageux de maximiser le nombre de
photons recus par la caméra. Cette condition revient a un choix de répartition de 'intensité
du laser privilégiant la voie de référence.

Dans ce cas, en appelant Py et Pg les puissances des faiceaux objet et de référence, le signal
holographique d’ordre 41 S est proportionnel & /PoPr puisque le signal consiste en la
multiplication des champs FpFEg. Le bruit de photons ¢ correspond a la somme de leurs
contributions /N, o< v/Po + Pr ~ /Pg.!!. Le rapport signal a bruit est alors égal & v/Po
et varie donc avec 'intensité du signal uniquement.

Bruit de cohérence (spatial)

L’inconvénient majeur de 'imagerie en lumiére cohérente est le phénomene de tavelure ou
speckle, un artefact venant des nombreuses interférences entre les rayons diffusés dans le
montage ou dans I’échantillon et menant & une granularité de I'image. Des techniques visant
a réduire le speckle varient les angles d’illumination afin de moyenner spatialement le speckle
[52], discriminent et réduisent le signal venant de diffusions multiples [53], ou appliquent un
traitement numérique tel un filtrage spatial ou un lissage gaussien. La taille des grains de
speckle peut aussi étre contrdlée car elle est proportionnelle a la distance entre I’objet et le
détecteur [54].

Réduction de la longueur de cohérence de la source Une autre approche de réduction
du speckle réside dans l'illumination car cette granularité est d’autant plus présente que le
milieu traversé est diffusant et que la longueur de cohérence L. de la source est grande. Tandis
que pour les diodes lasers monomodes utilisées L. est de 'ordre de la dizaine de metres, nous
proposons d’utiliser une diode superluminescente (SLED sur la figure 1.13) dont la longueur
de cohérence est L, =~ 70 pm. Outre une réduction du speckle, la principale motivation était
ici de profiter du sectionnement optique propre aux sources incohérentes : seuls les points
sources de I’échantillon tels que la longueur des rayons objet est égale & la longueur de la
voie de référence plus ou moins % vont interférer avec la référence. C’est le principe de la
tomographie a cohérence optique (OCT) [5]. La différence de chemin optique entre les voies
objet et de référence est alors cruciale, c’est pourquoi une ligne a retard est mise en place
dans le montage illustré sur la figure 1.13. Ainsi, seuls les photons présents dans un intervalle
de profondeur L. dans ’échantillon vont contribuer au signal, mais également au speckle. On
peut qualifier ce montage d’hybride holographie-OCT plein champ.

L’objectif principal de ce montage est d’effectuer un sectionnement optique pour s’affran-
chir de la diffusion optique dans les échantillons épais tels que les organoides de rétine
(voir chapitre 3). La figure 1.15 montre des reconstructions holographiques hétérodynées a
AF =100 Hz d’un organoide de rétine avec la diode laser infrarouge de longueur de cohérence
L. ~ 10m et la diode superluminescente ou L. =~ 70 pm, c’est-a-dire avec un sectionnement
de type OCT. On constate qu’avec le grossissement x10, la reconstruction avec la diode
superluminescente est restreinte dans le plan : la bande de taille ~ L. sur laquelle les inter-
férences ont lieu est plus petite que le champ de vue.

En grossissement x50, le champ de vue est plus petit que cette zone d’interférences. En re-
vanche, I’échantillon utilisé n’est pas assez épais comparé a L. pour observer une quelconque
diminution du speckle par rapport a I'image acquise avec le laser de grande longueur de
cohérence. L’utilisation de ce chemin a source faiblement incohérente sera réservé a des ob-
servations de champ de vue inférieur a L, ~ 70 pm sur des objets de grande épaisseur devant
L.

11. En effet, en posant o; < v/P; oui € {O,R} on a o0 = \/(%)203 + (%)201% x v/Po + Prg.
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L. = 10m L. =70 um

Figure 1.15 — Images holographiques reconstruites d’un organoide de rétine a
AF = 100 Hz pour deux grandissements différents, et deux sources de longueur
de cohérence L. différentes.

1.7 Conclusion

Bien qu’inventée avant I’ére numérique, I’holographie a bénéficié d’un développement majeur
lors de son avenement. En effet, 'imagerie tridimensionnelle y gagne de nombreux degrés
de liberté sur la correction d’artefacts, la propagation, la résolution... De plus, au-dela de la
simple projection d’image, la mesure quantitative du champ complexe lumineux peut étre
obtenue. On accede alors a une véritable analyse de I'objet simultanément en amplitude et
en phase.

Pour I’étude de phénomeénes dynamiques, la détection hétérodyne est une adjonc-
tion puissante. D’une part, la sensibilité de la mesure holographique se trouve augmentée
jusqu’a la limite ultime du bruit de grenaille grace a la sélection précise en fréquence. D’autre
part, de nombreuses perspectives d’applications sont offertes. Le chapitre 2 présente le déve-
loppement d’'une méthode d’imagerie de viscosité par étude spectrale de la rotation
de nanosondes. Une étude de dynamiques a tres hautes fréquences dans des échantillons
biologiques sera aussi discutée plus loin.

Le travail dans le domaine fréquentiel impose la convolution du signal par une fonction de
transfert instrumentale non triviale. La déconvolution numérique d’un signal bruité n’ap-
portant en général qu’'un résultat de basse qualité, I’étude précise de cette fonction de
transfert a été préférée afin d’identifier et de controler son intervention dans le signal mesuré.

Le montage holographique est réalisé dans une configuration de microscopie. L’illumination
en champ sombre 1’adapte a I’imagerie d’objets faiblement diffusants comme des
nanoparticules. La thermalisation du porte-échantillon optimise d’une part les expérimen-
tations sur le vivant, et d’autre part les mesures bénéficiant de la connaissance précise de la
température du milieu imagé comme 'imagerie de viscosité, sujet du prochain chapitre.
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Dans la section 1.4.2 du chapitre 1, nous avons vu comment obtenir une mesure résolue en
fréquence f a partir d’hologrammes hétérodynes. Le contraste de cette image correspond
aux variations en densité de diffuseurs oscillant a la fréquence f dans I’échantillon imagé.
L’acquisition de plusieurs fréquences, ou ’étude du spectre, révele de facon quantitative les
gammes temporelles des différentes dynamiques a I’ceuvre.

Ce chapitre est dédié a une application de I’holographie hétérodyne qui mesure de cette
fagon les fréquences de rotation de nanoparticules en exploration dans un milieu. Que cette
rotation soit passive ou forcée, la dynamique de chaque nanoparticule traduit les propriétés
mécaniques locales du milieu : plus ’objet évolue lentement, plus la viscosité environnante
est élevée. En attribuant chacune de ces sondes a un pixel virtuel, on reconstruit une image
de viscosité quantitative de 1’échantillon.

2.1 Microrhéologie : état de I’art

La plupart des processus chimiques, biochimiques et biologiques se déroulent dans des milieux
liquides ot les objets, molécules et organites sont déplacés par des mouvements stochastiques.
Ces mouvements sont entrainés mais aussi simultanément entravés par la viscosité. En effet,
la viscosité est ’émergence collective des collisions élastiques moléculaires par lesquelles le
systeme fluidique se thermalise. Selon 1’échelle a laquelle les interactions moléculaires sont
considérées, cette propriété peut donc étre définie différemment aux échelles micro et macro-
scopique. La mesure macroscopique de la viscosité est réalisée par rhéométrie, technique qui
consiste en la mesure de la résistance globale du fluide sur des plaques en rotation [55]. A plus
petite échelle, la viscosité et autres propriétés mécaniques ne peuvent pas étre sondées avec
des instruments macroscopiques, et leur mesure définit un vaste domaine de recherche appelé
microrhéologie [56]. Ce domaine est particulierement essentiel en biologie ot de nombreux
processus subcellulaires sont clairement influencés, voire dirigés par des variations locales de
viscosité, comme par exemple la brisure de symétrie observée pendant plusieurs phases de la
méiose dans les ovocytes [13, 15]. La viscosité a également été établie comme un critere déter-
minant pour 'identification des cellules cancéreuses [57]. Un outil d’imagerie quantitative de
la viscosité serait crucial pour élucider les causes sous-jacentes a ces mécanismes biologiques,
mais aussi au microfluidique ou a I’étude de milieux complexes.

La mesure de certaines propriétés mécaniques & la surface d’un échantillon peut étre obtenue
par la microscopie a force atomique [58], par la mesure d’ondes acoustiques se propageant
dans la cellule [59], ou par la sonde de force biomembranaire [60] et ’aspiration par mi-
cropipette [61] qui permettent de déduire une valeur globale & l'intérieur de la cellule par
I'intermédiaire de la tension de la membrane [62].

En revanche, 'acces a la viscosité a 'intérieur de ’environnement fermé d’une cellule est plus
difficile et nécessite des transducteurs intracellulaires qui peuvent se déplacer soit activement
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(excitation externe), soit passivement (mouvement brownien activé thermiquement) tandis
que leur mouvement est sondé sans contact, généralement par des méthodes optiques.

Les méthodes passives présentent 'avantage d’étre simples puisqu’une exploration brownienne
de la sonde ne requiert aucun contréle externe. Des approches fondées sur la spectroscopie de
corrélation de fluorescence [63] permettent de mesurer la valeur de la viscosité le long de la
trajectoire de translation brownienne de sondes fluorescentes. Pour obtenir des mesures statis-
tiquement significatives, la particule doit avoir parcouru une distance suffisamment longue,
ce qui limite la localité et la résolution spatiale des mesures de viscosité. En revanche, le
mouvement brownien ne se limite pas a la translation, et une rotation significative peut se
produire sur de courtes échelles de temps [64]. Par conséquent, détecter la rotation plutét
que la translation offre potentiellement une meilleure résolution spatiale pour I'imagerie de
viscosité. Ainsi, la microscopie a durée de vie de fluorescence (FLIM) sur des rotors molé-
culaires génétiquement modifiés a récemment montré sa capacité a sonder la viscosité [65,
66]. Cependant, les probléemes de photoblanchiment liés a 1'utilisation de la fluorescence in-
terdisent toute expérience dépassant quelques minutes, ce qui est évidemment problématique
pour étudier des phénomenes de durée supérieure.

Dans la mesure ou elles reposent sur un phénomene aléatoire (brownien), ces méthodes pas-
sives peuvent exiger des acquisitions longues afin d’obtenir une statistique suffisante. Dans
ces cas, une excitation active des sondes peut étre préférable.

Parmi les méthodes actives sans contact, les pinces optiques peuvent étre utilisées pour me-
surer la viscosité des fluides en calibrant la force nécessaire au piégeage d’une nanosonde
[64, 67-69]. Bien que locales et rapides, une cartographie de viscosité nécessite un nombre
considérable de ces pinces optiques, égal au nombre de pixels souhaité.

Dans ce travail, nous proposons deux types de méthodes, active et passive, de I'imagerie de
viscosité.

Mesures passives : Alternativement aux sondes fluorescentes, les nanoparticules plas-
moniques sondées optiquement permettent de réaliser des expériences suffisamment longues
pour mesurer des activités métaboliques sur de grandes échelles de temps. Les nanopar-
ticules d’or, par exemple, sont biocompatibles. En choisissant une géométrie asphérique
comme les nanobatonnets, la rotation de l'objet se traduit par une variation de la section
efficace de diffusion effective, donc par une variation d’intensité mesurée (clignotement). De
telles mesures de viscosité locale utilisant des nanobatonnets d’or ont été réalisées dans le
cadre de la diffusion dynamique de la lumiere (DLS) [70, 71]. La section 2.2 présente une
approche qui consiste en la mesure du clignotement produit par des nanobatonnets d’or
sous illumination laser lors de leur rotation brownienne, et ainsi en 'imagerie quantitative
de la viscosité d’un milieu contenant ces nanobatonnets.

Mesures actives : Une mesure de viscosité active sans pinces optiques est obtenue en
utilisant des aiguilles magnétiques micro ou nanoscopiques et en mesurant leur fréquence
angulaire de rotation imposée par un champ magnétique tournant [72]. Le plan de rotation
y étant ainsi controlé et optimisé, cette méthode est une alternative plus performante a
notre systeme d’imagerie de viscosité utilisant des sondes browniennes et est présentée dans
la section 2.3.
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2.2 Imagerie de viscosité via la rotation brownienne de nano-
batonnets d’or

Figure 2.1 — Illustration de batonnets d’or en mouvement brownien de trans-
lation et de rotation sous illumination laser.

Nous présentons ici une approche d’imagerie de viscosité reposant sur la mesure du cligno-
tement de la diffusion optique de nanobatonnets d’or sous illumination laser soumis a un
mouvement de rotation brownien [73]. Comme expliqué au chapitre 1, une détection hétéro-
dyne couplée a I’holographie permet d’imager sélectivement la composante de clignotement
local & une fréquence arbitraire comprise dans une large gamme (0 - dizaines de MHz). A une
fréquence hétérodyne donnée, les images du signal de clignotement présentent un contraste
lié a la viscosité locale et a la diffusion optique. En balayant les fréquences, nous obtenons
des images spectrales (ou spectrales se référe aux fréquences de rotation et non a la lon-
gueur d’onde) de la densité de nanobatonnets en rotation. Nous montrons que le spectre en
fréquence du clignotement peut étre calibré pour divers milieux afin d’obtenir des mesures
quantitatives de viscosité, indépendamment de la densité locale des diffuseurs ou de I'intensité
d’illumination. Grace a cet étalonnage, nous produisons des images quantitatives de viscosité
locale en plein champ. Comme les particules peuvent rester confinées dans des volumes plus
petits que ceux balayés dans le mouvement brownien translationnel, la méthode a le poten-
tiel de fournir des images de viscosité intracellulaire 3D a haute résolution et de ce fait des
informations inédites sur les processus intracellulaires.

Cette section explicite d’abord la relation menant de la mesure de la rotation brownienne a la
viscosité, puis le mécanisme de diffusion de la lumiére par des nanoparticules d’or et 'origine
du clignotement observé. Enfin, la méthode d’imagerie de viscosité par mesure hétérodyne des
clignotements issus de la rotation brownienne est présentée, pour 'obtention d’un contraste
de viscosité d’abord qualitatif puis quantitatif.

2.2.1 Relation entre la mesure de rotation brownienne et la viscosité

La dynamique d’une particule brownienne soumise aux forces provenant des frottements et
des chocs avec le fluide dans lequel elle évolue est décrite par une équation de Langevin. Sa ré-
solution meéne a la description de la translation brownienne comme un processus stochastique
gaussien via son déplacement quadratique moyen sur le temps d’observation At :

(Ar?) = 2dDy At (2.1)

ou d est la dimension de I’espace d’immersion et D; est le coefficient de diffusion translationnel.
Ce processus opere également sur la rotation, et le déplacement angulaire quadratique moyen
pendant l'intervalle At s’exprime de facon analogue par :

(AG?) = 2dD, At (2.2)
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ou D, est le coefficient de diffusion rotationnelle par rapport a un axe arbitraire.

Le coefficient de diffusion est inversement proportionnel a la viscosité dynamique 1 du milieu
dans lequel 'objet évolue en mouvement brownien. D’apres la loi de Stokes-Einstein, les
coefficients de diffusion translationnelle et rotationnelle d’une sphere de rayon r s’expriment
respectivement par [74] :

 kgT

Dy(n) = s (2.3)
Do) = 52 (2.4)

ol kp est la constante de Boltzmann et T" est la température.

I1 découle des expressions (2.1) & (2.4) que le temps caractéristique de rotation peut étre bien
inférieur a celui de translation : par exemple, pour une sphére de rayon 100 nm, le temps de
rotation d’un angle moyen § (At,o ~ 0.3 ms) est bien inférieur au temps de translation d'une
extension typique de fonction d’étalement du point 500 nm (At¢rens &~ 10ms). L’exploitation
de la rotation plutot que la translation brownienne peut donc s’effectuer sur des échelles de
temps At plus courtes. La résolution ultime de la méthode est donnée par la distance dont
s’est déplacée la particule pendant le temps At nécessaire a 'acquisition, dont Atirens €t
At,.ot sont des estimations minimales. Si pour une mesure translationnelle cette résolution est
caractérisée par une distance Ar, elle est alors typiquement réduite d’un facteur 10 pour une
mesure rotationnelle. Ainsi, la mesure de la viscosité n via une sonde brownienne en rotation
gagne sensiblement en résolution spatiale par rapport a une mesure via sa translation.

En ce qui concerne la détection optique, la rotation d’une sphere ne mene évidemment a
aucune modulation de la lumiére qu’elle diffuse. Or, notre approche cherche a traduire la
rotation de 'objet par un signal optique. Il faut pour cela utiliser un objet anisotrope, afin
que les variations de 'amplitude de la lumiere qu’il diffuse traduisent celles de son orientation.
On choisit pour cela d’employer des nanobéatonnets.

Géométriquement, les nanobatonnets peuvent étre modélisés par des cylindres de longueur L
et de diametre D. La rotation autour du grand axe du cylindre peut étre ignorée car elle ne
contribue a aucune modulation optique, mais la rotation autour de tout axe perpendiculaire
a l'axe principal, caractérisée par le coefficient de diffusion rotationnelle D, , peut moduler
temporellement la diffusion optique. Ce coefficient dépend de n par I'intermédiaire de la loi
de Stokes-Einstein adaptée aux cylindres [75] :

3kgT L
D, () = 2o (5 -6 (2.5)

ou ¢, est un facteur constant dépendant du rapport d’aspect %.

Par conséquent, d’apres ’équation (2.2), la viscosité n est directement liée au déplacement
angulaire quadratique moyen (A6?) des nanobatonnets, qui peut étre mesuré optiquement via
les variations temporelles de la diffusion de la lumiere. Puisque notre dispositif d’holographie
hétérodyne détecte des variations périodiques de diffusion optique, on mesure un signal g
proportionnel au déplacement angulaire ~ /(A#?). Ce signal est donc proportionnel & la
racine carrée du temps d’observation sur la viscosité d’apres les équations (2.2) et (2.5) :

g(n, At) o< /2dD,  (n)At ﬁ (2.6)

La section efficace de diffusion optique est une grandeur critique lorsque 'on travaille avec
des objets aussi petits que des nanoparticules. Il existe deux leviers permettant d’agir sur
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la valeur de la section efficace : la taille des particules et la nature du matériau. Pour notre
application, la taille nanométrique est contrainte par la quéte de haute résolution spatiale. Il
reste donc 'optimisation de l’interaction lumiere-matiere, passant par le choix du matériau
constituant les nanobatonnets vis-a-vis de ses propriétés de polarisabilité.

2.2.2 Diffusion plasmonique par des nanobatonnets d’or

Les nanoparticules métalliques présentent une particularité optique qui émerge de la combi-
naison des propriétés électroniques du métal et de leur taille sub-longueur d’onde : la réso-
nance plasmonique qui augmente fortement la section efficace de diffusion, dans une plage de
longueurs d’onde précise. Malgré leur taille nanométrique, grace a ce phénomene les particules
utilisées sont facilement détectables sous illumination laser a faible puissance (ici, ~ 10 mW
répartis sur le champ de vue de 1073 & 0.5 mm? soit typiquement 100 W cm~2).

Origine de ’appellation plasmon

Un plasma est un état particulier de la matiére, trés fortement ionisé ou noyaux positifs
et électrons libres forment des fluides chargés en interaction. Le modeéle classique de Drude-
Sommerfeld approxime les déplacements des électrons individuels par un mouvement collectif
ou l'interaction avec les ions positifs fixes est traitée comme une force de freinage visqueux.
Ce nuage d’électrons est tres sensible aux perturbations externes, comme une excitation
lumineuse dont le champ électrique oscillant provoque l'oscillation du nuage électronique.
Les modes de ces oscillations collectives sont appelés plasmons.

Le modéle de Drude-Sommerfeld fournit une description particulaire de cette réaction, et la
réduit & une force de friction comprenant les interactions entre électrons?!, entre électrons
et noyaux, et entre électrons et phonons, dissipant le travail produit par la force excitatrice.
Le ratio d’amplitude de ces forces définit une pulsation caractéristique w, = \% (ot n
est la densité d’électrons libres, e et m sont la charge et la masse de 1’électron, et ¢y est
la permittivité diélectrique du vide), appelée pulsation plasma. Cette valeur détermine les

régimes selon lesquels le plasma répond aux excitations électromagnétiques.

Le champ d’application du modele de Drude-Sommerfeld inclut le cas des métaux : en pre-
miere approximation, les électrons de conduction délocalisés y jouent le méme role que le
nuage électronique libre. Les plasmons existent donc aussi dans les métaux et I’étude de leur
couplage aux ondes électromagnétiques constitue un domaine de recherche a part entiére.

Pulsation plasma d’un métal

La diffusion du spectre lumineux par la surface métallique peut étre décrite par la permittivité
relative € du matériau, qui caractérise sa capacité a se polariser en réaction a un champ
électrique externe par rapport au vide (par définition, € = %ﬁ%) 2 [76, 77]

w2

e(w)=1- W(pr—l) (2.7)

On peut remarquer que €(w) est une grandeur complexe, qui tend vers une valeur réelle
lorsque w > 7 1. Dans Péquation (2.7), 77! est le facteur d’amortissement qui provient
des interactions entre électrons, entre électrons et noyaux et entre électrons et phonons. Ce
facteur est égal a la fréquence de ces collisions et peut étre négligeable par rapport a w.

1. Seules les transitions intrabandes sont considérées dans le modéle de Drude-Sommerfeld, c’est-a-dire
les transitions a lintérieur d’'une méme bande d’énergie. Ses prédictions sont faussées par les transitions
interbandes car les électrons libres qui passent dans des bandes d’énergie supérieures créent un fond positif
qui écrante le nuage initial.
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Dans ce cas, et si w < wp, alors € < 0 et toutes les constantes optiques comme l'indice de

réfraction n = /e sont complexes. Cela traduit U'interdiction de la propagation a l'intérieur

du métal : la partie imaginaire de n apporte une dissipation, contrairement a sa partie réelle

qui correspond aux effets dispersifs.

Pour l'or, la valeur w, = 1.4 - 10'9 Hz indique que toutes les ondes de longueur supérieure
2mc

a £ = 135nm, y compris I'ensemble du spectre visible, ne pénetrent pas le métal et ne

P
peuvent qu’exciter des oscillations des charges de surface.

Résonance plasmon de surface

Ces oscillations de charges de surface sont quantifiées en modes électroniques collectifs appelés
plasmons de surface. Leur couplage a la lumiére donne lieu a des états mixtes électron-
photon, appelés polaritons plasmoniques de surface (PPS) [78]. Si l'onde lumineuse a la
méme fréquence et le méme vecteur d’onde que I'un des plasmons, alors le PPS entre en
résonance et on parle de Résonance Plasmon Surfacique (RPS). L’ampleur de ce couplage
lumiére-matériau est proportionnelle a Pamplitude de 'onde lumineuse réémise. [79, 80]

Plasmon localisé

Lorsque les dimensions de I'objet métallique en question sont largement inférieures & la lon-
gueur d’onde de la lumiére, sa polarisation induite par le champ électrique est homogéne sur
I’ensemble de la particule. L’objet se comporte alors optiquement comme un dipdle et on parle
de nanoparticule plasmonique. La relation de Heisenberg AxAk =constante entraine que la
localité du plasmon de surface (Az < A) relache la contrainte sur la condition d’accord de
phase avec I'onde lumineuse. En effet, contrairement a ceux d’une surface métallique macro-
scopique, les plasmons de surface localisés ne sont pas des ondes progressives longitudinales,
de sorte qu’aucune astuce n’est nécessaire pour y coupler une onde lumineuse transverse [76,
77, 81].

De plus, comme la phase de 'onde est pratiquement constante a I’échelle de la nanoparticule,
on se trouve dans le régime quasi-statique : tous les points de la particule répondent simul-
tanément au méme champ sans effet de retard. La seule dépendance temporelle provient de
celle des champs électrique et magnétique ﬁ et B, qui est cependant lente devant les temps
de réponse de polarisation. La polarisabilité de la nanoparticule métallique est alors celle
d’un dipole unique et est simplement dictée par E. Dans ce cadre dipolaire électrostatique,
la réponse du matériau est résumée par la polarisabilité microscopique « telle que P = o F,
ou ﬁ est le vecteur polarisation de la particule dipolaire. Pour une sphere dans un milieu de

2
permittivité relative e, = (%) , 'expression de « est donnée par ’équation (2.8). [82]
€—€m

Q= €p——
€+ 2¢,

(2.8)
D’apres I'équation (2.7) et la discussion qui la suit, la condition de minimisation du dénomi-
nateur de « fait apparaitre la condition de résonance $(e,,) = —2¢. S’il existe une fréquence
pour laquelle les matériaux (le métal et le milieu qui 'entoure) vérifient, méme de maniere
approchée, cette relation, la polarisabilité « de la particule peut atteindre des valeurs tres
élevées. Elle correspond au mode de Résonance Plasmonique de Surface (RPS) d’une nano-
particule sphérique.
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Effet de forme : diffusion par un nanobatonnet d’or

Plus généralement, une nanoparticule métallique présente un nombre de modes RPS égal a
son degré d’anisotropie. Pour un ellipsoide dont les trois dimensions d’axes sont notées R;,
i € {1,2,3}, la polarisabilité selon 'axe i s’écrit : [82]

€—€m
L= 2.9
Dans Pexpression (2.9), N; est le facteur géométrique, dit de dépolarisation, défini par :
RiRaR3 [ d
Ny = =3 3/ i (2.10)
0 (s+ R?)\/(s + R})(s + R3)(s + R3)
Dans le cas d’'un nanobadtonnet, on a Ry = L > Ry = Rz = D donc deux coefficients

distincts seulement, et les expressions de Ny = N)j et Na 3 = N sont les suivantes, en posant

e=4/1— (%)2 : [83]

_ - 1+
N =—"1 (2.12)
2
Les singularités de «; définies par ¢ | = (1 — ﬁ) em dans I'équation (2.9) aboutissent

ainsi & deux modes RPS, correspondant a I’alignement du champ électrique sur ces deux axes.
Puisque L > D, il découle des équations (2.11) et (2.12) que Ny < N et par conséquent
€] > €1. La résonance associée au grand axe, appelée résonance plasmonique de surface
longitudinale, est donc de longueur d’onde supérieure a celle associée au petit axe, appelée
résonance plasmonique de surface transverse.

Si la théorie de Mie généralisée permet de calculer avec exactitude la section efficace de
diffusion de ces particules, il est en pratique plus simple d’utiliser des méthodes numériques
comme 'approximation discréte dipolaire (DDA). Deux résonances sont visibles sur le spectre
de diffusion simulé par DDA [84] sur la figure 2.2. Les nanobatonnets d’or utilisés, de dimen-
sions 150 x 50 nm, ont une RPS transverse (mesurée par le fournisseur) & A} = 524nm et
une RPS longitudinale a Aj = 807nm. On observe sur la figure 2.2 un décalage de 80 nm
pour la RPS longitudinale et de 30 nm pour la RPS transverse que 1'on peut attribuer a des
imprécisions de simulation.

Afin de maximiser le contraste de clignotement, il faut maximiser le contraste Zﬂ((i\\)) On
choisit donc la longueur d’onde d’excitation (i.e. du laser du montage holographique) au plus
proche de la longueur d’onde de la résonance du grand axe : A = 785 nm. En effet, a cette
résonance la section efficace de diffusion associée est maximale (o =4 - 1072 cm? d’apres la
figure 2.2). D’autre part, la variation de cette section efficace lors de la rotation est maximale
(% = 103), et c’est & ce contraste de diffusion périodique (i.e. clignotement) que le systeme
d’holographie hétérodyne est sensible.

Pour valider I'aptitude des batonnets a sonder la viscosité, il est important que ces propriétés
dépendent peu de la composition du liquide, qui peut influer sur ¢, et donc sur la résonance.
On vise idéalement une diffusion indépendante de la composition afin que seule la vitesse
de rotation du batonnet porte la grandeur a mesurer. Pour cela, le spectre de diffusion
en configuration paralléle est calculé par DDA [84] pour les deux indices de réfraction n
correspondant aux compositions extrémes utilisées dans cette étude : celui de 'eau (neqy =
1.33) et celui d'un mélange aqueux a 30% de glycérol (ns0%giycerol = 0-3Ngiycérol + 0.Tequ =
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Figure 2.2 — Spectre de diffusion d’'un nanobatonnet d’or de longueur 150 nm
et de diametre 50 nm, calculé par approximation discréte dipolaire (DDA) [84],
selon l'orientation de son grand axe par rapport a la polarisation de ’onde
lumineuse. Le contraste de diffusion maximal a la résonance longitudinale est
indiqué par la fleche rouge. La variation en indice de réfraction est représentée
pour la courbe bleue : le trait plein correspond a l'eau (neq, = 1.33) et le trait
pointillé & une solution aqueuse a 30% de glycérol (n30%giyceror = 1.37).

1.37). Le décalage produit par la variation d’indice de réfraction est visible sur la figure 2.2

(courbes bleues en traits plein et pointillés). A la résonance, les valeurs des sections efficaces

de diffusion o,,_,, = 4.4-107%cm? et Onsosgiyeirol = 91 ° 107% cm? sont trés proches. Le ratio

entre cette diminution ((TU"E‘“‘ ~ 1| et le contraste dii au clignotement (% = 103> est
"30%glycérol

donc de l'ordre de 1073. On peut donc négliger la contribution de la composition, et de

I’indice, au contraste de clignotement.

Champ diffusé par un nanobatonnet

En illuminant les nanobatonnets a la résonance du grand axe, la section efficace de diffusion
varie donc sur une large gamme selon l'orientation du grand axe par rapport a la polarisation
de 'onde lumineuse Ep. Dans ce paragraphe, 'origine du champ diffusé F g est détaillée
en prenant en compte ’anisotropie des batonnets, en vue de calculer 'amplitude de champ
collectée lors de la rotation.

Les polarisabilités définies dans 1’équation (2.9) forment les éléments du tenseur de polarisa-
bilité a. Dans la base des axes propres du batonnet, en fixant a; = o et agz = ay,

a0 0
a=10 ay 0 (2.13)
0 0 )

a dicte orientation et le module du vecteur polarisation ? du batonnet en réaction au
champ électrique de I’onde lumineuse excitatrice Fp. Pour une nanoparticule composée d’un
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nombre N de molécules polarisables, on a : [77, 82]
P = NGE, (2.14)

Ce vecteur ? est la grandeur qui détermine la distribution angulaire de la diffusion lumineuse
par le batonnet. En effet, en modélisant la diffusion par un rayonnement dipolaire en champ
lointain, le champ électrique diffusé a pour expression : [77]

Psind’ 2 etkr
dmege T

ﬁdiﬁ(P) =- Ly (2.15)
ou r et @ définissent la distance et ’angle du point d’observation et U g est le vecteur unitaire
orthoradial portant le champ diffusé dans un repere local d’axe principal P (voir figure B.1la
en annexe B). Le diagramme de diffusion gun nanobatonnet formé par les lignes de champ
de ﬁdiﬁ pour un angle arbitraire 7 entre Eo et le grand axe du batonnet 7” est représenté

—

H
sur la figure 2.3a. En notant 0 cet angle (EO, 7”>, I’équation (2.14) se développe en :

ﬁ = Eo(o cos 07” + o sin HWJ_) (2.16)

L’équation (2.16) implique que lorsque 6 = 0, ? = aHEOﬁ”, et lorsque 6 = 7, ﬁ =

a L EoW | . Or, d’apres les équations (2.9) et (2.10), oy < o, donc dans les situations 6 = 0

et § = 7, le module du vecteur polarisation P atteint respectivement ses valeurs maximale

et minimale (voir les encarts de la figure 2.3b). Pour un nanobatonnet trés anisotrope, dont
L I

le rapport longueur-diametre 5 est tres élevé, le rapport ST est également élevé et on peut

négliger la composante suivant U | . Dans ce cas, ? est en pratique toujours aligné sur 7”,

—
et son amplitude devient nulle lorsque 7” 1 Eo. On peut se placer dans ce cas limite pour
calculer le champ de diffusion collecté.

-
>
-

Collected amplitude

(a) (b)

Figure 2.3 — (a) Diagramme de diffusion plasmonique d’un nanobatonnet illu-
miné par une onde lumineuse de vecteur d’onde k et de champ électrique E—o> .
Le vecteur ? correspond a la polarisation du batonnet en réponse a Fp, dont
les lignes de champ forment le tore de diffusion. (b) Champ diffusé intégré sur
le cone de collection de l'objectif de microscope en fonction de I'angle entre
le grand axe et le champ d’excitation dans I’approximation % < 1 (résultat
numérique). Les encarts représentent les situations correspondantes.
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Calcul analytique du signal collecté lors de la rotation

Afin de comprendre et prévoir le clignotement et son amplitude, nous avons développé un
modele tenant compte de la géométrie de la particule, de la direction et polarisation de
I'illumination, et de la collection de la lumiere diffusée par un objectif de microscope. L’annexe
B développe le calcul de I'amplitude du champ diffusé collectée pendant la rotation d’un
nanobatonnet. Le champ diffusé est alors calculé en fonction des angles (3, ¢) formés par le
vecteur polarisation ? dans le repére du laboratoire (voir figure B.1a). L’amplitude du champ
collecté par le systéeme holographique E.o est 'interférence entre le champ du faisceau objet
(E o) apres diffusion ( E i), et le champ de référence B r en configuration hors axe d’angle
a (voir chapitre 1). On pose alors :

N
ECOH (P) v qb”) ER = ﬁdiﬂ‘ (P)r% ¢//) : ER (217)

ou v(B3,¢) et ¢"(53,¢) sont les angles qui repérent le point d’observation du champ diffusé
dans le repeére tournant lié a P (voir figure B.1b). L’équation (2.18) est le résultat du calcul
développé en annexe B et fait intervenir deux fonctions trigonométriques £(53, ¢,v, ") et

C(B,d,7,¢") qui y sont définies.

. k
_Oé” sin 3 cos pEo L2 geikz sinvycos ¢ sina V/ 1—€2(8:0,7,¢") (2 18)
4mege z 14+¢2(8,90,7,¢") ‘

Eeon (P, 7> ¢”) =
Cependant, ce signal n’est pas collecté en totalité par I’objectif.

Intégration numérique sur le cone de collection de I’objectif

L’intensité du signal collecté est obtenue en intégrant |Econ (P, 7, ¢") Eg| sur le cone de col-
lection de 'objectif de microscope d’ouverture numérique ON :

2w

Itot(/Ba ¢) = ER / |Ecoll (P, v, ¢//)| d'ydﬁb// (219)
¢""=0 Jy=m—arcsin ON

Dans 'approximation du batonnet trés anisotrope % < 1ou ? I 7” et en considérant un

o —

— =
nanobatonnet dont le grand axe appartient au plan (z, Ep), on a § =  + Eo,ul ). Or,

en pratique on choisit pour I'onde objet une polarisation TE (transverse électrique) afin de
maximiser sa projection sur le plan (z,y) du fait de I'illumination oblique via le prisme (voir
section 1.6.3). En conséquence, on choisit la méme polarisation pour le faisceau de référence
(comme posé dans 'annexe B) pour maximiser le contraste des interférences. La polarisation
TE implique donc que L%} est orthogonal a 'axe Oz.

Pour cette raison, dans 'approximation du batonnet trés anisotrope contenu dans (z, E_o>),
on a f = 6 + 5. La résolution numérique de I'équation (2.19) mene a une courbe d’allure
sinusoidale et est tracée sur la figure 2.3b, ici en fonction de 6 et pour une valeur de ¢
arbitraire (I;,; ne varie finalement pas avec ¢, ce qui est cohérent avec la figure B.1b).
Comme attendu, on observe des fluctuations d’intensité qui correspondent précisément a
la rotation?. Grace a ce modele, on vérifie également que leur amplitude augmente avec
I'ouverture numérique de collection ON.

Ainsi, il est possible d’utiliser des batonnets comme transducteurs. Afin d’ob-
tenir une mesure de leurs mouvements, une mesure de l’intensité diffusée peut
étre utilisée.

2. Plus précisément, on mesure la projection de la rotation dans un plan perpendiculaire & (x,y). Cet
inconvénient est éliminé dans ’alternative utilisant des nanobatonnets magnétiques en rotation forcée dans le
plan (z, z) (section 2.3).



40 Chapitre 2. Holographie hétérodyne : application a l'imagerie de viscosité

2.2.3 Imagerie de viscosité qualitative

En utilisant le montage d’holographie hétérodyne décrit a la section 1.6, on reconstruit 'image
des composantes d’une fréquence spécifique f du clignotement d’'un ensemble de batonnets.
Sur l'expérience de la figure 2.4, 1000 hologrammes hétérodynes (i.e. 250 images démodulées
a 4 phases) a la fréquence f = AF — / = 2kHz acquis & fqcq = 100 Hz pendant t;,,; = 10 11s
ont été moyennés. Les images hétérodynes sont normalisées par 'image des composantes sta-
tiques (c’est-a-dire & AF = %)

L’échantillon est une lame contenant deux chambres microfluidiques séparées par une pa-
roi de 300pum (voir figure 2.4b). Ces compartiments contiennent la méme concentration,
31073 pL~!, en nanobatonnets d’or dans de I'eau (7 = 0.8 mPas & la température 30 °C3)
et une solution aqueuse a 30% de glycérol (n = 2.2mPas a 30°C).

La figure 2.4c montre un contraste qualitatif de viscosité entre les deux milieux [73]. En
effet, il y apparait un contraste provenant de la différence en densité de diffuseurs ayant une
composante de clignotement a la fréquence f = 2kHz. La normalisation des images hétéro-
dynes & f par I'image a fréquence nulle assure que ’on s’affranchit de la dépendance envers
les inhomogénéités d’illumination ou de répartition des nanobatonnets. Comme attendu, le
signal est clairement plus fort dans la partie gauche de 'image : dans ’eau, la rotation des
nanobatonnets est en effet plus rapide que dans le mélange eau-glycérol plus visqueux. A
toute fréquence, y compris 2 kHz, le signal est donc d’autant plus intense que la viscosité est
faible. Autrement dit, & concentration de batonnets égale, la densité d’objets clignotant & une
fréquence choisie (ici f = 2kHz) est d’autant plus grande que le milieu est fluide.

2.2.4 Mesure expérimentale du signal

Le contraste de viscosité obtenu sur I'image hétérodyne 2.4c a une fréquence arbitraire est
qualitatif et ne permet pas de remonter simplement a des valeurs quantitatives de viscosité.
Cependant, une information plus riche réside dans ’étude du spectre des fréquences de cli-
gnotement. Ce signal noté S (f) est obtenu par un balayage en fréquences hétérodynes f du
signal d’ordre +1, noté I;,; dans I’équation (2.19).

Comme vu a ’équation (2.6), la contribution de la diffusion optique par les nanoparticules
en rotation brownienne au signal enregistré pendant une durée d’évolution At est g(n, At)
\/% . L’investigation de la composante de fréquence f produit donc un signal g(n, f) \/% .
Lors de la mesure, ce signal est convolué a la fonction de transfert instrumentale liée a

P’acquisition par la caméra Si,s(f) (voir section 1.4.2). L’expression du signal mesuré est
alors :

S(f) = (5% Sins) () (2.20)

Pour connaitre g(f), une déconvolution numérique est une approche a éviter en général car
génératrice de bruit, méme s’il est possible de limiter ces bruits par 'utilisation d’un filtrage de
Wiener numérique [85]. L’approche choisie ici contourne la déconvolution en utilisant plutot

un ajustement du signal mesuré au signal calculé avec la fonction de transfert instrumentale
1
simulée, avec pour seul parametre libre portant l'information sur la viscosité v(n) « 1~ 2,

soit :

5 v(n)
S(f) o V7

3. La température est fixée par le porte-échantillon chauffant, voir section 1.6.

[sine ((f + 2252 tine )| 32 0(F = 1 fuea) (2.21)
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Figure 2.4 — (a) Schéma simplifié du montage. La fréquence hétérodyne AF est
choisie égale a f + f“—4“1 ou f est la fréquence investiguée. L’échantillon est une
lame en verre contenant un milieu parcouru de nanobatonnets d’or, couplée au
prisme. La lumieére diffusée par les nanobatonnets est collectée par un objectif
de microscope de grandissement x4 et d’ouverture numérique 0.13. (b) Les so-
lutions imagées sont contenues dans une chambre microfluidique alimentée par
des micropipettes de 300 pm de diameétre. Deux compartiments séparés par une
fine cloison (300 pm) sont utilisés pour imager le contraste entre deux milieux.
(c) Image hétérodyne obtenue & la fréquence f = 2kHz. Chaque compartiment
contient la méme concentration 3 - 1072 pL~! de nanobéatonnets d’or dans de
leau (n = 0.8 mPas) et une solution aqueuse a 30% de glycérol (n = 2.2mPas).
Le signal hétérodyne est plus faible dans le milieu visqueux (droite).

Simulation numérique

La fonction de transfert instrumentale S, (f) définie & ’équation (1.19) est simulée et convo-

luée numériquement a la fonction §(n, f) L\/Z_”) Le choix existe entre deux méthodes de calcul

équivalentes : la premiére consiste en la convolution numérique de g(f) avec le produit du
sinus cardinal et un peigne de fréquence ad hoc. La deuxiéme ne nécessite ni convolution
numérique ni simulation de peigne, mais consiste a sommer simplement un nombre entier n
de fois le sinus cardinal multiplié par G(f — nfacq)-

La figure 2.5 montre un exemple d’ajustement des données expérimentales a deux échelles
différentes.

Dans une zone située entre deux pics spectralement résolus (figure 2.5b), on mesure un bruit
AS (de 0.01 u.a. sur ces données normalisées). Par conséquent, en choisissant les fréquences
hétérodynes telles qu’elles se situent entre deux pics, on peut omettre le peigne de Dirac dans
la simulation a la condition que le bruit du signal ne soit pas supérieur a cette valeur : s’il y
est supérieur, cela signifie que la présence des pics a une influence. Ce critére nous autorise
alors a nous contenter d’ajuster la ligne de base des spectres par la convolution au sinus
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cardinal. La fonction d’ajustement simplifiée devient alors :

S'(f) 7\%) * ‘sinc ((r+ f‘ij)tmt>’ (2.22)
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Figure 2.5 — Spectres expérimentaux ajustés par la fonction (2.21) d’une so-
lution de nanobatonnets en concentration 6-107 pL~! dans de l'eau sur dif-
férents intervalles de fréquence hétérodyne f, avec un objectif de microscope
x50,0ON 0.5. Scan sur : (a) une large gamme [0,1.5] kHz, et (b) une gamme
plus étroite [1,1.05] kHz. La valeur du temps d’exposition t;,; de la caméra
impacte la largeur des oscillations du sinus cardinal ((a) : t;n = 1/7008), et la
valeur de la cadence d’acquisition fqcq est la période du peigne de Dirac ((b) :
facqg = 10Hz)

Hiérarchie des parameétres temporels

L’ajustement montré sur la figure 2.5 ne fonctionne avec un parametre libre unique ~(n)
ou deux (si une correction d’offset est nécessaire) qu’a condition de respecter une certaine
hiérarchie dans les grandeurs temporelles en jeu.

D’abord, la limite supérieure de la fréquence balayée est fixée par la valeur de la durée d’ex-
position t;,;. Elle détermine la valeur maximale de la fréquence détectable des dynamiques
en jeu. En effet, on ne peut pas résoudre temporellement un phénomene plus court que la
durée d’intégration du signal par la caméra. On choisit alors la plus petite valeur de la durée
d’acquisition permise par le systéme, a savoir t;,,; = 10 ps (figures 2.4 et 2.8). En conséquence,
le spectre enregistré n’est significatif que jusqu’a la fréquence finqr = ti*ni = 100kHz. Cette
contrainte n’est pas génante car en pratique, les faibles signaux au dela de f ~ 25 kHz rendent
délicat un ajustement quantitatif des mesures.

Par ailleurs, malgré le filtrage hétérodyne, des bruits & basse fréquence (vibrations) affectent
également les signaux expérimentaux en dessous de fp.¢ ~ 1kHz, et la mesure peut alors
devenir imprécise.

Pour T’essentiel, nos mesures sont donc effectuées et ajustées dans la gamme 1 — 25kHz.
Cette gamme de fréquences accessibles doit étre comparée au temps de rotation des baton-
nets, puisqu’une mesure correcte du clignotement ne peut étre obtenue que pour des temps
permettant une rotation suffisante des batonnets. Pour la rotation d’un nanobatonnet, on

définit le temps de décohérence 7. par la durée typique d'une rotation moyenne de 7, soit
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Te = % d’apres I'équation (2.2), ou D, (L, D,n) est donné par ’équation (2.5). En dega de

ce temps, la rotation ne peut étre échantillonnée de maniere significative (voir figure 2.6).
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Figure 2.6 — Spectre hétérodyne d’une solution de nanobatonnets d’or dont

I'inverse du temps caractéristique de rotation est 7,1 = 2kHz. En dessous de

cette fréquence, les mesures dévient du signal attendu par I’équation (2.22) :
le clignotement est trop rapide par rapport a la fréquence d’analyse.

Via D,., 7. dépend donc a la fois de la géométrie et de la viscosité 7. En utilisant cette relation,
la gamme de mesure accessible ([1,25] kHz) peut donc étre reliée & une gamme de viscosité
mesurable avec un type donné de batonnets.

En prenant L = 150nm et D = 50nm, on obtient ainsi un intervalle mesurable n =
[0.1;3.5] mPas a 37°C. Cette gamme correspond aux viscosités de milieux relativement
fluides, et est donc pertinente pour I'imagerie de cytoplasme par exemple.

Des valeurs de viscosité plus élevées peuvent cependant étre mesurées en utilisant des nano-
batonnets plus petits. Optiquement, un bon contraste de clignotement peut étre conservé,
pour une longueur d’onde donnée, puisque la résonance du grand axe, RPS longitudinale,
est conservée pour un rapport d’aspect % constant. Par exemple, avec des nanobatonnets de
dimensions 50 x 17 nm, la gamme s’étend a [3.8,95] mPas. Un grand intervalle de valeurs de
viscosité peut donc étre mesuré? en adaptant les dimensions des nanobatonnets a la grande
diversité de valeurs rencontrées dans les échantillons biologiques : des valeurs allant jusqu’a
10 mPas correspondent & des milieux tels que le cytoplasme, le sang ou des follicules [86],
tandis que des centaines de mPas sont attendues dans des structures telles que des vésicules
[87] ou des matrices mitochondriales [66]. L’inconvénient est qu’une connaissance a priori de
I’ordre de grandeur des viscosités attendues est nécessaire au choix de la taille des batonnets.
Ce probléme sera résolu dans la section 2.3.

A partir des spectres hétérodynes acquis, nous sommes maintenant capables d’en tirer un
parametre v(n) dépendant de la viscosité grace a 'ajustement par la fonction (2.22) prenant
en compte la convolution du signal de clignotement a la fonction de transfert instrumentale.
A présent, un étalonnage de y(n) en valeurs de viscosité est la derniere étape avant ’obten-
tion d’une imagerie de viscosité quantitative, basée sur ’ajustement du spectre hétérodyne
de chaque pixel des images.

4. A condition de prendre en compte la potentielle contribution du décalage du pic de résonance plasmo-
nique avec les variations d’indice de réfraction (voir figure 2.2).
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2.2.5 Imagerie de viscosité quantitative

La fonction (n), tirée de 'ajustement du spectre S(f) par la fonction (2.22), permet de
décrire de maniére univoque le lien entre la viscosité et les mesures. Une fois ce paramétre
étalonné, la mesure de S (f) sur chaque pixel permet alors d’obtenir une image de viscosité
quantitative.

Etalonnage

Le parametre d’ajustement (7)) a été mesuré dans plusieurs milieux tests via I’ajustement
du spectre hétérodyne par la fonction (2.22) (voir figure 2.7). Des solutions composées d’eau
et de glycérol en proportions variables ont été préparées de maniere a obtenir des viscosités
n dans Pintervalle [1;1.8] mPas, calculées pour chaque milieu en utilisant [88]. Afin d’éviter
toute variation de viscosité, la température de I’échantillon est stabilisée a ’aide du contro-
leur présenté a la section 1.6.5, avec une précision estimée a +0.5°C. Les barres d’erreurs
correspondantes sont tracées sur la figure 2.7. Comme attendu avec les équations (2.6) et

1
(2.21), v(n) suit un comportement en 7~ 2. Le meilleur ajustement dans cette configuration

1
utilisant un objectif x50, ON 0.5 est obtenu pour v(n) = 1.7+ 0.2 + (0.023 + 0.007)n 2 SL

25 ' ' ' '

Données expérimentales

—— Ajustement

2.3

Paramétre d’ajustement y (SI)

——

1

1 1.2 1.4 1.6 1.8
Viscosité dynamique n (mPa.s)

1

Figure 2.7 — Valeurs du parametre d’ajustement y obtenues pour 9 valeurs de
viscosité. Le meilleur ajustement donne la courbe d’étalonnage (rouge) d’ex-

1
pression y(n) = 1.7+0.2+(0.023+0.007)n~ 2 SI. Cette relation peut étre utilisée
pour extraire les valeurs des viscosités a partir des spectres hétérodynes.

Cette fonction ~(n) étant a présent déterminée, il est possible d’évaluer la vis-
cosité en tout point d’une image, en effectuant un ajustement a chaque pixel.
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Imagerie quantitative de viscosité

L’étalonnage permet ’obtention d’une image quantitative de viscosité en ajustant le spectre
hétérodyne pour chaque pixel de I'image reconstruite [73]. Pour démontrer lefficacité de la
méthode, deux milieux constitués de mélanges aqueux contenant respectivement 5% et 15%
de glycérol (n = 0.9mPas et 1.3mPas a 30 °C respectivement [88], concentration en nano-
batonnets 6 - 107 pL.~!) sont injectés dans deux compartiments microfluidiques adjacents et
imagés avec un objectif de microscope x4, ON 0.13. Dans cette configuration, I’étalonnage

mene a la relation v(n) = (0.107 + 0.005)777% SI. L’image de viscosité quantitative corres-
pondante est présentée sur la figure 2.8a. La taille d’un pixel virtuel (1.6 pm)® ainsi que
la fonction d’étalement du point (3.7 pm = 2.3 pixels virtuels)® sont plus grandes que la
longueur de translation caractéristique d’un nanobatonnet (\/{ArZ) = 1.5um)7. Ce n’est
donc pas la translation qui limite la résolution, et la valeur de viscosité en chaque pixel est
significative. Un signal parasite est visible au niveau de la paroi de 300 pm séparant les deux
compartiments : en effet, des artefacts de normalisation y surviennent puisque cette zone ne
contenant pas de clignotement, le signal y est proche de 0, mais la valeur de normalisation
(composantes statiques) est également proche de 0 puisque aucune nanoparticule diffusante
ne s’y trouve.

Les valeurs de viscosité obtenues dans chaque compartiment sont en accord avec les valeurs
attendues : en moyennant sur tous les pixels de chaque zone, on obtient & gauche la valeur
m = 0.9 £ 0.1mPas pour une valeur attendue n;,1 = 0.93 & 0.02mPas correspondant a
5% de glycérol a 30 £ 0.5°C; et a droite, 7o = 1.2 & 0.1 mPas pour une valeur attendue

Mh2 = 1.28 £ 0.02mPas, correspondant a 15% de glycérol a 30 & 0.5°C [88]. Les erreurs
i —Mth,i
Tth,i
bonne estimation de ’erreur pour un pixel, puisque 1’échantillon peut étre considéré comme

homogene.

relatives sont ~ 5+ 2%. L’écart-type entre les pixels, qui vaut 0.1 mPa s, donne une

Ainsi, grace a I’étalonnage du parameétre d’ajustement des signaux que 1’on me-
sure par balayage de la fréquence hétérodyne, chaque nanobatonnet permet la
reconstruction d’un pixel de viscosité quantitative. Avec une répartition homo-
géne, on cartographie alors précisément le milieu.

Les mesures menant a la figure 2.8a nécessitent une durée d’acquisition de ’ordre de 10 min :
elles consistent en un balayage de 100 fréquences correspondant a un temps d’acquisition de
quelques secondes chacun. Cependant, une acquisition plus rapide est possible puisque deux
mesures suffisent en principe a obtenir un ajustement. Pour évaluer le potentiel d’obtention
rapide d’images de viscosité quantitatives, la figure 2.8c a été calculée a partir de seulement
deux fréquences f = 3kHz et 18 kHz du spectre tracé sur la figure 2.8b. Le rapport signal
a bruit y est visiblement réduit, mais on observe toujours une image de viscosité et des
valeurs quantitativement en accord avec la mesure compléte (et les valeurs attendues). Ici, le
temps d’acquisition de I'image est réduit pour atteindre I'ordre de la seconde, ce qui valide la
possibilité de produire des vidéos de viscosité quantitative avec une résolution temporelle de
I’ordre de la seconde, ce qui est suffisant pour I’étude de nombreux processus biologiques en
temps réel. La résolution spatiale ultime est alors imposée par le libre parcours moyen d’un
nanobatonnet pendant cette durée, a savoir 5 pm d’apres I’équation (2.1) pour nos dimensions
de nanobatonnets 150 x 50 nm dans ’eau. Il est envisageable de diviser le temps d’acquisition
par deux par un multiplexage en fréquence hétérodyne, abordé dans le chapitre 1, section
1.6.

5. Taille d’un pixel de la caméra 6.5 pm divisé par le grandissement M.
6. Extension latérale du point avec un faisceau cohérent : 1232]\?

7. Calculé d’apres équation (2.1) avec At égal au temps d’acquisition d’une image hétérodyne démodulée
a 4 phases fj—cq.
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Figure 2.8 — (a) Image de viscosité quantitative de deux mélanges eau-glycérol
de viscosités théoriques 0.9 (gauche) et 1.3mPas (droite). Les deux fluides
sont contenus dans des chambres séparées par une paroi de PDMS de 300 pm
(centre). (b) Exemple de spectre de rotation brownienne utilisé pour calculer
la viscosité sur un pixel via le paramétre d’ajustement 5. (¢) Une procédure
d’ajustement n’utilisant que deux fréquences du spectre (3 et 18 kHz, points
noirs sur (b)) résulte en une image de plus faible rapport signal & bruit, mais de
précision raisonnable en viscosité, et de temps d’acquisition fortement réduit
(~ 1s contre ~ 10 min pour le spectre & 100 fréquences).

En raison du volume limité des chambres microfluidiques, il est 1égitime de s’interroger sur
I’effet des parois sur la mobilité des nanoparticules présentes a leur voisinage. Cependant,
I'influence de la paroi décroit dés que la particule s’en éloigne d’une distance de I'ordre de
quelques longueurs de leur grand axe [89]. Dans notre configuration, cette distance critique
est typiquement de 500 nm, ce qui correspond & moins d’un tiers de pixel dans les images
acquises avec un grossissement x4. Les mesures présentées ici peuvent clairement étre consi-
dérées comme non affectées par la présence de parois, ce qui autorise la transposition de
cette technique aux milieux biologiques. Dans ce nouveau contexte, le surplus de complexité
provient de la présence de composants intracellulaires qui interagiraient fortement avec les
sondes. Il faut ici noter que la notion de viscosité, dans des milieux hétérogenes a petite
échelle, dépend de la taille de la sonde utilisée pour la mesurer. Il est alors possible de dimi-
nuer la taille des batonnets et d’augmenter la vitesse d’acquisition. Le parameétre clé est la
longueur de translation quadratique moyenne (Ar?) couverte pendant le temps d’acquisition.
Dans nos conditions et d’apres les équations (2.1) et (2.5), cette longueur L peut étre réduite
au déplacement /(Ar?) = 90nm pour un batonnet de dimensions 150 x 50 nm dans l'eau.
Corrélativement, la sensibilité aux gradients de viscosité peut étre améliorée en respectant le
critére \?nl < .



2.2. Imagerie de viscosité via la rotation brownienne de nanobatonnets d’or 47

2.2.6 Conclusion

Dans cette section du chapitre 2, nous avons montré qu'une imagerie quantitative de
viscosité est possible via ’analyse de la rotation brownienne de nanobitonnets
par holographie hétérodyne. La diffusion plasmonique des nanoparticules d’or associée
a la forme anisotrope des batonnets traduit la rotation en un clignotement. Afin d’analyser
le spectre de ce clignotement, nous avons proposé un montage d’holographie hétérodyne
utilisant une faible puissance laser (~ 10mW sur le champ de vue de 1073 & 0.5 mm? et
~ 1mW dans la voie de référence). Un compromis peut étre réalisé entre rapport signal a
bruit et résolution temporelle, comme discuté a propos de la figure 2.8c. Les dimensions des
nanobatonnets utilisés doivent correspondre a la gamme de viscosité attendue, qui doit donc
étre estimée en amont. En I'état présenté ici, la méthode est assez sensible pour mesurer de
faibles variations de viscosité (~0.1 mPas) autour de valeurs de I'ordre du mPas.

Cette étude ouvre la voie vers la possibilité de produire une image de viscosité dans une
cellule injectée de nanobatonnets. Un volume intracellulaire pourra ainsi potentiellement étre
imagé en 3D grace a la reconstruction holographique des fonctions d’étalement du point de
la diffusion des nanobatonnets associée & une localisation au-dela de la limite de diffraction
[90]. Cependant, une grande difficulté de mise en ceuvre de cette approche de microrhéologie
passive découle de la fragilité de la traduction du mouvement de rotation brownienne en
un signal suffisant : la rotation tridimensionnelle des nanobatonnets n’est analysée
que sous sa projection sur un plan. De plus, malgré les considérations de concentrations
établies afin d’éviter les effets d’obstacles, la restriction aux mouvements browniens du modele
semble problématique lors de l’exploration des nanoparticules d’un milieu plus complexe
qu’un simple fluide homogene. L’évolution vers une approche de microrhéologie active
qui contourne ces difficultés est présentée dans la section suivante.
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2.3 Imagerie de viscosité via la rotation induite de batonnets
magnétiques

La méthode de la section précédente a démontré la possibilité de sonder la viscosité par
la mesure des fréquences de clignotements de nanobatonnets en rotation brownienne sous
illumination laser. Cette rotation aléatoire est répartie sur une vaste plage de fréquences,
mais comme nous ’avons vu, ’acquisition d’un spectre complet est longue. Il est bien plus
efficace de se concentrer sur une fréquence choisie. De plus, 'amplitude de clignotement
mesurée n’est que la projection sur le plan de collection d’une rotation tridimensionnelle.
Elle pourrait étre bien plus élevée avec une rotation suivant certains axes de symétrie du
batonnet, pour optimiser le contraste.

Afin d’augmenter sensiblement ’amplitude du signal de clignotement, la configuration adop-
tée dans cette nouvelle section consiste a contraindre la rotation des batonnets dans le plan
(z,z), orthogonal au plan de collection (z,y). Pour cela, la méthode est adaptée a une
rotation non plus passive, mais magnétiquement induite.

2.3.1 Rotation magnétiquement induite

[’aimantation d’'un matériau a deux origines quantiques possibles : le moment magnétique
permanent des ions lié au spin des électrons et a la configuration cristallographique, et le mo-
ment magnétique induit lié au mouvement des électrons de conduction. Selon la configuration
orbitale des électrons des atomes constitutifs, ces deux phénomenes peuvent intervenir de di-
verses manieres, donnant naissance a différents types de magnétisme, qui peuvent coexister.
Une rotation forcée de batonnets peut étre observée en faisant appel a plusieurs de ces types
de magnétisme. L’approche la plus intuitive serait d’utiliser un matériau ferro- (ou ferri-)
magnétique : on se trouverait alors en présence d’aiguilles de boussoles, qui possédent un
moment magnétique permanent et qui s’alignent simplement sur un champ magnétique ap-
pliqué. Le matériau utilisé ici, la maghémite, un polymorphe de I'oxyde de fer III de formule
v — Fea O3, est en effet ferrimagnétique a température ambiante. Mais la formation de nano-
particules ferro ou ferrimagnétiques fait émerger un ordre différent et tout aussi intéressant
pour application recherchée : le superparamagnétisme [91, 92].

Différents ordres magnétiques

L’émergence du superparamagnétisme est expliquée dans cette section, ainsi que sa compa-
raison a d’autres ordres magnétiques [93]. Dans une approche semi-classique assimilant, par
abus de langage, les électrons de conduction a leur spin ou moment magnétique, I’émergence
d’un ordre magnétique donné dépend du ratio entre les énergies d’interaction magnétique
entre spins et ’énergie thermique.

Paramagnétisme L’ordre paramagnétique, par exemple, peut étre décrit classiquement
par un ensemble de spins indépendants, du fait d’une agitation thermique dominante. La
résultante de tous ces moments magnétiques microscopiques orientés aléatoirement ne prend
donc une valeur non nulle qu’en présence d’un champ magnétique extérieur, brisant la réparti-
tion uniforme des orientations des spins (voir la courbe bleue de la figure 2.9). La susceptibilité
magnétique x (parametre adimensionnel décrivant la capacité a s’aimanter) d’un matériau
paramagnétique ® varie entre 1073 et 1075, et peut atteindre 10~! dans le cas de matériaux
paramagnétiques synthétiques comme les ferrofluides.

8. Comme le tungstene, le césium ou 'aluminium & température ambiante.
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Ferromagnétisme Il existe des matériaux dans lesquels cette compensation macroscopique
des moments individuels n’a plus lieu & plus petite échelle : des forces magnétiques peuvent
agir localement et créer des domaines d’aimantation non nulle, dans lesquels les spins sont
alignés entre eux. On parle alors d’ordre ferromagnétique?, qui tient son nom du fer, célebre
représentant de ce type de magnétisme notamment car il reste ferromagnétique jusqu’a une
température tres élevée : 768 °C. Cette température critique est en effet la température a
atteindre pour que les effets thermiques I’emportent sur ces formations de domaines. Dans
ces matériaux, la présence d’'un champ magnétique extérieur a pour effet, comme dans les
matériaux paramagnétiques, de diminuer ’entropie d’alignement inter-spins. En conséquence,
les parois des domaines magnétiques se déplacent pour former des domaines de spins paral-
leles au champ extérieur de plus en plus grands, et 'annulation de l’aimantation globale
est alors perdue. Du fait de ces regroupements naturels de spins de méme orientation, la
susceptibilité y est nettement plus élevée que dans un matériau paramagnétique : de 10
a 10°. Une particularité supplémentaire du ferromagnétisme se manifeste lors du retrait du
champ magnétique extérieur : en effet, ’équilibre est alors atteint non pas dans la situation
initiale de micro-domaines dont les moments se compensent, mais dans une configuration in-
termédiaire d’aimantation non nulle, appelée aimantation rémanente Mpg. L’application d’un
champ magnétique d’amplitude opposée, appelé champ coercitif, est alors nécessaire pour
forcer 'annulation de la rémanence (voir la courbe rouge de la figure 2.9).

MR L—
Hc
>
F H
——— Paramagnétisme
Mg —— Ferromagnétisme
——— Superparamagnétisme

Figure 2.9 — Courbes d’aimantation des trois ordres magnétiques considérés.
La susceptibilité x est la pente % des droites obtenues lorsque M, H — 0.

Paramagnétisme : a champ extérieur H nul, les moments magnétiques sont
orientés aléatoirement donc leur résultante i.e. aimantation M est nulle.
Lorsque H augmente, ’aimantation augmente lentement jusqu’a une aiman-
tation de saturation correspondant a la situation ou tous les moments sont

alignés.
Ferromagnétisme : I’évolution de 'aimantation & partir d’'un champ H nul est
représentée par les fleches. Lorsque H devient non nul, les moments s’alignent,
regroupés en des domaines de plus en plus grands, jusqu’a 'aimantation de
saturation. Puis, lorsque H diminue jusqu’a 0, les parois de domaines se dé-
placent jusqu’a un équilibre ou une aimantation rémanente Mp persiste. A
aimantation nulle, un champ coercitif H, doit étre appliqué pour supprimer les
domaines.
Superparamagnétisme : un matériau ferromagnétique dont la taille est typi-
quement égale a celle d'un domaine magnétique se comporte comme un unique
moment magnétique géant.

9. Ou ferrimagnétique dans le cas d’une alternance de spins opposés d’amplitudes différentes.
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Superparamagnétisme Si la taille d’'un matériau ferromagnétique est réduite jusqu’a la
taille typique d’un tel domaine ( ~ 100 nm), la notion de parois de domaines est perdue et le
systéme peut s’approximer par un "macro-spin' [91, 92]. Cet unique domaine ne présentant
qu’un seul état magnétique stable pour un champ extérieur donné, la courbe d’aimantation
ne comporte plus d’hystérésis. On retrouve alors les propriétés du paramagnétisme dans le
cas d’un moment magnétique géant : on parle alors de superparamagnétisme (voir la courbe
verte de la figure 2.9).

Sans champ extérieur, le moment magnétique de la particule & un instant ¢ est orienté aléatoi-
rement. La courbe d’aimantation sans hystérésis passant par 0 est valable pour I'aimantation
résultante d’une assemblée de particules, ou, par ergodicité, d’une particule unique évoluant
pendant un temps Tmes > T, ou le temps de Néel 7 est la durée de moyennage du moment
magnétique au dessus de laquelle le moment résultant est nul. Dans nos conditions, 7y est de
I’ordre de la nanoseconde : toute observation expérimentale la plus rapide soit-elle sera bien
celle d’une particule superparamagnétique. 7 peut s’exprimer par ’expression suivante :

2
TN = Tp €*BT (2.23)

ol 79 est un temps caractéristique du matériau, T est la température, et E} est I’énergie
de barriere a franchir pour retourner le moment magnétique. Cette énergie FEjp est donc
proportionnelle au facteur d’anisotropie magnétique Ax qui sera défini a 1’équation (2.30) :
le retournement sur un axe de grande susceptibilité cotite plus en énergie s’il requiert de
passer par un axe de plus faible susceptibilité.

Rotation forcée de biatonnets superparamagnétiques

En termes énergétiques, la condition superparamagnétique Ty,es > Tn équivaut a kpTy <K
kpT, ou la température de Néel T = % In® prend le r6le de grandeur critique (d’apres
I'équation (2.23)). L’énergie de barriere Ej est donc négligeable dans cette condition [91].
L’énergie magnétique se réduit alors uniquement au terme Zeeman E, = - - B. Sa

mag
minimisation entraine l’alignement du moment magnétique 7 sur la direction du champ
. Loin de la saturation!?, pour une particule superparamagnétique de volume V dont

I'aimantation résulte en un macro-spin m,

m = ivz (2.24)
Ho

ol le tenseur de susceptibilité y s’écrit dans le cas d’un batonnet superparamagnétique dont
les susceptibilités des grand et petits axes sont respectivement notées x| et x o :

_ (xy O 0
x=(0 xi. O (2.25)
0 0 XL

Les expressions (2.24) et (2.25) impliquent que le moment magnétique 7 du batonnet super-
paramagnétique s’aligne sur une superposition linéaire des composantes du champ magnétique
pondérées par les éléments du tenseur de susceptibilité y .

10. Au vu des faibles valeurs de champs magnétiques utilisées expérimentalement (~ mT), cette condition
sera considérée comme toujours vérifiée.

11. De fagon analogue a la polarisation électrique du nanobatonnet d’or qui s’aligne sur une superposition
linéaire des composantes du champ électrique % pondérées par les éléments du tenseur de polarisabilité &

(équation (2.14)).
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On peut noter que la force magnétique FTQQ = ?(m . 3) appliquée sur le batonnet est nulle
pour un champ uniforme (on a bien ? . ﬁ =0et ? X 3 = 0 & un instant donné) donc le
centre de masse du batonnet ne se déplace pas. En revanche, si x| # x, il entre en rotation
en réaction au couple T =m x E, si I'orientation initiale de 7 est différente de celle de ?
Dans ce cas, il existe deux positions d’équilibre : I'une stable si ﬁ est aligné sur le grand axe,
I’autre instable si § est dans le plan des petits axes. C’est donc ’anisotropie de susceptibilité
Ax = x| — XL qui est responsable de la rotation de la particule superparamagnétique.

En notant @, lorientation de l'axe i du batonnet avec i € {||, L}, P'équation d’évolution,
démontrée en annexe D, s’écrit :

du;
CZ = (M"?)x @,

- L(rvB < B) «m (220)

M est la matrice de mobilité rotationnelle, diagonale puisque les trois axes du batonnet sont
orthogonaux, dont les éléments paralléle et perpendiculaires ont pour expression : [94]

Ny
M= L 2.9
I =5 (2.27)
1 L?N, + D?N
M7 = ” = (2.28)

20V L2+ D?

ou 7 est la viscosité dynamique, V' le volume du batonnet de longueur L et de diamétre D,
et N) 1 sont les facteurs de dépolarisation sphéroidaux définis aux équations (2.11) et (2.12).

Pour une direction du champ § donnée, la susceptibilité magnétique n’intervient qu’a travers
son facteur d’anisotropie Ay = x| — x. du fait du produit vectoriel dans I’équation (2.26).
Pour un batonnet constitué d’un matériau isotrope comme la maghémite, I’anisotropie ma-
gnétique découle directement de I'anisotropie de forme. Pour une particule de susceptibilité
massive X, on définit géométriquement les susceptibilités axiales : [95]

X
XL =77 (2.29)
I 1+ NH,LX
Le facteur d’anisotropie de susceptibilité magnétique Ay a donc pour expression :
2(N, — N,
Ay= XL =N (2.30)

1+ Np)(1+ Nix)

Sous champ magnétique tournant La mesure de viscosité par des aiguilles de maghémite
a été démontrée dans des travaux antérieurs en utilisant un champ tournant [96-98]. En effet,

en introduisant un champ magnétique d’expression B = B(cos (wt)t, 4 sin (wt)u,) dans

I’équation (2.26), sa résolution fait intervenir une fréquence critique f. = 52 d’expression 12
1 AxB?

= h(L 2.31

fo= g =y () (2.31)

ou h (%) est le facteur géométrique de I’élément de matrice de rotation M| de I’équation

, . L2N+D?N
(2.28), d’expression h (%) =M7nV = W.

12. Les travaux de référence sur champ tournant utilisent une définition différente de Ay [97, 98]. L’expres-
sion (2.31) a été harmonisée en conséquence afin de la rendre consistante avec notre approche.
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Cette fréquence de rotation du champ magnétique f. marque une coupure entre deux régimes
d’évolution du batonnet :

— f < f. : la période d’oscillation du champ ﬁ est suffisamment longue pour laisser le
temps au batonnet de s’y aligner. La rotation du batonnet suit alors celle du champ
magnétique.

— f > f.:la période d’oscillation du champ ﬁ est plus courte que le temps caractéris-
tique d’alignement du moment magnétique 1. L'orientation moyenne du grand axe
reste alors bloquée dans une direction.

En forcant la rotation des batonnets grace a un tel champ magnétique tournant dans un
plan perpendiculaire au plan échantillon du microscope, la mesure de leur fréquence de
clignotement par holographie hétérodyne indique dans lequel des ces deux régimes ils se
trouvent. En balayant la fréquence de rotation du champ avec la fréquence hétérodyne, la
détection de la fréquence de coupure f. meéne a une mesure de viscosité locale via I’équation
(2.31). Une image de viscosité peut alors étre obtenue comme a la section 2.2.

Sous champ magnétique oscillant Sur notre montage holographique, pour des raisons
d’encombrement, un champ oscillant plutét que tournant s’est avéré plus simple & mettre
en place expérimentalement '3 (voir figure 2.12). Un champ constant By est superposé  un
champ oscillant B... Le champ magnétique s’écrit alors B = B.. cos (cut)@> + Boug ot B est
I’amplitude du champ oscillant parallele a I’axe optique Oz, et By est ’'amplitude d’un champ
fixe dans la direction de polarisation de la lumiere. Ces deux positions extrémes, représentées
sur la figure 2.10, permettent d’optimiser le contraste : dans la position (b), la diffusion par
le batonnet est maximale, tandis qu’elle est proche d’un minimum dans la situation (a) !4.

Z Z
s / —
Eo || g ; Eo | ua
>y
%
By

Figure 2.10 — Représentation d’un batonnet superparamagnétique sous illumi-
nation polarisée dans un champ magnétique oscillant. (a) Lorsque la compo-
sante de champ oscillante B, atteint son maximum, l’alignement du batonnet
est au plus proche de 'axe optique, et sa diffusion de forme torique (voir figure
2.3) n’est pas ou peu collectée par I'objectif de microscope. (b) Lorsque |B~|
diminue, le batonnet pivote et sa diffusion est collectée par 'objectif. De plus,
sa diffusion est alors maximale car il est paralléle a la polarisation du faisceau

lumineux grace a l'orientation de B.

13. La difficulté du champ tournant est de placer une paire de bobines verticales ainsi qu'une paire de
bobines horizontales autour de la chambre contenant 1’échantillon surmontée par le prisme, tout en produisant
des amplitudes de champs égales.

14. NB : ﬁ ne peut pas étre parfaitement parallele & Oz, & moins d’avoir B.. > By.
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Cette expression de champ, introduite dans I’équation (2.26), fait également apparaitre une
fréquence caractéristique marquant une transition entre deux régimes similaires &
ceux rencontrés dans le cas du champ tournant. La différence est la continuité entre les deux
régimes : plutdét qu’'une coupure entre un régime de rotation synchrone du batonnet et un
régime d’oscillation autour d’une position bloquée, on observe une diminution de 'amplitude
d’exploration angulaire du batonnet dans le plan (u_gc> , 17;) Cette fréquence de transition notée
ft a la méme expression que la fréquence de coupure du champ tournant f. pour un module
carré de champ moyenné temporellement B? = B2 + BTZN :

1 AxB? I
= = 2.32
fi=5ee =0 1 (5) (2:32)

La mesure de f; par holographie hétérodyne meéne donc & une mesure locale de la visco-
sité n du fluide environnant le batonnet, si I’on connait les dimensions du batonnet, sa
susceptibilité magnétique, ainsi que 'amplitude du champ magnétique.

2.3.2 Syntheése des batonnets micrométriques d’oxyde de fer

La synthese des batonnets de maghémite y—FeyO3 (polymorphe d’oxyde de fer) a été effectuée
avec ’équipe ayant mis au point le protocole [97-103]. Celui-ci consiste en ’assemblage de
nanoparticules sphériques de maghémite entre elles a ’aide de polymeres, en présence d’un
champ magnétique rectiligne qui induit la forme de tige. La taille des aiguilles obtenues est
controlée par la densité de spheres et de polymeres dans le mélange initial. Le protocole
de base étant établi pour la synthese d’aiguilles de plusieurs dizaines de pm, nous avons
testé différentes valeurs de densités afin d’obtenir des batonnets de plus petites dimensions
possibles avec un bon rendement. Le protocole qui m’a permis de synthétiser ces batonnets
micrométriques de maghémite est présenté en annexe C.

On mesure dans nos échantillons synthétisés les longueurs des batonnets L = 1020 4 240 nm
et leurs diametres D = 440 + 70 nm (moyennes et écart-types pris sur un échantillon de 50
batonnets, apercu sur la figure C.1c). L’orientation de la croissance par le champ magnétique
explique la plus faible dispersion sur leurs diametres.

On estime donc le rapport d’aspect des batonnets a % = 2.3+ 0.9. Cette grande dispersion
dans les dimensions est sans doute la plus importante source d’incertitudes dans notre mé-
thode. Une piste possible de réduction de cette dispersion consisterait en un tri des batonnets
sous microscope électronique a balayage, mais cette méthode requiert un effort rédhibitoire.
Cependant, leur détection optique, discutée dans le paragraphe suivant, accroit la sélectivité
et permet de réduire la dispersion effective de la distribution qui intervient dans les signaux
mesurés & 5 = 2.8 £ 0.5 (voir équation (2.33)).

2.3.3 Diffusion optique par des batonnets d’oxyde de fer

Les matériaux magnétiques n’étant pas plasmoniques, leur efficacité de diffusion est faible
par rapport aux nanoparticules d’or utilisées dans la section 2.2. L’idéal serait probablement
d’utiliser des nanobatonnets magnétiques recouverts d’or, mais cette section démontre cepen-
dant que la diffusion par le matériau utilisé, la maghémite, reste largement exploitable, en
particulier grace aux dimensions relativement grandes des batonnets synthétisés, mais aussi
grace a la sélectivité en fréquence de ’holographie hétérodyne.

Le spectre de diffusion par un batonnet d’oxyde de fer I1I FeoOg est calculé par approximation
discrete dipolaire [84] et tracé sur la figure 2.11 pour trois rapports d’aspect différents, dans les
orientations paralléle et orthogonale (i.e. grand axe paralléle ou orthogonal & la polarisation
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de la lumiere excitatrice). Les rapports d’aspect % choisis correspondent aux valeurs extrémes
(% =1.4 et 3.2) et moyenne (% = 2.3) présentes dans 1’échantillon.

-8 .
*x10 L/ = 1,4 paralléle
6 —- orthogonal
L/p = 2,3 paralléle
5~ orthogonal
L/ = 3,2 parallele
orthogonal

Section efficace de diffusion (cm?)

0 .
0.6 0.8 1
Longueur d’onde (um)

Figure 2.11 — Spectres de diffusion de batonnets d’oxyde de fer en suspension

dans I’eau, pour trois rapports d’aspects % différents et une longueur commune

L = 800nm, calculés par approximation discréte dipolaire (DDA) [84] pour

les deux orientations paralléle (traits pleins) et orthogonale (traits pointillés)

du grand axe du batonnet par rapport a la polarisation de ’onde lumineuse

excitatrice. Le contraste de diffusion maximal a la longueur d’onde d’excitation
est indiqué par une fleche pour chaque rapport d’aspect.

On observe sur la figure 2.11 premierement que pour les dimensions de batonnets synthétisés,
'ordre de grandeur de la section efficace de diffusion est ope,0, = 1078 cm?, que I'on peut
comparer a celui des nanobatonnets d’or de la section 2.2, figure 2.2 : g, = 107 cm?. On en
déduit que malgré I'utilisation d’un matériau non plasmonique, les grandes tailles utilisées
(L = 1020nm, D = 440 nm, volume 500 fois supérieur aux particules évoquées a la section
2.2) conférent a ces objets une section efficace de diffusion suffisante et méme supérieure d’'un
ordre de grandeur a celle des nanobatonnets d’or pris comme référence.

Outre la valeur absolue de cette section efficace, le systéme est sensible a l'amplitude de
clignotement, c’est-a-dire a ’écart relatif de diffusion entre les deux orientations extrémes du
batonnet par rapport a la polarisation du faisceau laser. A la longueur d’onde utilisée, A =
785 nm, les variations Ao pour les trois rapports d’aspect % = {1.4,2.3,3.2} représentatifs
de ceux présents dans 1’échantillon valent, d’apres la figure 2.11 :

Ao =0.2-10"% cm?
=14

Aoy, =25-10"%cm?
3:2.3

Ac =3.7-10"%cm?

La détection optique contribue ainsi a sélectionner une classe particuliére d’objets, dont le

rapport % est favorable. En pondérant les valeurs de % par ces valeurs de contraste, la

distribution en rapport d’aspect, initialement égale a % = 2.3+ 0.9, devient la suivante :

L
— =2.84+0.5 2.33
- (2:33)
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Cette valeur de % permet a présent d’affiner celle de Ay (équation (2.30)). La susceptibilité
x des nanospheéres de maghémite constituant les batonnets a été calculée par étalonnage dans
les travaux initiaux [97] et vaut 6.5 pour la taille de nanospheres utilisée (voir annexe C). Les
batonnets sont alors caractérisés par le facteur d’anisotropie magnétique Ay =2.0+0.1
d’apres 'équation (2.30).

2.3.4 Montage expérimental

Le champ magnétique oscillant est mis en place au niveau du porte-échantillon du microscope
du montage holographique (voir section 1.6). Un champ B. parallele a I'axe optique est
créé par deux bobines placées de part et d’autre de la lame de microscope, et un champ
fixe By d’amplitude proche de B., parallele & la polarisation TE du laser, est créé par un
aimant permanent au néodyme (voir figure 2.12). Les bobines sont alimentées par un courant
alternatif de fréquence fp variable en utilisant un générateur basse fréquence associé a un
amplificateur audio délivrant jusqu’a 100V et 200 W. Ainsi, en régime permanent et en
dehors de la contribution brownienne au mouvement '°, la rotation des batonnets s’effectue
uniquement dans le plan (Oz, l%) ), & la fréquence fp. Lorsque le champ B.. cos (27 ft) est nul,
les batonnets sont alignés sur la direction de By, paralléle a Eo, et leur diffusion est maximale
(voir figures 2.10 et 2.11). Lorsque |B.. cos (27 ft)| atteint son maximum B., la projection du
grand axe des batonnets sur Oz est maximale et le signal de diffusion collecté par 'objectif
de microscope est minimal. Le batonnet est orienté dans des sens opposés lorsque B = —|B.|
et B = +|B.|. Au vu de la symétrie de sa forme, ces deux positions sont équivalentes du
point de vue de la diffusion optique. On observe donc un clignotement dont la composante
principale correspond & la fréquence 215 6.

Figure 2.12 — Lame de microscope et prisme (voir section 1.6.3) avec les bobines
c_rgéant un champ oscillant B. et I'aimant permanent créant un champ fixe
By paralléle au champ électrique Eop du faisceau lumineux. La collection par

—
I'objectif de microscope s’effectue dans ’axe de B. de maniére a observer
léchantillon dans le plan du clignotement (voir figure 2.10).

15. Discutée en annexe D.
16. Le facteur 2 se comprend par le fait que lors d’une oscillation du batonnet, deux positions de diffusion
minimale sont empruntées.
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Les bobines sont constituées d’un fil de cuivre de diameétre 59 pm enroulé sur un support
de plastique fabriqué par impression 3D et ont pour résistance R,, = 8.4k(). Le bobinage
mesurant [ = 4mm en hauteur et en épaisseur, on estime le nombre de tours par bobine a

N = ((ggnlir;)z = 4600 et le nombre de tours par unité de longueur n = m =1.2-10m
L’aimant fixe est composé d’une superposition de deux aimants de néodyme de dlmensmns
4 x 2 x 1cm placée a 15cm du centre de 1’échantillon. Le champ statique By au niveau de
I’échantillon est alors du méme ordre de grandeur que I"amplitude de B~ [104].

Expérimentalement, on mesure B., avec une sonde a effet Hall sur une gamme de fréquences
fB € [60,2000] Hz 7, voir figure 2.13. Les données sont ajustées par la relation 2~ - (fp) établie
avec 'expression d’un champ magnétique au centre d’un solénoide infini B. = ,uom( ). Le
courant i(t) y vaut Z ott U = Uy cos(27 ft) est la tension appliquée et Z = |R+ 27 fpL] est
I'impédance, £ étant I'inductance des bobines. La fonction d’ajustement est alors la suivante :

B. pon s
\/R2 (27L)2f3
Les parametres n, R, L et la constante K d’étalonnage de la sonde Hall sont laissés libres

dans 'ajustement des données de la figure 2.13 par la fonction (2.34). On obtient les valeurs
nK =0.2-10m™!, R=8.0kQ~ R,, et L =25H"",

(2.34)

0,04
o o Données expérimentales
L © ]
——— Ajustement par la loi d’'Ohm

0,03 ———Ajustement polynomial
—
-
~
E
— 0,02+
! | o

m|D
0,01
0 400 800 1200 1600 2000

fp (Hz)

Figure 2.13 — Mesure de 'amplitude du champ magnétique B. divisée par
la tension Uy = 100V appliquée aux bornes des bobines, en fonction de la
fréquence fp du signal alternatif. Les données expérimentales sont ajustées par
la fonction (2.34) en rouge, et par un polynoéme d’expression
U—N(InTV D=4.10"2-4-10"°fp +2-1078f% —5-107'2f3 en pointillés.

On peut ainsi utiliser la relation (2.34) avec ces valeurs de parameétres pour calculer la
tension U; a appliquer afin de maintenir une amplitude de champ B. constante
pour chaque fréquence fg. L’ajustement obtenu confirme la validité de notre modélisation
du champ. Cependant, étant donnés les défauts de ’ajustement constatés en rouge sur la figure
2.13, un ajustement polynomial de degré 3 a été préféré pour établir une relation Uy(fp) plus
fidele au montage réel. En effet, des écarts entre le dispositif et le modele du solénoide parfait
sont probables 19

17. Les signaux de fréquence inférieure a 60 Hz ne sont pas accessibles avec I’amplificateur audio utilisé.

18. On trouve une valeur proche de 'inductance théorique d’un solénoide L, = w ~ 3H.
19. Notamment 1’écart entre la position de la sonde a effet Hall et le centre du solénoide.
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2.3.5 Mesure de la rotation magnétiquement induite
Détection de la rotation

La figure 2.14 présente la reconstruction holographique de l'image d’un batonnet a la fré-
quence d’analyse f = 10 Hz telle que f < f; d’une tige de v —FeyO3 de dimensions 10 x 3 jim 29
et la moyenne du signal holographique sur toute I'image au cours du temps. Dans la situation
initiale, les bobines ne sont pas alimentées. La tige s’aligne alors sur le champ statique créé
par 'aimant. Le signal démodulé provient donc de la composante des bruits et des mouve-
ments browniens du batonnet a la fréquence 10 Hz. A 'instant t1, les bobines sont alimentées
par un courant alternatif de fréquence fp = 10 Hz, égale a la fréquence d’analyse f. Le signal
augmente considérablement puisque 'on image un clignotement de fréquence fp égal a la
fréquence d’investigation f. Puis & linstant t9 le courant alternatif est coupé et le signal
chute immédiatement jusqu’a sa valeur initiale.

On met ainsi clairement en évidence la capacité de notre champ a induire une
rotation, mais aussi la capacité de 1’holographie hétérodyne a filtrer et mesurer
une oscillation a la fréquence du champ oscillant.

10 um

=

Signal
normalisé
o

0 i Temps (s) ty 12

Figure 2.14 — Image et signal moyen holographiques démodulés acquis a la
fréquence d’analyse f d’une tige de maghémite.
t € [0,t1[U[ta, +00f : la tige est fixe, alignée sur le champ statique de I’aimant.
t € [t1,ta] : la tige est en rotation dans le plan perpendiculaire & I'image, & la
fréquence de champ oscillant égale a la fréquence d’analyse f. L’augmentation
du signal traduit la présence d’'un clignotement a cette fréquence.

20. Preuve de principe réalisée avant la synthése de batonnets (sub)micrométriques.
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Spectre du clignotement induit

Le spectre en fréquence hétérodyne d’un ensemble de batonnets dans 1’eau soumis au champ
oscillant a la fréquence fp = 150Hz est tracé sur la figure 2.15. Comme a la section 2.2,
les fréquences étudiées sont choisies comme étant des multiples de la cadence d’aquisition
par la caméra. Ainsi, on se place systématiquement entre les pics de la fonction de transfert
instrumentale, ce qui permet une lecture plus aisée des variations mesurées. L’influence des
pics de Dirac décrits au chapitre 1 est ainsi gommée, mais on observe cependant le sinus
cardinal de la fonction de transfert, dont le premier zéro est ici égal a t;& = 1kHz. Cette
enveloppe est surmontée de deux pics centrés sur fgp = 150Hz et 2fp = 300Hz, élargis
par la convolution a la fonction de transfert. Il s’agit bien de la fondamentale fp et de la
premiere harmonique 2 fp du signal de clignotement a fp = 150 Hz comme attendu compte
tenu des symétries du batonnet. La détection de la rotation a la fréquence du champ
magnétique oscillant dans le régime f < f; est ainsi validée.
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Figure 2.15 — Spectre de rotation mesuré par holographie hétérodyne d’un en-
semble de batonnets de maghémite dans ’eau soumis a un champ oscillant a
la fréquence fp = 150Hz. On y observe l'enveloppe de la fonction de trans-
fert instrumentale (voir section 1.4.2) surmontée des pics de la composante
fondamentale et la premiére harmonique du signal de clignotement.

2.3.6 Mesure de la fréquence de transition

Comme vu a la section 2.3.1, la fréquence d’oscillation des batonnets de maghémite suit celle
du champ magnétique oscillant typiquement jusqu’a une fréquence de transition au-dela de
laquelle la particule ne parvient_;)lus a suivre les oscillations. Le moment magnétique reste
alors aligné sur le champ fixe By. Cette fréquence de transition f; dépend du systeme via
Pexpression (2.32). Ainsi, la fréquence f; correspondant au point d’inflexion de la décorréla-
tion du clignotement des batonnets a l'oscillation du champ magnétique indique une valeur
quantitative de la viscosité.

Modélisation

Pour mesurer f;, on balaye de maniére synchrone les fréquences d’analyse et
d’oscillation du champ (f = fg). Comme décrit en annexe D, la transition entre le

régime de rotation avec B. puis d’alignement sur By peut étre modélisée par une fonction
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spectrale du signal § de forme sigmoidale :

1

9() < o (2.35)

ou tg est le temps caractéristique de la transition d’un régime a ’autre.

La convolution de § avec I'enveloppe de la fonction de transfert instrumentale 2! [sinc(ftin¢)|
est simulée et représentée sur la figure 2.16 pour une sigmoide g de parametres arbitraires
to = 1s et fy = 300Hz, et t;,; = 15ms (voir équation (2.35)).

Signal (u.a.)

0  f; =300Hz 1000
Fréquence (Hz)

Figure 2.16 — Simulation du signal de clignotement obtenu lors du balayage de

la fréquence d’analyse et d’oscillation du champ magnétique f = fp. Le signal

est la convolution entre I’enveloppe de la fonction de transfert instrumentale

|sine(ftint)| (section 1.4.2) et une sigmoide caractérisée par son temps et sa

fréquence de transition to et f; (équation (2.35)). Les parametres pris ici en
exemple sont f; = 300Hz, o = 1s, et t;,; = 15ms.

Critére temporel

Pour pouvoir résoudre temporellement la fréquence de transition méme apres 1’élargisse-
ment di a la convolution, la largeur fréquentielle de la fonction de transfert instrumentale
|sinc(ftint)| doit lui étre inférieure, soit ¢;, 1 < f;. Cette limite vient du fait qu’en considérant
la fonction § seulement sur la demi-droite des fréquences positives, on ajoute des effets de
convolution en f = 0. La valeur du temps d’intégration t;,; doit alors étre choisie la plus
élevée possible 22, sans trop compromettre la fréquence d’acquisition qui reste un parameétre
crucial a la localité. En pratique, si I'on s’attend par exemple a des valeurs minimales de
f+ supérieures a environ 50 Hz, on peut choisir ¢;,; = 50ms, ce qui restreint la fréquence
d’acquisition par la caméra f,c, & une dizaine de Hz.

Quant a tg, il se trouve limité par la résolution temporelle ¢;,:, ce qui n’a pas de conséquence
importante lorsque la valeur recherchée est celle de f;.

2.3.7 Basses fréquences : holographie homodyne

Les fréquences de la gamme f € [0, f‘if"} (c’est-a-dire typiquement [0, 40 Hz] avec notre

caméra) sont mesurables simplement par détection homodyne, c’est-a-dire dans notre mon-
tage pour AF = 0, puis démodulation & 4 phases (voir section 1.4.1). Ainsi, en balayant
la fréquence d’acquisition f,.4 ainsi que la fréquence du champ oscillant fg, en respectant

21. On peut réduire la fonction de transfert instrumentale & son enveloppe a condition que les fréquences
d’analyse soient multiples de la cadence d’acquisition par la caméra de maniere & ce que les points soient situés
entre deux pics du peigne (voir figure 2.5).

22. On remarque que ce critére sur t;,: est contradictoire & celui posé dans la section 2.2. En effet, tandis
qu’ici le temps d’intégration doit étre le plus long possible afin d’enregistrer le relativement large signal
de transition (~ 1 & 100ms), il doit étre cependant le plus court possible si I'on cherche a détecter des
clignotements tres rapides, jusqu’a des dizaines de ps dans les mesures spectrales de rotation brownienne.
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fB = f‘qu, les fréquences f = fp sont analysées sélectivement sur I’image démo-
dulée. Une phase constante est maintenue entre le signal déclencheur de la caméra et le
signal alternatif qui alimente les bobines afin d’échantillonner la rotation de maniére a garder
identiques les positions successives des batonnets.

La figure 2.17 montre deux milieux contenus dans des chambres séparées par une paroi ho-
rizontale de PDMS de 300 pm. Chaque compartiment contient des batonnets de quelques
pm de longueur 2% & une concentration de 1’ordre de 103 uL~! (on image alors ~ 1 batonnet
par fonction d’étalement du point avec 'objectif utilisé x4, ON 0.13). Le milieu du haut
est un mélange aqueux a 27% de glycérol (n = 2.6 mPas) et celui du bas est de 1’eau pure
(n = 1.0mPas). Cette expérience préliminaire a été effectuée avant ’ajout d’un amplificateur
(100 V — 200 W) et utilise un champ modulé d’amplitude modeste, B.. = 1.3 + 0.3 mT. De
meilleurs rapports signal a bruit sont actuellement possibles. Quant & la composante statique

By, faute de mesure précise, on extrait sa valeur de I'une des mesures suivantes de f;(n).

Signal (u.a.)

0 10 20 30 40
Fréquence (Hz)

Figure 2.17 — Images reconstruites d’hologrammes homodynes de batonnets
soumis a un champ oscillant a la fréquence fp = =5. Les batonnets sont
répartis dans deux chambres séparées par une cloison horizontale. Le compar-
timent du haut contient un mélange eau-glycérol de viscosité n = 2.6 mPas,
celui du bas contient de 'eau de viscosité n = 1.0mPas. Les images corres-
pondent a 3 fréquences extraites du spectre complet, tracé a c6té de chaque
milieu. La fréquence de transition du milieu visqueux est visible sur le spectre
(haut), et se manifeste sur les images par une diminution d’intensité soudaine
dans la zone concernée. Puisque la fréquence de transition f; = 32 + 22Hz du
milieu du bas (eau) ne se situe pas dans la gamme étudiée ici, cette transition
n’est pas visible dans le compartiment du bas, mettant ainsi en évidence le
contraste de viscosité entre les deux compartiments.

23. NB : expérience effectuée avant la synthese des plus petits batonnets de maghémite.
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Le spectre de fréquences mesuré dans chaque compartiment dans la gamme f € [0.5,42] Hz
(avec un pas 6 f = 0.5 Hz) est tracé. Chaque point représente le signal moyenné sur 80 holo-
grammes, soit 20 images démodulées a 4 phases. Les images correspondant a trois fréquences
du spectre sont également présentées (f = {7,20,32} Hz).

Dans le milieu du haut de plus haute viscosité, on observe une transition a la fréquence
ft =124+ 1Hz. Avec la valeur Ax = 2.0+ 0.1 établie précédemment, I’équation (2.32) prédit
ft = 12+ THz pour By = 0.9 & 0.3mT. Dans le milieu du bas, de viscosité plus basse, on
s’attend pour ces parametres a f; = 32+ 22 Hz. La fréquence de transition semble dépasser la
gamme de fréquences sondées pour ce milieu, soit f; > 42 Hz ce qui peut concorder avec 'in-
tervalle d’incertitudes. Néanmoins, les images reconstruites aux fréquences comprises
entre les deux valeurs de f; présentent un contraste de viscosité : dans le milieu du
haut, plus visqueux, la fréquence de rotation du champ est trop élevée pour permettre aux
batonnets de le suivre compte tenu de la viscosité, tandis que dans le milieu moins visqueux
cette fréquence de rotation est encore suivie par les batonnets.

La fréquence de transition f; a été mesurée par ce moyen dans plusieurs mélanges aqueux a
concentrations de glycérol variables, dans la gamme de viscosités [1,10] mPas. Les valeurs de
transitions mesurées sont tracées en fonction de la viscosité sur la figure 2.18. L’ajustement
linéaire de ces données est optimisé pour une valeur du coefficient déduit de I’équation (2.32)
fin= #50(%) = 0.026 £0.003 Pa. Pour les parametres Axy = 2.0+£0.1et B=1.3£0.2mT
établis ici, on obtient la valeur calculée de ce parameétre 0.03 & 0.01 Pa.

La proportionnalité attendue entre f; et n~! est ainsi validée, ainsi que la cohé-
rence des mesures avec le modéle.
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Figure 2.18 — Fréquence de transition en fonction de l'inverse de la viscosité,
mesurée par holographie homodyne dans plusieurs milieux composés de mé-
langes aqueux & proportions de glycérol allant de 0 & 55%. Les barres d’erreur
correspondent a la dispersion des résultats obtenus sur un échantillon statis-
tique d’environ 10 mesures (10 batonnets différents dans le méme milieu).
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2.3.8 Hautes fréquences : holographie hétérodyne

La création d’un champ magnétique oscillant d’amplitude plus élevée (grace a I'ajout d’un am-
plificateur de signal) permet d’augmenter quadratiquement avec B., les valeurs de f; d’apres
I’équation (2.32). L’intérét est d’ainsi réduire le bruit de fluctuation brownienne : plus
I’amplitude de champ magnétique est faible, moins elle restreint la contribution de ’agitation
thermique au signal. En fixant le critere IZELE’ > 103 sur le ratio entre 1’énergie magnétique et
I’énergie d’activation brownienne, I’amplitude de champ nécessaire pour neutraliser le bruit
brownien est B > 3.5 mT pour nos dimensions et compositions de batonnets. D’apres 1’équa-
tion (2.32), cela correspond & des valeurs de f; augmentant quadratiquement & partir de
200Hz dans de 'eau, ce qui demanderait alors une capacité d’acquisition en mode d’acqui-
sition homodyne au grand minimum de 400 Hz, et de fagon plus réaliste > 1kHz puisque
I’acquisition de point de fréquences supérieures a f; sont nécessaires afin de bien définir la
transition.

Les performances des caméras limitent la borne supérieure en fréquence en mode de détection
homodyne a des dizaines voire centaines de Hz selon les modeles, sans oublier le facteur i
imposé par la démodulation a 4 phases. L’holographie hétérodyne est donc utilisée pour

investiguer toute fréquence supérieure a quelques dizaines de Hz.

Image de viscosité quantitative

Des images quantitatives de viscosité d’un milieu test ont été réalisés avec les batonnets
sub-micrométriques et les bobines alimentées par une tension variable de maniére a produire
lamplitude de champ ici B = 3.9mT (en utilisant la relation de la figure 2.13).

L’échantillon test est constitué d’une solution présentant un gradient de viscosité formé par
la mise en contact entre un gel d’Agar a 0.5% et de I'eau. Pour visualiser ce gradient, des
fluorophores Alexa 488 & 1% sont placés dans I'un des deux milieux (I’eau) et une image de
fluorescence en lumiere blanche est acquise en amont. Ainsi, I'image du gradient de fluores-
cence, sur la figure 2.19a, est également une image (en contraste inversé) de la concentration en
Agar, donc de la viscosité. Les batonnets sont répartis de fagon homogéne dans tout ’échan-
tillon (voir figure 2.19b) & une concentration de 10° pL.~!. Pour I'objectif de microscope utilisé
x4 ON 0.13, cela correspond a une centaine de batonnets par fonction d’étalement du point.

Pour chacune des 27 fréquences du scan allant de 80 & 1000 Hz, 100 hologrammes (tels que
celui de la figure 2.19b) acquis & feq = 10 Hz, ;s = 50 ms sont démodulés 4 & 4 puis moyennés
pour donner une image reconstruite. Ces 27 images sont ensuite découpées en macropixels
de 40 x 40 pixels, sur lesquels le signal est moyenné puis tracé en fonction de la fréquence
hétérodyne. La taille des macropixels est choisie comme compromis entre résolution spatiale
et précision de I'ajustement automatique des spectres du signal moyenné sur le macropixel.
Ici, la taille choisie, 40 pixels soit 65pum dans ’espace objet permet un relativement bon
ajustement, comme présenté a la figure 2.19c. Un de ces spectres est donc obtenu pour
chaque macropixel. L’ajustement est effectué par une simple sigmoide, donnée par I’équation
(2.35), en omettant la convolution par le sinus cardinal par souci de rapidité de calcul. La
valeur de f; est extraite de I’ajustement. Pour pallier les éventuelles variations d’illumination
ou de répartition de batonnets entre les échantillons, présentes malgré la normalisation de
chaque quadruplet d’hologrammes par sa valeur moyenne, on ajoute également un terme de
décalage libre. Quant au parametre tg, on le fixe a la valeur du temps d’intégration t;,; comme
expliqué a la section 2.3.6.

La figure 2.19d présente une image quantitative de viscosité obtenue par ajustement sur
chaque macropixel. L’image est composée des macropixels dont I’échelle de couleur indique la
valeur de la fréquence de transition f;(n). La direction verticale du gradient allant des basses
viscosités vers les hautes (i.e. des hautes f; vers les basses) est retrouvée, conformément a
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ce qu'indique le gradient de fluorescence (donc de viscosité) de la figure 2.19a. Concernant
la direction horizontale, il est possible que le gradient ait évolué par diffusion au cours des
5min d’acquisition 2. Les valeurs de f; obtenues dans la gamme imagée, [245,275] Hz, cor-
respondent d’apres I'équation (2.32) a lintervalle de viscosité [1.1,1.3] mPas. Ces valeurs
indiquent que 'image a été prise dans une zone du gradient constituée majoritairement d’eau
pure, c’est-a-dire avec une concentration en Agar faible. Ceci souligne la sensibilité de la
méthode, qui permet d’identifier un gradient entre des valeurs extrémes tres proches.
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Figure 2.19 — Image de viscosité quantitative d’un milieu test. (a) Visualisa-
tion de I’échantillon : le milieu est un gradient entre de ’eau et un gel d’Agar
a 0.5%. Des fluorophores (Alexa 488, 1%) sont introduits dans 'eau afin de
visualiser qualitativement le gradient par fluorescence en amont de l'acquisi-
tion holographique. (b) Exemple d’hologramme. Le contraste ne permet pas
de distinguer les franges d’interférences, mais on y voit des taches de lumiere
diffusées par les batonnets. (¢) Exemple de signal ajusté pour 'un des macro-
pixels. Le parametre d’ajustement f; est extrait automatiquement, de méme
quun décalage vertical laissé en paramétre libre. (d) Image de viscosité du
gradient composée de tous les macropixels dont la valeur est issue de I'ajuste-
ment (c). L’échelle de couleur représente les valeurs de f, allant de 245 Hz &
275 Hz. L’écart de viscosité correspondant est compris dans une gamme étroite
1.1mPas — 1.3mPas.

24. Durée d’acquisition de 27 mesures composées chacune de 100 hologrammes & fqcq = 10 Hz.
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Suivi tridimensionnel de batonnet unique

L’amélioration de la précision de la méthode, aussi bien en termes de résolution spatiale que
de robustesse face a la complexité du milieu, réside dans la localité de la mesure. Tandis que
sur le résultat présenté sur la figure 2.19 le signal est moyenné sur ’aire de chaque macropixel,
qui contient un grand nombre de batonnets, on peut réduire considérablement cette surface
a condition qu’elle suive la translation tridimensionnelle du batonnet. On tire pour cela parti
de la reconstruction de la fonction d’étalement du point en 3D permise par ’holographie. La
particule est localisée au barycentre de cette structure, calculé via un ajustement gaussien
dans les trois dimensions spatiales. Ainsi, la limite de diffraction peut étre surpassée, et on
parle dans ce cas de superlocalisation. Des précisions de quelques dizaines de nm ont ainsi
été démontrées, en 3D [90, 105].

Les trajectoires d’une particule pendant différentes durées sont tracées sur la figure 2.20. Tan-
dis que la figure 2.19 utilise 100 hologrammes (i.e. 25 images aprés démodulation) moyennés
pour chaque point du spectre, on montre que seulement 40 hologrammes (10 images) par fré-
quence suffisent a 'obtention d’un rapport signal a bruit permettant 'ajustement sigmoidal
tel que celui de la figure 2.19¢. Au cours de 'acquisition, qui dure alors 40 x 50 ms = 2's avec
une fréquence d’acquisition fue; = 20Hz 2%, le batonnet se déplace de maniére brownienne a
intérieur d’un volume de 0.5 pm?, comme représenté a la figure 2.20.

Dans I’hypothése ot I'on ne prendrait qu'une mesure (un seul point de fréquence), ce qui
serait possible par un multiplexage en fréquences hétérodynes (voir figure 1.14), la valeur
0.5m? indique donc & ce stade la meilleure résolution atteignable.

1000 hologrammes

400 hologrammes

100 hologrammes
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Figure 2.20 — Volume exploré par un batonnet de maghémite lors d’'une mesure
en holographie hétérodyne sous champ magnétique oscillant, selon le nombre
d’hologrammes acquis pour étre ensuite moyennés.

25. La limite sur cette valeur est discutée au paragraphe Critére temporel ci-dessus.
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Les spectres de trois batonnets en rotation ainsi suivis dans ’espace en 3D dans des mélanges
eau-glycérol de viscosités 1.0 £ 0.1, 2.1 £0.2 et 3.0 £ 0.4 mPas dans deux champs différents
d’amplitudes 3 et 3.5£0.2mT sont tracés sur la figure 2.21. A 9 fréquences f = fp comprises
entre 60 et 1000 Hz, 40 hologrammes sont acquis a la fréquence fu., = 20 Hz.

B.=3mT B.=3,5mT

9] Donnéesn = 1,0 + 0,1 mPas
— Fitt f;, =300+10Hz a=0,011
9] Donnéesn = 2,1+ 0,2mPas
0}

Donnéesn = 1,0+ 0,1 mPas
Fit: f, =220+ 10Hz a=0015
Donnéesn = 2,1+ 0,2mPas
Fit: f, =80+ 20Hz a=0,002
Donnéesn = 3,0 £ 0,4 mPas

Fit: f, =40+ 20Hz a=0

Fit: f, =170+ 20Hz a=0,006
Donnéesn = 3,0 + 0,4 mPas
Fit: fy =100+ 20Hz a=0

Signal hétérodyne (u.a.)
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Figure 2.21 — Spectres de rotation de batonnets magnétiques uniques suivis en

3D dans des milieux aqueux & 3 concentrations de glycérol connues de viscosités

1.0£0.1,2.14+0.2 et 3.0+ 0.4mPas dans une amplitude de champ magnétique

(a) 3mT et (b) 3.5mT. Les ajustements sont faits par la convolution entre le

sinus cardinal de la fonction de transfert instrumentale et la fonction sigmoide

(équation (2.35)) & deux parametres libres : la fréquence de transition f; et
I'offset a.

La comparaison entre les valeurs de viscosité théoriques et les valeurs correspondantes calcu-
lées par I’équation (2.32) a partir des valeurs de f; mesurées sur la figure 2.21 est présentée

dans le tableau 2.1. La fiabilité de la mesure est caractérisée par des erreurs relatives |lcal—"ith

dispersées autour de 25%, et ne dépassant jamais les 80%.

B.(mT) | f; (Hz) | nthéorique (mPas) | n calculé (mPas) | Erreur relative (%)
3.0+0.2 | 220£ 10 1.0£0.1 0.8+0.1 20+ 13
3.0+£0.2 | 80+20 2.14+0.2 23+03 10 £ 18
3.0+0.2 | 40420 3.0+£04 4.5+0.6 50 £+ 28
3.5+0.2 | 300 £ 10 1.0£0.1 0.8+0.1 20+ 13
3.56+0.2 | 170 +£ 20 2.1+£0.2 1.44+0.2 33+£11
3.54+0.2 | 100 £+ 20 3.0+£04 2.5£0.3 17+ 15

Table 2.1 — Récapitulatif des résultats tirés de la figure 2.21.

Grace a ce suivi tridimensionnel, la résolution de I’image de viscosité peut étre poussée
jusqu’a (et méme au-delad de) la limite de diffraction si la durée de la mesure est
assez courte. La difficulté de produire un milieu test présentant des variations de viscosité
significatives a cette échelle est ce qui nous limite pour I'instant aux basses résolutions telles
que celle de la figure 2.19d, ou le faible grandissement nécessaire pour visualiser un gradient
empéche la résolution et donc le suivi des batonnets. Néanmoins, les résultats de la figure
2.21 promettent une imagerie basée sur une mesure quantitative de viscosité a 1’échelle du
batonnet unique.
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2.3.9 Conclusion

La méthode basée sur la rotation forcée de batonnets magnétiques permet une mesure de
viscosité plus efficace : contrairement a la méthode passive de la section 2.2, toute I’am-
plitude de rotation est exploitée et contribue au signal mesuré. De plus, cette
méthode présente ’avantage d’étre moins limitée en termes de valeurs de viscosité mesu-
rables contrairement & la méthode brownienne. Le seul inconvénient notable par rapport a la
méthode utilisant des batonnets d’or est la diminution du signal de diffusion optique, puisque
les matériaux magnétiques ne bénéficient pas des intenses diffusions issues des résonances
plasmoniques. Dans ’étude présentée ici, la raison pour laquelle I'efficacité de diffusion des
batonnets magnétiques est largement suffisante est simplement leur grande taille, contrainte
par les performances actuelles du protocole de synthése chimique présenté en annexe C. Mais
si l'on dispose bient6t de nanobatonnets magnétiques de plus petites dimensions, la diminu-
tion de leurs sections efficaces de diffusion pourra étre compensée par leur enrobage avec une
pellicule d’or [106]. On tirerait ainsi parti des bénéfices de la diffusion plasmonique de I'or
tout en réalisant la mesure de microrhéologie active de cette section.

Les travaux qui ont inspiré cette section [96-98] mesurent la fréquence de rotation d’aiguilles
de maghémite dont la longueur est de 'ordre de 10 pm, donc bien résolue par le microscope.
L’adaptation de cette approche au montage holographique supprime la contrainte sur la taille
des aiguilles, puisqu’on détecte le clignotement produit par la rotation des batonnets sous
illumination polarisée, sans le besoin de les résoudre optiquement. La synthése de ba-
tonnets (sub)micrométriques réalisée en collaboration avec cette équipe a ainsi permis de
passer de la mesure de viscosité a I'imagerie de viscosité. Notre systéme a ainsi permis de
baisser d’un ordre de grandeur la résolution spatiale des mesures de viscosité par ba-
tonnets magnétiques. De meilleures résolutions sont clairement possibles. Pour les atteindre,
en plus de la réduction du volume des particules sondes, la localité de la mesure doit étre
optimisée. Cette optimisation passe par la rapidité de mesure.

D’une part, I’étude du signal vise a réduire le nombre de points de fréquences nécessaires pour
résoudre la transition caractéristique. En théorie, seules deux fréquences pourraient suffire
pour déduire une fréquence de transition si des prédictions préalables permettent de réduire
la gamme de recherche. Le multiplexage holographique présenté a la figure 1.14 peut aussi
étre mis en place pour acquérir plusieurs points du signal en une seule mesure.

D’autre part, le rapport signal sur bruit augmente avec 'amplitude de champ magnétique. La
production d’une amplitude de champ magnétique la plus haute possible impose ’emploi de
I’hétérodynage puisque la dépendance en B de la fréquence de transition est quadratique (voir
équation (2.32)). C’est pour cet objectif de grande amplitude de champ que la configuration
du champ oscillant a été choisie. En effet, la géométrie propre au montage holographique, la
direction verticale de la rotation qu’elle impose et la présence du prisme (voir section 1.6.3)
complique l'utilisation du champ tournant créé par quatre bobines identiques [96-98|. La
configuration de champ oscillant schématisée sur la figure 2.10 fut un bon compromis entre
simplicité de fabrication et valeur d’amplitude de champ. Le prix a payer est que le phéno-
mene critique qui mene a la viscosité perd en définition : en champ tournant, on observe une
coupure nette, tandis qu’en champ oscillant on est forcé de considérer le point d’inflexion
d’une transition plus large. C’est pourquoi 'ingénierie d’un champ tournant adapté a la géo-
métrie du montage holographique serait un atout considérable a la réduction des incertitudes
sur la mesure de viscosité.
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Bien qu’invasif, le sondage de la viscosité par des nanoparticules ou des molécules exprimées
par modification génétique [65, 66] est le seul moyen actuel de produire une cartographie
microscopique de viscosité dans un environnement fermé comme une cellule. Les nanobéaton-
nets utilisés ont ’avantage d’étre biocompatibles : I'or est assez inerte méme sous forme de
nanoparticule, et les oxydes de fer sont des especes déja présentes dans ’organisme et leur
interaction avec ’environnement intracellulaire a été étudiée et validée [107]. De plus, ces
batonnets sont facilement accessibles dans le commerce ou par la synthese chimique, et leur
illumination par un laser de faible puissance (~ mW) suffit a la détection de leur mouvement.

L’illumination laser de particules métalliques, réputées pour leur grande section efficace d’ab-
sorption, a pour conséquence un échauffement local de la solution. Dans notre application, un
tel échauffement non maitrisé menerait a une perturbation de la mesure puisque la viscosité
est fonction de la température. Cela n’est pas le cas dans le régime de faible intensité lumi-
neuse de notre approche : pour une puissance d’illumination de I'ordre de 10 mW répartie sur
le champ de vue de 0.6 mm?, I'intensité lumineuse vaut I = 1 Wem™2. A 1’équilibre, le bilan
entre la puissance apportée par le nanobatonnet et la puissance dissipée par ’eau a la surface
d’une sphere fictive de rayon r englobant le batonnet 2 indique une élévation de température
de l'ordre de 0.001° & seulement r = 1nm du batonnet. Des applications qui, au contraire,
visent a tirer parti de cet échauffement comme en thérapie photothermique dans le cadre de
traitement de cancers [108], utilisent des intensités lumineuses de 1’ordre de 10° W cm ™2 pour
des échauffements locaux allant jusqu’a des milliers de degrés.

La méthode développée produit des images de viscosité dont la résolution spatiale est limi-
tée par la durée d’acquisition, elle-méme limitée principalement par le nombre de mesures
nécessaires a la définition du signal spectral. En combinant I’approche de rhéologie active
avec la superlocalisation, et éventuellement le multiplexage holographique, une résolution la-
térale de 'ordre de la limite de diffraction, voire inférieure, peut étre atteinte. La direction
axiale est également accessible puisque les images sont reconstruites depuis des hologrammes.
Méme si I'extension de la fonction d’étalement du point est bien plus grande dans la direction
axiale 27, la localisation tridimensionnelle des particules (figures 2.20 et 2.21) peut permettre
une cartographie 3D de viscosité. En revanche, sans localisation, un pixel contient la moyenne
des signaux de plusieurs plans (figure 2.19). Il n’y a pas de sectionnement axial, hormis la
pondération des signaux hors-plan de focalisation selon leur étalement en pixels. Ceci peut
étre problématique dans le cas d’échantillons épais et diffusants, comme par exemple des
organoides (voir chapitre 3). Pour instaurer un sectionnement axial & I’excitation, une hybri-
dation holographie-OCT consistant en 'utilisation d’une source faiblement incohérente sur
le montage holographique a été explorée a la section 1.6.6.

Dans le cadre de notre collaboration avec le centre de recherche interdisciplinaire en biologie
dirigé par Marie-Hélene Verlhac, les nanobatonnets sont injectés dans des ovocytes de souris
[9, 11-14]. L’image de viscosité d'un ovocyte sera un apport crucial a 1’étude des forces a
I'ceuvre dans le cytoplasme [15]. En effet, l’activité cytoplasmique lors de la méiose agit
comme une organisation multi-échelles dont la viscosité est une grandeur caractéristique.
En particulier, la position et les déplacements du noyau de 'ovocyte via les forces exercées
par le cytosquelette déterminent les axes de développement de ’embryon dans de nombreux
modeles, comme chez la drosophile ot 'asymmétrie de la migration du noyau est responsable
de I'axe dorso-ventral de I'insecte. Dans les ovocytes de mammiferes, 'inhibition du centrage

26. Oaps] = KeauVT 4772 avec VT =~ %, Feaw = 0.6 Wm ™ K™t et g4ps = 3- 1071 cm? pour un nanoba-
tonnet d’or homogéne de volume V = 6 - 10~2* m? [108].

27. Selon le critére de Rayleigh, la résolution latérale vaut Ar = ﬁ et la résolution axiale Az =
n est 'indice de réfraction du milieu et ON 'ouverture numérique.
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du noyau conduit a 1’échec de la méiose. Par conséquent, ’étude de la viscosité dans les
ovocytes de mammiferes est essentielle pour aborder la fagon dont le gamete femelle acquiert
son potentiel de développement.

Le projet est a présent en phase d’essai en milieu biologique en collaboration avec M. Al-
monacid et M.H. Verlhac. De nouvelles contraintes surviennent : la diffusion optique et les
mouvements des constituants cellulaires ajoutent un bruit au signal. Le multiplexage en lon-
gueur d’onde présenté sur la figure 1.14 est une stratégie envisagée pour s’en affranchir : si
les batonnets sont résonants a 1'une des longueurs d’onde d’illumination mais pas l'autre,
alors le signal acquis a la longueur d’onde hors-résonance ne contient que la diffusion modu-
lée introduite par d’autres mouvements dans la cellule?® et peut étre soustrait au signal &
résonance [48]. Pour le succes de cette approche, les batonnets utilisés doivent étre constitués
ou recouverts d’un matériau plasmonique comme l’or, sans quoi leur diffusion ne présente pas
de résonance particuliere (on passerait du spectre de la figure 2.11 a celui de la figure 2.2).

Le bilan des performances des expériences de microrhéologie réalisées dans ce chapitre incite
a privilégier ’emploi de nanobatonnets magnétiques recouverts d’or sous champ tournant
pour la suite de ce projet.

28. Information par ailleurs précieuse, comme nous le verrons au chapitre 3.
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Dans la partie I, nous avons développé une méthode d’imagerie de viscosité intracellulaire
basée sur 'utilisation de sondes exogenes et exploitant les avantages propres a ’holographie.
Parmi ces derniers, le montage interférométrique nous a permis une détection hétérodyne des
mouvements des sondes, donnant acces a de hautes fréquences jusqu’a des dizaines de kHz.
De plus, le gain apporté par le terme d’interférence produit avec le faisceau de référence a
rendu possible I'imagerie de sondes de taille nanométrique en illumination en champ sombre.

Apres 'exploitation des mouvements de ces nanoparticules injectées dans les cellules, nous
cherchons maintenant a mesurer les mouvements intrinseques des composants cellu-
laires. Les dynamiques intracellulaires apportent en effet des informations précieuses sur les
processus métaboliques [7] : on peut ainsi étudier une infection virale [109], les mécanismes
de dégénérescence rétinienne [110], ou encore la différenciation d’un organoide [111]. De plus,
le développement d’un contraste basé sur ces dynamiques est un moyen de gagner en sec-
tionnement optique et en spécificité [112]. C’est d’ailleurs dans le domaine de 'OCT
plein champ qu’a émergé ce type de contraste : méme en ’absence de modulation du bras de
référence, J. Scholler et al [111] ont constaté que des signaux modulés apparaissaient, et les
ont rapidement attribués aux mouvements propres des organites.

Ce type de contraste est en réalité accessible a toute technique capable de détecter les or-
ganites transparents et peu diffusants d’une cellule. La technique doit étre de préférence
sans marquage afin de limiter tout risque de toxicité et d’altération des phénomenes étudiés.
L’imagerie de phase quantitative répond a tous ces criteres puisqu’elle est sensible aux faibles
déphasages subis par les ondes lumineuses a la traversée de tels échantillons. Basée sur une
illumination en transmission, elle fournit des valeurs quantitatives de phase, proportionnelle
a la masse seche [113, 114], ce qui a ouvert la voie notamment a des études de croissance cel-
lulaire [115, 116] et d’identification de I'état du cycle [117] ou du processus de mort cellulaire
[118, 119].

Ce chapitre présente I’état de I’art des méthodes d’imagerie de phase, d’abord qualitatives puis
quantitatives, avec un attachement particulier a la recherche de solutions facilement transfé-
rables aux laboratoires de biologie. Pour cela, nous nous intéressons aux techniques d’imagerie
de phase dites auto-référencées. Celles-ci ont ’avantage de s’affranchir des contraintes de sta-
bilité et d’encombrement liées a l'interférométrie. En particulier, 'imagerie de front d’onde
DiPSI [120] a un fort potentiel de dissémination de par la simplicité de son implémentation.
Nous présentons ensuite des résultats obtenus avec cette derniére technique associée au trai-
tement numérique permettant une restitution visuelle de la dynamique, initialement proposée
pour ’OCT plein champ dynamique [18, 111] afin de produire des images d’activité in-
tracellulaire.

Une problématique émerge de ces résultats : la sensibilité de phase accessible limite 1’obser-
vation aux plus gros organites et donc aux dynamiques les plus lentes. Afin d’y remédier, et
d’approfondir les performances de I'imagerie de front d’onde, nous proposons finalement une
méthode apportant un gain en sensibilité de phase grace a un filtrage spatial novateur.
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3.1 Formalisme

Au préalable, posons les bases du formalisme utilisé tout au long de ce chapitre pour décrire
les amplitudes et les déphasages des champs électromagnétiques en jeu lors d’une observation
microscopique en transmission.

Comme illustré sur la figure 3.1, considérons un objet semi-transparent imagé a travers un mi-
croscope optique en transmission. L’image obtenue correspond a l'interférence entre la lumiere
incidente non impactée par 1’échantillon et celle diffractée par 1’échantillon. Cette section dé-
finit les champs électromagnétiques associés a chacune des contributions afin d’introduire la
notion de contraste de phase.

plan échantillon

foBy

l———————>

\

OBJ xM

plan de Fourier

lentille de tube

caméra

Figure 3.1 — Illustration du plan de I'objectif de microscope de grandissement
M et d’ouverture numérique ON, et ses plans focaux avant (échantillon) et
arriere (Fourier). Une partie des rayons incidents (en vert, caractérisés par le
champ F;) illumine un objet diffusant dans le plan échantillon. La diffusion
(représentée ici isotrope) donne lieu aux rayons représentés en rouge, caractéri-
sés par le champ Ey. Le champ F; est alors réparti dans la pupille de I'objectif
tandis que le champ FEj;, en illumination parallele, est concentré au centre.

Considérons un faisceau incident parallele a I’axe optique, c’est-a-dire un front d’onde plan.
On note E; le champ électrique scalaire associé. Ce faisceau illumine en transmission le
plan objet. Les ondes lumineuses transmises (collectées apres interaction avec ’échantillon)
sont caractérisées par le champ complexe scalaire E;. En partant du postulat que I'objet est
non-absorbant et faiblement diffusant, on peut écrire que le champ total collecté (ou champ
transmis) E; est la somme des champs incident et diffracté :

E,=F,+ E4 (31)
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D’autre part, dans le cas d’un échantillon faiblement diffractant, le module |Ey4| du champ
diffusé est largement inférieur a celui du champ incident | E;|. Cette hypothese permet d’écrire
le champ total collecté F; comme étant simplement égal au champ incident F; déphasé de
Ay d’expression :

Ap =285 (3.2)
ol & = eAn est la différence de chemin optique. On a alors :
E, = Eje 2% (3.3)

En d’autres termes, a la traversée d’une inhomogénéité d’indice optique An sur une épaisseur
e, les photons du faisceau incident ont accumulé le retard 7 = EAT" ou c est la célérité de la
lumiére dans le vide [121]. La relation (3.3) est illustrée sur la figure 3.2.

Front d’'onde plan
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Figure 3.2 — Rappel de la figure 1.2. (a) Le déphasage Ay accumulé par une

onde de longueur A traversant une variation d’indice de réfraction An = ng—n;y

sur une épaisseur e vaut Ap = ZXeAn. (b) La forme des fronts d’onde porte
les reliefs associés aux variations d’indice et d’épaisseur de I'objet illuminé.

—

Les valeurs typiques de déphasages dans les milieux biologiques sont cependant généralement
faibles : par exemple, une vésicule de taille 500nm a une différence d’indice de 'ordre de
1072 par rapport au cytoplasme [122], d’ott § = 5nm et Ay ~ 0.05rad. Sous cette hypothese
de faibles déphasages, E; peut étre approximé par son développement de Taylor au premier
ordre en Ay :

E, = E; (1 —iAp) (3.4)

Par identification avec I'expression (3.1), on peut alors écrire le champ diffusé E4 comme le
s

champ incident E; atténué de Ay, et déphasé de 5 [121] :
By = —iApE, (3.5)

Ce déphasage correspond a une différence de chemin de % entre F, et F;. L’utilisation de ce
formalisme qui suppose la cohérence temporelle des ondes incidente, diffusée et transmise est
donc justifié si la longueur de cohérence L. ~ 3—1 de la source lumineuse est supérieure a %,
c’est-a-dire si sa largeur de bande A\ vérifie la condition (3.6) :

- >

A2\
05 e A<a (3.6)
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Cette condition inclut quasiment tout type de source lumineuse, et sera donc toujours suppo-
sée vérifiée . La figure 3.3 illustre la conformation des trois champs E;, E; et E4 dans I'espace
complexe donnée par les équations (3.1), (3.3) et (3.5).

Im(E)

| "
d
E
Figure 3.3 — Représentation complexe des champs scalaires incident F;, diffusé
FE, et transmis F;. Le champ incident est supposé réel car de phase nulle. Le
déphasage entre Eq et E; est proche de —7 d’apres I"équation (3.5). Le champ

total collecté est la somme des champs incident et diffusé (équation (3.1)) et
est environ égal au champ incident déphasé de Ay d’apres I’équation (3.3).

D’aprés I'équation (3.4), 'intensité mesurée par un microscope classique vaut I = |E;|? ~
E2. L’information sur la phase Ag y est perdue 2. Des stratégies ont du étre développées pour
rendre 'intensité mesurée dépendante des déphasages. La section suivante présente deux
célebres microscopes a contraste de phase qualitatif, avant de passer a d’autres méthodes

quantitatives.

3.2 Microscopie a contraste de phase

En 1953, Frederik "Frits" Zernike fut récompensé par le prix Nobel de physique pour I'inven-
tion d’un nouveau type de microscopie permettant de convertir des variations de phase en
un contraste d’intensité. De nos jours, ces méthodes d’imagerie sont trés répandues dans les
laboratoires de biologie cellulaire puisque la plupart des cellules, généralement transparentes,
présentent un contraste de phase bien plus important que celui produit naturellement en
intensité.

Cette section présente deux dispositifs permettant de traduire en intensité une variation de
phase, premiérement dans un microscope doté d’une modification pensée par Zernike, puis
dans un autre microscope développé plus tard par Nomarski. Ces remarquables innovations
posent d’une part le contexte du contraste de phase, dans la filiation duquel s’inscrivent nos
travaux sur I'imagerie de phase quantitative présentés plus loin. D’autre part, ils constituent
ainsi la base d’un des concepts de filtrage en phase dans le plan de Fourier, sur lequel nous
nous appuierons en section 3.7 afin d’améliorer contraste et sensibilité de nos images de phase.

3.2.1 Contraste de phase de Zernike

L’idée de base de F. Zernike [123, 124] est d’agir sur la lumiére incidente non diffusée par
l'objet (caractérisée par le champ E; selon 1’équation (3.1), avec E; = |E;| en illumination
parallele) afin d’une part de la faire interférer avec la lumiére diffusée (caractérisée par Ey),
et d’autre part de 'atténuer pour amplifier le contraste venant des déphasages.

Dans le plan de Fourier, la distribution en fréquences spatiales correspondant au champ de
I'expression (3.4) est la suivante :

Eﬁ(kxa ky) = |Ez‘(5(kxa ky) - Z.A@(k:ca ky)) (3'7)

1. Y compris en cas de grande valeur de déphasage compromettant les relations (3.4) et (3.5).

2. Notons que pour un échantillon transparent, des modulations d’intensité peuvent étre tout de méme
visibles si I’échantillon induit localement des gradients de phase supérieurs a I’ouverture numérique de collec-
tion.
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Dans 'expression (3.7), le delta de Dirac du premier terme correspond aux fréquences spa-
tiales nulles et traduit 'hypothese d’illumination en onde plane parallele a 1’axe optique.

Un filtre spatial de faible diametre peut alors étre placé a 'origine (k; = 0, k, = 0) du plan de
Fourier (au niveau du plan focal arriere de 1'objectif) de maniére a affecter principalement le
champ incident. Ce filtre posséde un faible facteur de transmission tg et induit un déphasage
de 5 3. En considérant que la présence du filtre n’altére pas les fréquences spatiales de 1’objet,
I’expression du champ dans le plan de Fourier devient par conséquent :

— -
B (ka, by) = i1 B (103 (b ky) — A (ko b)) (3.8)

Le champ correspondant dans 1’espace des positions s’écrit :
Ey(w,y) = i|Eil(to — Ap(@,y)) (3.9)

A Tordre 1 en Ap(z,y), 'intensité mesurée vaut alors :
I'(z,y) = |Ej(z,y)|*

~ (to|Ei])? (1

_ 2A*"> (3.10)

to

Alors que le terme Ay était évidemment absent de I'intensité, il est présent dans ’expression
de I'. L’intensité mesurée fait donc apparaitre un contraste de phase, d’autant plus grand
que la transmission ty du champ incident est faible.

En représentation complexe, I’action du déphasage du filtre de Zernike change la configuration
des champs incident, diffracté et transmis de la figure 3.4a en celle de la figure 3.4b. En
présence du facteur d’atténuation tg appliqué a E;, on obtient la figure 3.4c.

Im(E)

Eq

Re(E) ™1 i
’\Etl b Ee —Jﬂ Re(E)

Re(E)
(a) (b) ()

Figure 3.4 — Représentation des champs incident, diffracté et transmis en re-
présentation complexe d’apres la figure 3.3. (a) Sans filtre de Zernike. (b) Avec
déphasage +7 de Ej; : les champs FEj; et E4 sont maintenant tous deux ima-
ginaires purs, et la contribution de E; & l'intensité I = |E; + E4|? est ainsi
maximisée. (c) Avec déphasage et atténuation de E; : le module de E; n’est
plus négligeable devant FE; : le contraste de la phase portée par E; est amplifié.

3. Son épaisseur e et son indice optique n vérifient n(e) = nqir + g A — it 2—&. On parle de lame quart

2me
d’onde.
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En pratique, les microscopes a contraste de phase de Zernike utilisent une illumination et un
filtre annulaires afin de ne pas atténuer les basses fréquences spatiales de I'objet (voir figure
3.5a). La démonstration précédente est alors valide en remplacant le delta de Dirac central
par une distribution en anneau, idéalement de rayon supérieur a la taille de la distribution en
fréquences spatiales ,fz—”y de l'objet. Il est a noter également que des lames de phase utilisées

doivent étre achromatiques, sauf a se restreindre & I'utilisation de lumiére monochromatique.

Un exemple d’image de cellule imagée par ce type de méthode est présenté sur la figure 3.7b.
Celle-ci bénéficie d’un fort gain en contraste par rapport a 'image d’intensité en fond clair
(voir figure 3.7a). On remarque cependant que I'image est dégradée par des artefacts sous
forme de halo autour des structures. C’est pourquoi un autre microscope de phase, basé sur
un contraste interférentiel différentiel, est davantage utilisé en imagerie cellulaire.

Filament Polariseur

Filament
Diaphragme d'ouverture

Prisme de
Wollaston/Nomarski

Condenseur

Diaphragme
d’ouverture +
filtre annulaire

Condenseur

Plan de I'échantillon Plan de I'échantillon

Objectif
Pupille de I'objectif

Prisme de
Wollaston/Nomarski

Objectif
yoct Déphasage

Pupille de I'objectif

Atténuation >

Analyseur

(a) (b)

Figure 3.5 — Illustrations schématiques des microscopes a contraste de phase
(a) de Zernike et (b) interférentiel différentiel, tirées de [125].

3.2.2 Contraste interférentiel différentiel

Cette autre méthode, développée par Georges Nomarski dans les années 1950 [126], est sen-
sible non pas directement & la phase, mais a son gradient dans une direction donnée, et
supporte de ce fait de plus grands déphasages que le microscope de Zernike.

Comme schématisé sur la figure 3.5b, le microscope fonctionne avec une source de lumieére in-
cohérente polarisée rectilignement. Un bi-prisme biréfringent (de Wollaston ou de Nomarski)
sépare angulairement le faisceau incident en deux composantes de polarisation orthogonales,
qui sont ensuite envoyées parallélement sur 1’échantillon avec un faible décalage latéral Ax
de l'ordre de 100 nm. Cet ordre de grandeur est inférieur a la longueur de cohérence L. ~ 3—2)\
typique d’une source de longueur d’onde centrale A, méme pour une source a large bande A\.
Ainsi, apres recombinaison des faisceaux par un deuxiéme bi-prisme puis projection de leurs
composantes sur un méme analyseur, des interférences entre les deux composantes sont pos-
sibles. En effet, en notant F; 1 et E; 2 les champs électriques transmis de chaque composante
apres le deuxiéme prisme, l'intensité I mesurée vaut :

I=|Ei1 + Eiof
— 21, + 21, cos (27“5) (3.11)
= 41, cos® (£5)
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ou I; est U'intensité lumineuse transmise par chacun des deux faisceaux (I; =~ 121 pour un
échantillon transparent), ¢ est leur différence de chemin, et A la longueur d’onde.

C’est donc la composante suivant x du gradient du déphasage, proportionnelle a la diffé-
rence de chemin ¢ mesurée sur la largeur Az, qui conditionne la valeur d’intensité mesurée.
L’interférence entre deux rayons déphasés différemment par leur point d’impact respectif sur
I’échantillon produit de cette maniére un contraste d’intensité artificiel qui évoque visuelle-
ment un effet de relief, comme illustré sur la figure 3.6.

Polarisation t  Polarisation —
Pola. 1~ <Pola.— 100%

0%
absorption

@) (b)

Polarisation t  Polarisation —
7 rad
0 rad

NG \_ déphasage B, Intensité sur
I'image (u.a.)
(c) (d)

Figure 3.6 — Origine du relief observé en microscopie a contraste interféren-
tiel différentiel. (a) Un objet transparent est illuminé par deux faisceaux de
polarisations orthogonales décalés d’une faible distance Az. (b) L’objet étant
transparent, les images qu’ils produisent en intensité ne présentent quasiment
aucun contraste. (¢) Mais les deux faisceaux sont déphasés par 'objet. En les
faisant interférer par rééquilibrage de leurs polarisations, (d) des reliefs sont
créés dans la direction du décalage entre les faisceaux. Adapté de Wikipédia.

La figure 3.7c montre un exemple d’une telle image de cellule présentant un faible contraste
en imagerie d’intensité (figure 3.7a). L’effet de halo de la figure 3.7b n’est plus présent. Ce-
pendant, la mesure étant relative aux gradients de phase selon la direction x des prismes de
Wollaston, il faut noter que 'ombre qui apparait dans cette direction pour créer I'effet de re-
lief est artificielle. Mais surtout, ces méthodes produisent des images de variations d’intensité
qui peuvent étre causées par des variations de phase ou par des variations d’intensité (inho-
mogénéité de 'illumination, mais aussi de ’absorption ou de la diffusion par 1’échantillon),
sans qu’il soit possible de les distinguer.

Figure 3.7 — Cellules d’un caillot sanguin imagées en (a) intensité plein champ,
(b) contraste de phase de Zernike, (c) contraste interférentiel différentiel. [127]
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3.3 Imagerie de phase quantitative par holographie numé-
rique

Les méthodes présentées dans la section précédente ne sont donc pas quantitatives : le
contraste de I'image représente uniquement des variations qualitatives de phase, mélant in-
formation de phase et d’intensité. Accéder a une valeur quantitative de la phase est
crucial, en particulier en imagerie biologique ou l'intégrale de la phase sur le volume d’une
cellule est proportionnelle a la quantité de matiére seche la constituant [113, 114]. En effet, le
déphasage est proportionnel a I'indice optique, lui-méme lié au nombre d’électrons et donc de
protons. Donc une différence d’indice par rapport a I’eau indique la masse séche du specimen.
La mesure de cette densité permet en particulier I’étude de I’évolution de la croissance des
cellules [115] qui, en fabriquant ou recrutant des especes chimiques nouvelles, ont une masse
seche qui varie au cours du temps et traduit la nature des mécanismes du maintien du volume
cellulaire : une croissance non linéaire est par exemple la signature d’activités régulatoires
actives [116].

Pour cela, certaines approches permettent une imagerie semi-quantitative issue d’une hy-
bridation intensité-phase, par exemple en associant la méthode du contraste interférentiel
différentiel & un décalage de phase [128] ou a un algorithme de minimisation d’erreur [129],
ou encore en établissant une proportionnalité entre la distribution en fréquences spatiales de
l'illumination et la phase [130].

Cependant, pour accéder a une véritable mesure quantitative, la phase et l’intensité de
I’onde transmise doivent étre découplées. Parmi les méthodes quantitatives en phase,
la microscopie holographique numérique est une puissante solution [131-134] : comme vu
au chapitre 1, une imagerie de 'amplitude et de la phase du champ électromagnétique est
possible en faisant interférer ce champ avec une onde de référence.

Tandis que les travaux présentés aux chapitres 1 et 2 exploitent une configuration en champ
sombre pour des mesures intracellulaires exogenes, des montages holographiques (hors axe ou
a décalage de phase) avec une illumination en transmission sont trés répandus en microscopie
pour I'imagerie de phase quantitative [135, 136].

Un tel montage est schématisé sur la figure 3.8a. Seule I'illumination, ici en transmission, dif-
fere du montage utilisé aux chapitres 1 et 2. De ce fait, la reconstruction holographique s’opére
comme décrit au chapitre 1 : 'hologramme (figure 3.8¢) est la figure d’interférences entre le
champ transmis a travers ’échantillon et le faisceau de référence. En configuration hors axe,
sa transformée de Fourier spatiale (figure 3.8d) permet de distinguer les trois ordres d’inter-
férence et d’isoler ’ordre +1 proportionnel au champ complexe diffusé par I’échantillon. En
effet, les deux faisceaux d’illumination étant hautement cohérents puisque issus d’une méme
source laser, seuls les déphasages provoqués par I’échantillon sont conservés apres filtrage et
centrage numérique de 'ordre +1 (voir section 1.3.1).

L’argument de cette quantité complexe, aprés transformation de Fourier spatiale inverse,
constitue I'image de phase quantitative (figure 3.8e). Les déphasages supérieurs en valeur
absolue & 7 sont repliés dans 'intervalle [—7; 7] mais de nombreux algorithmes dits "de
dépliement" permettent de reconstruire une image de phase continue [137, 138]. Indépendam-
ment, 'image d’intensité peut aussi étre reconstruite simplement a partir de ’amplitude au
carré.

L’holographie est également célebre pour I'imagerie 3D. Cependant, un hologramme résulte
d’une projection de ’objet selon un seul angle d’illumination, donc la résolution de la re-
construction tridimensionnelle reste tres limitée par la faible quantité de fréquences spatiales
rendues accessibles dans ’espace de Fourier. Les informations d’indice et d’épaisseur sont
couplées dans la phase mesurée ¢ < [ n dz, sans qu’il soit possible de discriminer laquelle des
grandeurs n ou z est responsable des variations de phase mesurées. La dimension axiale des
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Figure 3.8 — (a) Schéma d’un montage holographique en transmission.
(b) Microscopes holographiques industriels (standard & gauche, tomographique
a droite). (c,d,e) Hologramme dans 1'espace réel (c), dans 'espace des fré-
quences spatiales (d), et image de phase quantitative reconstruite (e) [116].

images holographiques ne provient que des considérations établies sur le systéme pour simu-
ler la propagation ondulatoire (voir section 1.3.2) et va généralement reposer sur I’hypotheése
assez restrictive d’'un indice homogene. Pour produire une réelle exploration en 3D de haute
résolution, aussi bien latéralement qu’axialement, il faut alors combiner des prises de vues
acquises sous plusieurs angles (par rotation de I’échantillon [139-142] et/ou en variant angle
d’illumination [143, 144]), afin d’étendre le support de fréquences accessibles dans les trois
directions kg, ky et k.. On parle alors de tomographie holographique ou diffractive [145-147].
Le "sectionnement" axial ainsi obtenu numériquement permet alors de découpler épaisseur (z)
et indice de réfraction (n). La tomographie holographique est donc une puissante méthode
permettant d’obtenir une vraie microscopie 3D d’indice.

La mesure de phase est cependant généralement limitée par les vibrations et dérives du bras
de référence, ainsi que par des artefacts de cohérence expliqués en section 1.6.6. Ces derniers
rendent par ailleurs la méthode difficilement compatible avec des échantillons épais diffusants.
En pratique, la nécessité d’un bras de référence et d’une illumination cohérente temporelle-
ment (laser ou diode laser) impose la plupart du temps de disposer d’un microscope dédié.
Des microscopes holographiques industriels clé en main sont d’ailleurs répandus (voir figure
3.8b). Quoique adeptes de I'holographie, force nous est de reconnaitre qu’elle impose des
contraintes instrumentales qui ne sont pas toujours compatibles avec des environnements exi-
geants, ou avec l'intégration d’une mesure multimodale (fluorescence, Raman, microscopie
non-linéaire...).

3. Du Grec tomos (coupure).
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3.4 Imagerie de front d’onde

Ces derniéres années ont vu ’émergence de nombreuses techniques de microscopie de phase
quantitatives dites "auto-référencées". En plus de s’affranchir des contraintes de stabilité
liées a l’'interférométrie, certaines de ces techniques sont facilement implémentables
sur des microscopes conventionnels qui peuvent alors étre utilisés de facon multimodale.
Par exemple, les méthodes basées sur l’équation du transport de l'intensité retrouvent la
phase a partir de deux images d’intensité prises dans deux plans z différents en exploitant
des considérations de propagation du spectre angulaire [148], comme expliqué a la section
1.10 du chapitre 1. Une autre approche, la ptychographie, remonte & la valeur de phase a
partir des recouvrements de figures d’intensité obtenues avec différents angles d’illumination
[149]. L’idée du contraste de Zernike a également été déclinée dans une version quantitative,
en produisant le déphasage des faisceaux incidents non diffusés non pas avec un filtre, mais
avec un modulateur spatial de lumiére (SLM) [150]. Dans un montage similaire, une spirale
de phase en rotation créée par le SLM dans le plan de Fourier atténue les faisceaux incidents
mais produit aussi un gradient de phase entre les rayons diffusés pour accentuer le contraste
[151].

Ces techniques agissent sur la lumiére uniquement en sortie du microscope, ce qui est un
véritable atout pour en faire des outils versatiles. Cependant, elles reposent toutes soit sur
une acquisition séquentielle d’images, soit sur une ingénierie de 'illumination.

Pour notre application d’imagerie de dynamiques, nous nous intéressons dans ce chapitre a
une catégorie de techniques auto-référencées qui permet de cartographier la phase quan-
titativement en une seule prise d’image : I'analyse de front d’onde. Celle-ci repose
simplement sur I’ajout d’un masque de phase et/ou d’amplitude & quelques millimetres en
amont d’une caméra. L’'imagerie de phase quantitative peut donc simplement étre mise en
place en plagant ces "caméras de phase" sur le port de sortie d’un microscope conventionnel.
Ces méthodes ont de plus 'avantage de s’affranchir de la nécessité d’une illumination
cohérente temporellement et peuvent directement exploiter 'illumination native large
bande des microscopes (source halogéne associée a un éclairage Kohler, par exemple). Trois
méthodes d’analyse de front d’onde sont présentées dans cette section.

3.4.1 Analyseur de Shack-Hartmann

1V

Figure 3.9 — Schéma de principe de I'analyseur de Shack-Hartmann. Le front
d’onde incident est échantillonné par des micro-lentilles. Un front d’onde plan
(bleu) se focalise en plusieurs points du détecteur, sur ’axe optique de chaque
micro-lentille. Les points d’un front d’onde déformé (rouge) se focalisent avec
un décalage u proportionnel au gradient transverse de la différence de chemin
optique ¢ (dans I'approximation des petits angles de déformation «).
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L’analyseur de front d’onde le plus répandu est celui de Shack-Hartmann [152]. Il consiste en
une matrice de micro-lentilles placée a distance focale f’ du détecteur. Le front d’onde est
alors échantillonné par cette matrice, et selon sa pente locale, le point focal de chaque lentille
est translaté différemment sur le détecteur. En notant a I'angle associé a cette déviation par
rapport & l’axe optique (voir figure 3.9), le déplacement u entre ce point focal et le centre
de la lentille vaut f’tan «. D’autre part, on note dé la différence de marche entre la portion
du front d’onde déformé concernée, approximée par un segment, et un front d’onde plan. Le
module de la composante transverse du gradient de différence de marche 9, V| J, vaut sin a.
Dans 'approximation des petits angles o =~ sin o ~ tan «, on a donc :

Vip U
0= R —
Vi ko I’

ol ¢ est la phase dans le macropixel délimité par la lentille et kg est le module du vecteur
d’onde d’illumination. Une intégration bidimensionnelle des gradients de phase permet fina-
lement de remonter a la carte de phase quantitative.

La méthode LIFT [153] permet de calculer des modes de déformation d’ordres supérieurs a
la simple pente locale moyenne sur le macropixel, grace a I’ajout d’un astigmatisme de valeur
controlée aux micro-lentilles. Ainsi, cette méthode d’analyse est tres efficace pour mesurer
des aberrations optiques. Cependant, comme le nombre de pixels de phase est limité par
le nombre de micro-lentilles, soit quelques centaines en pratique, la "définition" de ce type
d’analyseur est trop faible pour pouvoir étre appliquée en imagerie. Pour cette raison, des
techniques se prétant a une augmentation du nombre de pixels de phase accessibles ont été
développées.

(3.12)

3.4.2 Interférometre a décalage quadri-latéral (ID4L)

Front d’'onde plan Front d’'onde déformé
A A
il e il = === S===3u
MHM Détecteur MHM  Détecteur

Figure 3.10 — Schéma de principe unidimensionnel de Iinterféromeétre a dé-
calage quadrilatéral. La diffraction d’un front d’onde plan par un Masque de
Hartmann Modifié (MHM), produit 4 répliques du front d’onde incident (deux
situées dans le plan de la figure, et deux autres perpendiculairement). Apres
quelques millimetres de propagation, une figure d’interférences entre ces ré-
pliques est imagée. La déformation du front d’onde provoque des déplacements
locaux u de la figure d’interférences qui vérifient I’équation (3.12).

En 1995, Primot et al proposérent I'analyse de front d’onde par interférométrie a décalage
quadri-latéral (ID4L) [154] notamment pour répondre aux limitations en termes de dyna-
mique et de définition (nombre de pixels de phase) de l'analyseur de Shack-Hartmann. Le
principe de cet analyseur, désormais commercialisé par ’entreprise Phasics, repose sur la
mesure d’interférences entre 4 répliques légeérement inclinés du front d’onde incident (voir
figure 3.10). En théorie, ces répliques pourraient étre générés par un réseau de diffraction
bidimensionnel de transmittance sinusoidale.
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En pratique, la réalisation d’un tel réseau est extrémement complexe. Un Masque de Hart-
mann Modifié, schématisé sur la figure 3.11, permet cependant d’approcher une transmittance
sinusoidale : celui-ci consiste en la superposition d’'un masque de Hartmann (réseau d’am-
plitude de période A) et d'un damier induisant des déphasages 0 ou 7 (réseau de phase de
période 2A) [155].

Figure 3.11 — Ilustration schématique du Masque de Hartmann Modifié
(MHM), composé d’un réseau d’amplitude (& gauche) superposé & un damier
de déphasages {0, 7} (& droite). Source : [156]

La diffraction par ce masque génére ainsi quatre répliques de 'onde qui correspondent aux
ordres +1 et —1 de diffraction dans les deux directions « et y. Ces ondes diffractées, légerement
inclinées, accumulent lors de leur propagation une différence de marche inférieure a la longueur
de cohérence de la source lumineuse. Elles interférent aprés une distance de propagation d sur
le détecteur. Une déformation du front d’onde caractérisée par la distribution de différence
de chemin §(z,y) décale localement la projection de chacun des quatre motifs (voir figure
3.10) d’une distance ut,, = +d V; 4,0 de facon analogue a I'équation (3.12) établie pour
l’analyseur de Shack-Hartmann (en y remplagant f’ par d). Le calcul de ces déplacements
se fait par rapport a un interférogramme de référence que ’on acquiert en ’absence d’objet,
en utilisant donc uniquement le front d’onde d’illumination et les éventuelles aberrations du
montage (voir figure 3.12). Les gradients de phase dans les directions x et y sont calculés par
la phase de la combinaison des ordres +1 d’interférences des interférogrammes, sélectionnés
par transformation de Fourier numérique (voir figure 3.12b), et multipliés par le facteur %.
La carte des déphasages ¢(z,y) est enfin déduite d’une intégration bidimensionnelle (voir
figure 3.12d). En parallele, I'image d’intensité peut également étre calculée en appliquant
simplement un filtre passe-bas a l'interférogramme objet (sélection de I'ordre 0 d’interférence
sur la transformée de Fourier numérique), ou en le normalisant par l'interférogramme de
référence (voir figure 3.12c).

Tandis que dans lanalyseur de Shack-Hartmann la distance d est fixée par la focale [’ des
microlentilles, elle peut ici étre ajustée de maniére a optimiser la sensibilité de phase déter-
minée par le ratio %. De plus, le grand nombre de points de mesure fournis par le Masque
de Hartmann Modifié MHM (typiquement 3 x 3 pixels caméra pour un pixel de phase, soit
plus petit d’environ un ordre de grandeur qu’un Shack-Hartmann) permet une utilisation en
imagerie. On parle alors d’imageur de front d’onde.

Il est également & noter que la méthode est essentiellement achromatique. Cette propriété de
I'ID4L provient de la compensation des effets chromatiques de la diffraction par le réseau,
proportionnels a A, par les effets du processus d’interférence, proportionnels a % Cette carac-
téristique est particulierement intéressante pour une utilisation en microscopie dans la mesure
ou une source temporellement incohérente telle que la lumiere blanche du microscope peut
étre utilisée pour I'illumination. En 2009, P. Bon et al [155] démontrerent le fort potentiel de
cette technique pour la mesure de phase quantitative en microscopie optique. L’inconvénient
principal de cette technique est qu’elle nécessite la fabrication lithographique d’un masque de
phase et d’amplitude dédié avec une précision nanométrique (masque de Hartmann modifié),
ce qui entrave considérablement la diffusion de la technique.
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Interférogrammes Transformées de Fourier spatiales
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Figure 3.12 — Résultats acquis avec une adaptation d’un ID4L mise en place
par B. Rogez, sur une cellule de Miiller (cellule rétinienne de grande taille,
voir section 3.6) avec une longueur d’onde A = 450nm et un objectif x100,
ON=1.4. Le masque utilisé ici est un réseau de diffraction de période A = 20 pm
a d = 0.5mm du plan image, dont les ordres de diffraction 0 et supérieurs a
41 sont bloqués par un diaphragme et une pastille opaque dans un plan de
Fourier du montage. (a) Interférogrammes de référence (pris dans une zone
de Déchantillon sans cellule) et objet. (b) Transformées de Fourier spatiales
numériques des interférogrammes, sur lesquelles sont sélectionnés les ordres +1
d’interférence dans les deux directions x et y. (c) Image d’intensité, obtenue
par division des interférogrammes ou filtrage passe-bas de l'interférogramme
objet. (d) Image des différences de marche § = %g& calculée par intégration des
gradients de phase déduits des transformées de Fourier des interférogrammes
[155].
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3.4.3 Imagerie de front d’onde avec un diffuseur fin (DiPSI)

En 2017, P. Berto, H. Rigneault et M. Guillon proposerent une méthode d’imagerie de front
d’onde qui a I'avantage de s’affranchir d’une fabrication lithographique et utilise uniquement
des composants disponibles "sur [’étagére”. La méthode, appelée DiPSI pour "Diffuser Phase
Sensing and Imaging", utilise comme masque de phase un simple diffuseur fin placé a
faible distance d de la caméra [120]. Le principe de la méthode repose sur 1'effet mémoire des

diffuseurs.

Principe et effet mémoire

Une propriété remarquable d’un milieu diffusant est que, malgré le caractere aléatoire du
milieu, 'information de phase d’une onde cohérente le traversant n’est pas perdue. En effet,
considérons un front d’onde plan illuminant un diffuseur (figure 3.13a). Apres propagation
de I'onde, on observe un patron de speckle?, c’est-a-dire une figure d’interférence aléatoire.
Supposons maintenant que ce front d’onde est incliné d’un angle a. Pour une certaine gamme
angulaire, on observe la méme figure de speckle, simplement translatée (figure 3.13b). Cette
conservation du motif de speckle porte le nom d’effet mémoire angulaire [157]. Si cet angle
est appliqué a une partie du front d’onde seulement, c’est-a-dire si le front d’onde est déformé
localement, une partie correspondante du motif de speckle est localement décalée. Ainsi, la fi-
gure de speckle produite par la diffusion de ’onde, aussi arbitraire puisse-t-elle sembler, porte
la signature du front d’onde. Dans le cas des diffuseurs fins ou surfaciques, cette gamme an-
gulaire est infinie, et le speckle reste corrélé quel que soit I’angle d’inclinaison. La technique
DiPSI consiste a (i) mesurer un speckle de référence obtenu par illumination par une onde
plane et (ii) estimer les pentes locales du front d’onde distordu via la mesure de la translation
locale u des grains de speckle [158] (voir figure 3.13¢). De la méme maniére que pour ana-
lyseur de Shack-Hartmann et 'ID4L, la matrice u qui cartographie ces déplacements locaux
est proportionnelle aux gradients de phase via 1’équation :

VJ_QD u
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Figure 3.13 — (a) La diffusion d’une onde plane résulte en un motif de speckle
caractéristique du diffuseur. (b) Une inclinaison d’un angle o du front d’onde
produit un décalage du méme angle du motif de speckle : c’est 'effet mémoire.
(c) Plus généralement, les déformations du front d’onde se traduisent par des
décalages locaux des grains de speckle. La carte des déformations du speckle
par rapport a celui obtenu avec le front d’onde plan est la matrice u, comme
pour I'analyseur de Shack-Hartmann (figure 3.9) et I'ID4L (figure 3.10).

4. Dont le nom frangais tavelures est peu utilisé.
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L’utilisation de I'appellation speckle pour désigner le patron de diffusion que 'on observe
nécessite d’étre discutée. En effet, le diffuseur surfacique utilisé ici (Edmund Optics, York,
Royaume-Uni) a un angle de diffusion caractéristique § = 1°. Un tel diffuseur, apres quelques
millimetres de propagation (typiquement d = 1.3mm), formera une caustique (voir figure
3.14). Cette figure d’intensité rappelle celles observées typiquement au fond d’une piscine, qui
sont induites par la réfraction par la surface de I'eau. Ainsi, a faible distance (typiquement
d < 2mm), le systéme travaille dans un régime réfractif proche de l’analyseur de Shack-
Hartmann : le diffuseur peut étre percu comme un vaste ensemble de micro-lentilles fortement
aberrantes et de répartition aléatoire. Contrairement au Shack-Hartmann, chaque région du
motif porte ici une signature aléatoire unique de distribution d’intensité qui permet de lever
toute ambiguité par rapport a ses voisins. Si on augmente la distance d, alors la quantité
d’interférences augmente et la distribution tend vers une distribution de Rayleigh : on peut
alors parler de speckle sans abus de langage (voir figure 3.14).

Sur la figure 3.14, on peut remarquer que les images de speckle, pourtant acquises en lumiere
blanche, restent fortement contrastées. Dans ce régime de Fresnel, les patrons de speckle
restent en effet fortement corrélés lorsque 'on change la longueur d’onde. Cela est dii & un
effet mémoire chromato-axial, récemment identifié par M. Guillon [159]. Cette caractéristique
implique que la figure de speckle reste identique tant que 'on garde constant le produit Ad.
Dans notre cas, en travaillant avec des petits angles de diffusion (typiquement 6 = 1°), la
longueur de Rayleigh des grains de speckle est plutot élevée, et produit donc des figures
de speckle particulierement corrélées en longueur d’onde jusqu’a une distance d d’environ
1cm pour une largeur de bande de typiquement AX = 100nm. L’illumination native d’un
microscope peut donc étre utilisée, a condition que la distance d soit assez faible [120)].

- . r V 4 § . .
Diffuseur fin - .

= I

\ d ) d=13mm distance d = 6.3 mm
Régime réfractif Reglme de speckle

Figure 3.14 — Répartition de l'intensité observée apres un diffuseur fin illuminé

en lumiére blanche, selon la distance d’observation d. Pour d 2 2mm, on

observe une figure de speckle. Pour les plus petites valeurs de d, on se trouve
dans un régime réfractif.

Parce qu’elle repose uniquement sur ’ajout d’'un diffuseur devant une caméra, 'imagerie de
front d’onde DiPSI constitue une méthode d’imagerie de phase quantitative simple a mettre
en ceuvre, et pouvant étre facilement disséminée vers la communauté des biologistes [120]. La
complexité expérimentale est ici déplacée vers une complexité algorithmique.

Reconstruction de la phase

Dans le cas d’une illumination homogéne en intensité, le calcul de 'image de phase quantita-
tive repose principalement sur deux étapes représentées sur la figure 3.15. Apres acquisition
des deux images de speckle, 'une en présence de 'objet a imager et I'autre dite de référence
(comportant le front d’onde de l'illumination et les aberrations du montage), la matrice de
transformation u est calculée numériquement. Puis les gradients de phase sont déduits de
cette carte des déformations wu.
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Nous détaillons ci-dessous I'algorithme (algorithme des démons [160]) permettant d’estimer
ces déplacements, ainsi que la méthode d’intégration des gradients de phase permettant d’ac-
céder finalement a la phase.

Images de speckle Carte des déplacements Image de phase
- des grains 9 P
Référence
Déformé 3A
Recalage Intégration
non rigide 2D

=)

9 UIWBYD 3P SIUIIHA

Figure 3.15 — Schématisation de la procédure algorithmique de reconstruction

de I'image de phase. L’image de speckle déformée par la présence de 'objet est

recalée sur celle de référence. La carte des déplacements associée est ensuite
intégrée numériquement sur les deux directions spatiales.

Algorithme de recalage non-rigide Le calcul des transformations v menant de 'image
de speckle objet Sy; a celle de référence S,y consiste en un recalage non-rigide des deux
images, c’est-a-dire en considérant des déplacements plus fluides que de simples translations.
L’algorithme utilisé, I’algorithme des démons [160], se base sur un modele diffusif des parois
des structures. Son principe peut étre formalisé simplement par un algorithme de recalage
par descente de gradient [161] : il s’agit de calculer la matrice u itérativement en cherchant
a minimiser le critéere C' défini par ’expression (3.14) a chaque pixel repéré par r :

Clu) = / (St (1 — ) — Syos(r))? dr (3.14)

Sovj(r — u) est 'image de speckle de I'objet transformée de sorte qu’elle tende a devenir
identique a I'image de speckle de référence S,..r. Le critere C' est minimal lorsque la matrice
des déplacements u la mieux approchée de la transformation a été atteinte.
Numériquement, un développement de Taylor du critére C'(ug) pour une transformation wug
de départ arbitraire est effectué, ce qui permet d’accéder par identification & son gradient
et & sa matrice Hessienne , notés respectivement VC' (ug) et Hc(up). La minimisation de C
en présence de la perturbation ui, c’est-a-dire annulation de son gradient VC'(ug + uy) ~
VC(up) + He(up) - ur, implique 'égalité uy = —Hg ' (ug) - VO(ug). Ainsi, la valeur du champ
d’ajustement u; optimal a la transformation de départ ug est obtenue, et la matrice de
transformation est u = ug + uq.

La source des transformations est inspirée par les équations de flux optiques [162], dont
I’expression est presque équivalente, & un facteur pres, a celle de u obtenue par la méthode
des démons. Le calcul s’effectue a plusieurs échelles appelées niveaux pyramidaux, c’est-
a~dire plusieurs niveaux de résolution de comparaison des images. Pour chaque niveau, le
nombre d’itérations du calcul peut étre choisi. Une régularisation consistant en un lissage
gaussien de largeur G est appliquée a chaque niveau pyramidal. Bien que perturbatif, ce calcul
fonctionne pour de grands déplacements griace a ce caractere multi-échelles. L’optimisation
des parametres a été étudiée et fixée pour les diffuseurs et fronts d’onde que nous avons
étudiés a 3 niveaux pyramidaux de 3 itérations chacun, avec un lissage gaussien de largeur
G =2 px.

5. Matrice des dérivées secondes partielles.
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Intégration des gradients de phase Les valeurs de déplacement des grains de speckle
doivent étre intégrées afin d’obtenir les valeurs de phase d’apres 1’équation (3.12). La tech-
nique d’intégration utilisée est un algorithme de transformation de Fourier rapide qui permet
de forcer I'intégrabilité en tout point [163]. Cette intégration présente cependant des artefacts
si des objets de phase sont situés aux bords de 'image. La solution a ce probleme numérique
est d’étendre 'image des gradients dans toutes les directions autour de l'objet coupant le
bord, en dupliquant et en antisymétrisant I'image des gradients, afin d’assurer la continuité
aux bords [164].

Découplage de la phase et de ’intensité

L’image d’intensité peut aussi étre reconstruite a partir des images de speckle. En effet,
I'image de speckle objet est la multiplication de I'image d’intensité transmise par ’objet par
le motif de speckle.

Pour illustrer la contribution de 'intensité au processus de "recalage non-rigide", je consideére
ici un champ E = v/Te"¥ codant simultanément deux images : le terme de phase ¢ encode
I'image de Mona Lisa (figure 3.16b), tandis que le terme d’intensité I encode le portrait
de Leonard de Vinci (figure 3.16¢). A partir de ce champ qui sera le résultat a retrouver,
ou "ground truth', Tengfei Wu et Pascal Berto ont simulé les cartes de speckle typiquement
mesurées par notre analyseur. Ces simulations modélisent (i) 'interaction du champ avec un
diffuseur fin en introduisant un terme de phase aléatoire dont les statistiques reproduisent
celles de notre diffuseur d’angle caractéristique § = 1° et (ii) la propagation de Fresnel du
champ transmis jusqu’au capteur. Sur la figure 3.16a, on constate que cette image de speckle
(déformé) differe de celle obtenue par propagation d’une onde plane (référence) selon deux
aspects. Premierement, comme il est visible sur les agrandissements de la figure 3.16a, les
gradients de phase locaux du front d’onde provoquent des déplacements locaux u des grains
de speckle. Deuxiemement, la modulation d’intensité du champ se traduit dans I’énergie de
chaque grain de speckle.

Images réelles Reconstructions
aretrouver @ et I couplées @ et I découplées

ﬂﬁ

Figure 3.16 — Démonstration de la reconstruction d’images de phase et d’in-
tensité découplées a partir du recalage d’une image de speckle déformé sur une
image de speckle de référence. (a) Le speckle déformé est généré a partir de la
simulation de la propagation & travers un diffuseur d’un champ dont la phase et
I'intensité sont respectivement encodées par les images (b) et (c¢). L’algorithme
de recalage produit a partir des speckles les images de phase et d’intensité (d)
et (e). Des artefacts provenant du couplage entre phase et intensité dans le
speckle déformé (a) surviennent, et sont éliminés sur les images (f) et (g) apres
multiplication itérative de I'image d’intensité & 'image de speckle déformé.
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Les figures 3.16d,e présentent les images de phase et d’intensité respectivement obtenues par
I’algorithme des démons. On y constate que dans les régions de forts gradients d’intensité, le
recalage a partiellement échoué puisque les énergies des grains des images de speckle déformé
et de référence ne sont plus comparables. Les erreurs sur le déplacement des grains u meénent
donc a des erreurs sur 'estimation du gradient Vo = k(jT“ (équation (3.13)) qui causent
les forts artefacts visibles sur I'image de phase 3.16d. De plus, comme on peut le voir sur
la figure 3.16e, des artefacts semblables a une granularité surviennent également sur I'image
d’intensité calculée par normalisation de 'image de speckle déformée par celle de référence,

venant des déplacements locaux u présents entre ces deux images de speckle.

Mon travail ici a consisté a inclure dans I’algorithme de recalage non-rigide une étape itérative
de "réinjection de l'intensité" pour découpler la phase et 1’intensité. En effet, la déter-
mination des déplacements des grains de speckle est faussée lorsque les intensités sont trop
différentes dans les images de référence et déformée (par exemple dans les agrandissements
de la figure 3.16a). L’idée est ici d’utiliser une estimation de l'intensité pour renormaliser les
images de speckle et en déduire de meilleures estimations de la phase.

L’algorithme est schématisé sur la figure 3.17. Une fois la matrice des transformations v du
speckle objet vers celui de référence calculée par une premiére itération de 'algorithme de re-
calage, I'image d’intensité est obtenue en divisant 'image de speckle objet recalée Syp;(r —u)
par I'image de speckle de référence Sy r(r).
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Figure 3.17 — Algorithme de recalage non-rigide de I'image de speckle déformé
sur celle de référence avec découplage de la phase et de I'intensité.
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Avant normalisation, il est nécessaire d’appliquer un filtrage passe-bas (convolution des images
de speckle par une gaussienne de largeur 3 pixels) afin d’éviter une division par les "zéros"
des zones sombres. L’intensité obtenue est ensuite re-multipliée itérativement au speckle de
réference avant re-normalisation. De cette maniere, les cartes de speckle Syp; et I x Sp.cf
présentent des grains de speckle d’énergie équivalente, ce qui permet une meilleure estimation
des déplacements u lors de ’étape de recalage par ’algorithme des démons. En pratique, une
unique itération de ce processus de réinjection de l'intensité est suffisante pour supprimer
toute granularité résiduelle sur les reconstructions de phase et d’intensité (voir figures 3.16f,g).
Cette étape permet donc non seulement la reconstruction de I'image d’intensité pour une
caractérisation compléte du champ complexe transmis, mais aussi une contribution
importante a I'optimisation du calcul de u et donc de I’image de phase.

Résolution spatiale et limites de la mesure de phase

La sensibilité de la mesure de phase par DiPSI dépend de la valeur de la distance diffuseur-
plan image d : plus elle est élevée, plus les déplacements induits 6d sont grands (effet de bras
de levier) et donc mieux ils sont résolus. En revanche, ce gain de sensibilité en augmentant d
se fait au détriment du nombre de pixels nécessaire pour définir un pixel de phase, puisque
les faisceaux diffusés s’élargissent et la figure se floute. On peut donc ajuster la valeur de
d pour trouver un compromis entre sensibilité et taille du pixel de phase. Il s’agit d’un
avantage important de la technique DiPSI : le choix de privilégier la sensibilité ou la
résolution peut étre adapté a 1’échantillon. Ceci n’est pas possible, par exemple dans
le cas d’un Shack-Hartmann pour lequel la distance d est nécessairement égale a la focale des
microlentilles f.

En pratique, un compromis satisfaisant pour 'imagerie d’échantillons biologiques est atteint
pour une valeur de typiquement d ~ 3mm. On détermine dans cette configuration un bruit
de phase d’environ 1.5nm (pour une caméra PCO Panda) et une résolution spatiale définie
par un pixel de phase d’environ 8 x 8 pixels©.

3.4.4 Conclusion sur le choix de méthode d’imagerie de phase

La capacité de mesurer de fagon distincte I'intensité et la phase d’un champ électromagnétique
est précisément ce qui différencie les méthodes d’imagerie de front d’onde de celles de micro-
scopie a contraste de phase présentées a la section 3.2. L’intensité des images reconstruites ne
provient plus d’un couplage entre l'intensité transmise et le déphasage par I’échantillon, mais
indique de véritables valeurs quantitatives. Contrairement a I’holographie, I'imagerie de
front d’onde ne mesure cependant pas une valeur absolue de phase car elle repose sur une
mesure de gradient de phase. Pour I'imagerie de phase, cela n’est généralement pas problé-
matique : la constante d’intégration est fixée en définissant comme déphasage nul une zone
de I’échantillon dénuée d’objet (zone contenant uniquement le milieu de culture cellulaire).

L’analyseur DiPSI constitue une méthode d’imagerie d’intensité et de phase quantitative de
haute définition. La simplicité du montage auto-référencé permet d’en réaliser un simple
accessoire compact de microscope, sans la nécessité d’une table optique sur coussins
d’air. De plus, contrairement aux masques de phase composés de matrices de micro-lentilles
ou de réseaux de diffraction, le diffuseur fin est un objet simple, facilement disponible et peu
coliteux. La technique a donc un fort potentiel de dissémination.

La suite de ce chapitre présente des travaux effectués avec la méthode DiPSI. La section
suivante détaille 'implémentation expérimentale du montage optique, en vue de produire des
images de dynamiques intracellulaires qui seront présentées en section 3.6.

6. En pratique, on fixe empiriquement le taux d’échantillonnage des images de phase a i pixel.
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3.5 Microscopie quantitative de phase DiPSI

Le montage expérimental de I'imageur DiPSI est schématisé sur la figure 3.18. Il se base sur
un simple microscope inversé (Olympus IX71) dont le plan image est directement formé sur
une caméra, précédée du diffuseur fin & une distance d. Le choix de la valeur d = 3mm est
discuté dans la section précédente. Le plan de I’échantillon du microscope est illuminé en
transmission par une source incohérente temporellement (typiquement une lampe halogeéne)
en configuration d’illumination Koéhler.
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Figure 3.18 — Montage d’analyse de front d’onde avec un diffuseur fin (DiPSI).

Le montage utilise un diffuseur fin placé a une distance d de la caméra en sortie

d’un microscope standard illuminé par une onde plane. L’illumination en onde

plane est obtenue par une configuration de Kéhler. Les distances de focalisation
ne sont pas représentées a l’échelle par souci de compacité.

3.5.1 Illumination

L’illumination doit étre cohérente spatialement et parallele a 1’axe optique de maniére a
illuminer 1’échantillon avec un front d’onde proche d’une onde plane. Dans ces conditions, la
mesure de phase quantitative peut alors s’approximer & Ap(z,y) = [ n(z,y, z)dz. La source
est pour cela collimatée a ’aide d’une configuration de Kéhler (voir figure 3.18) : une premiere
lentille accolée a un diaphragme appelé diaphragme de champ image la source dans la pupille
arriere du condenseur. La position axiale du condenseur est ajustée de maniére a former
I'image du diaphragme de champ dans le plan de I’échantillon observé. Une forte cohérence
spatiale d’illumination est obtenue en maintenant le diaphragme d’ouverture a la limite de
fermeture (ONillumination < 01)
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Une source blanche halogéne (Olympus U-LH100-3) peut étre utilisée en association a un
filtre passe-bande (typiquement A = 576 + 50nm), délivrant apres filtrage une puissance
lumineuse de 'ordre de 100 pW avec les diaphragmes fermés. Pour des besoins de plus grande
puissance, comme a la section 3.7, une source équipée de plusieurs diodes électroluminescentes
(Lumencor Spectra X) de longueurs d’onde variables est couplée & une fibre multi-mode de
largeur de cceur 200 pm. La sortie de fibre est collectée par un collimateur de distance focale
10mm. On a ainsi acces a une puissance d’illumination de 'ordre du mW.

3.5.2 Réimagerie du diffuseur

Diffuseur
Caméra (a)
Réimageur
_______ N N
Caméra AN (b)
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Figure 3.19 — (a) Montage d’analyse de front d’onde avec un diffuseur fin &
distance d de la caméra (détail de la figure 3.18). (b) Montage d’analyse de
front d’onde avec un diffuseur fin réimagé a la distance d de la caméra.

En pratique, la configuration présentée en figure 3.19a nécessite de placer le diffuseur a typi-
quement d = 3mm de la caméra. Pour certaines caméras, cela pose des problémes d’encom-
brement, notamment dus a la présence d’une fenétre de protection devant le capteur. Plutot
que de placer physiquement le diffuseur devant le capteur, une solution consiste a réimager
celui-ci avec un télescope de grandissement M = 1 & une distance d = 3 mm du capteur (voir
figure 3.19b).

Cette solution présente 'avantage de faciliter ’étape de calibration de la distance d. Pour la
configuration présentée en figure 3.19a, il est nécessaire de mesurer un objet de phase connu
pour la calibrer. En revanche, pour la configuration présentée en figure 3.19b, le controle
précis de d est effectué en placant le diffuseur sur une platine de translation.

3.5.3 Traitements de I'image de phase

L’obtention d’une image de phase requiert ’acquisition de deux images de speckle, I'une de
référence et l'autre de 'objet. L’image de référence est acquise sans l'objet, généralement
dans une zone vide de 1’échantillon (qui contient seulement le milieu de culture dans le cas
d’imagerie cellulaire). L’image de référence contient donc un speckle qui est déformé unique-
ment par les éventuelles aberrations du montage, qui sont ainsi éliminées lors du recalage
non-rigide.

Deux exemples d’images d’intensité et de phase de cellules sont présentés sur les figures 3.20
et 3.21. Notons que I’échelle de couleur des images de phase indique la valeur de différence de
chemin optique § en nm. Par abus de langage, 'appellation phase sera dans la suite utilisée
de fagon interchangeable pour désigner J et la phase réelle ¢ = 27”5 qui s’exprime en radians,
dans la mesure ou ces deux grandeurs ne difféerent que d’un facteur constant 27”
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Comme attendu, ces images de phase présentent un contraste bien plus important que celles
d’intensité. Afin de mieux distinguer les organites, un filtrage passe-haut des fréquences spa-
tiales peut étre appliqué sur I'image de phase (a droite sur les figures 3.20 et 3.21).
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Figure 3.20 — Cellules ovariennes de hamster imagées par DiPSI.
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Figure 3.21 — Cellule de Miiller (voir section 3.6) imagée par DiPSI.

Pour des acquisitions longues, ou plus exactement si un certain délai (typiquement plusieurs
secondes) sépare l'acquisition de I'image de référence et la mesure, on observe une courbure
sur les images de phase qui n’a pas de réalité physique dans I’échantillon. Celle-ci peut étre
induite par des dérives mécaniques du condenseur ou de l'objectif. Elle peut étre également
due a une dilatation du capteur causée par I’échauffement de la caméra durant ’acquisition.
Ce type d’artefact dégrade l’estimation de la masse seche et réduit le contraste de I'image
de phase. Cette courbure de phase peut étre néanmoins facilement estimée par un filtre
polynomial bidimensionnel d’ordre 2 afin d’étre soustraite a I’image brute.

Ce montage d’imagerie de front d’onde DiPSI ne requiert quasiment aucune modification
d’un microscope standard. Les deux caractéristiques cruciales qu’il doit vérifier sont une illu-
mination de haute cohérence spatiale et la présence d’un diffuseur fin a quelques
millimétres du plan image. Le systéme doit également étre protégé de sources exté-
rieures de lumiere et des flux d’air qui occasionnent des fluctuations parasites de la phase.
Lorsqu’elles sont vérifiées, ces conditions se traduisent par I’obtention d’un bruit de phase
faible, inférieur ou égal a 1.5 nm RMS. Ces images de phase, telles que celles des figures 3.20
et 3.21, sont reconstruites par ’algorithme de recalage non-rigide a partir de deux images
de speckle : I'une acquise en présence de la cellule, I'autre acquise dans une zone vide de
I’échantillon, c’est-a-dire ne contenant que le milieu de culture cellulaire. Ainsi, des images
de phase quantitative de haute définition peuvent étre obtenues sans exiger de marquage
ou d’expertise particuliere, a ’aide d’une instrumentation extrémement simple.

La sensibilité de la méthode est mise a profit dans la section suivante pour mettre en
contraste I’activité intracellulaire.
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3.6 Imagerie de dynamiques cellulaires par imagerie de front
d’onde

La microscopie de phase quantitative permet d’accéder non seulement & une information mor-
phologique (ou structurelle) dénuée d’artefacts, mais aussi & la mesure de masse seche d’une
cellule ou d’un organite donné avec une précision de l'ordre du picogramme [117, 165, 166]
(soit une erreur relative de l'ordre de 1% pour une cellule). Elle rend ainsi possible I'identifi-
cation sans marquage des lysosomes ainsi que leur discrimination vis & vis d’autres vésicules
[122]. La méthode permet non seulement de détecter le cytosquelette, mais également de
différencier les filaments d’actine des microtubules [167]. Plusieurs travaux démontrent éga-
lement la possibilité de discriminer différentes populations cellulaires : la détection d’anthrax
dans une population de bacilles [34], ou encore la classification de spermatozoides [168]. La
mesure de phase peut également étre utilisée comme un marqueur de la viabilité cellulaire,
permettant notamment d’identifier différents processus de mort cellulaire [118, 119]. Associée
a une segmentation de cellules, elle permet finalement de suivre quantitativement des pro-
cessus de division cellulaire et fournit des indications relatives a 1’état du cycle dans lequel
la cellule se trouve [117].

La méthode n’apporte évidemment pas le méme degré de spécificité que la microscopie de
fluorescence, mais elle a pour avantage de s’affranchir de certains inconvénients des marqueurs
exogenes ou endogenes. Ces marqueurs impliquent en effet une complexité accrue pour 'ex-
périmentateur, mais peuvent aussi induire un certain stress sur la cellule dont la physiologie
normale peut étre altérée. Dans certaines applications thérapeutiques, toute altération ou
marquage fluorescent des cellules est d’ailleurs rédhibitoire si elles sont destinées a un pa-
tient. Un autre avantage notable des techniques sans marquage est de s’affranchir de tout
blanchiment, donc de permettre de suivre des cellules sur des temps tres longs.

Notons que ’aspect dynamique de ce signal de phase, relatif au suivi temporel de flux
de matiere, a jusqu’a présent été peu investigué. Pourtant, il est une des caractéristiques
fondamentales du métabolisme cellulaire et est donc crucial a une étude complete des
phénomenes biologiques.

Additionnellement & 'information dynamique, ’analyse différentielle des images met en va-
leur les fluctuations par rapport a un fond statique [169], et le contraste peut s’en trouver
fortement augmenté. L’observation d’une infection virale a 1’échelle intracellulaire requiert
par exemple ’association d’une haute résolution spatiale a une étude dynamique pour discri-
miner le virus des milieux qu’il parcourt [109]. De plus, la discrimination des éléments selon
leur dynamique est un pas vers un gain en spécificité pour notre méthode d’imagerie.
En effet, ce caractére non spécifique de 'imagerie de phase est un inconvénient majeur par
rapport aux méthodes utilisant des marqueurs fluorescents qui se fixent & des molécules par-
ticuliéres, ou la microscopie Raman dont le signal est composé de signatures spectrales des
espéces chimiques.

Cette section vise a explorer I'information apportée par une mesure dynamique et quanti-
tative de phase, dans la perspective de révéler des informations sur le métabolisme de
la cellule ainsi que d’accroitre la spécificité.

Tandis que tout type de cellule est un potentiel candidat intéressant a I'imagerie de dyna-
miques, nous nous concentrons ici majoritairement sur des cellules rétiniennes.




3.6. Imagerie de dynamiques cellulaires par imagerie de front d’onde 95

3.6.1 Contexte biologique

Au centre hospitalier national ophtalmologique des Quinze-Vingts et & I'institut de la Vision,
les recherches se focalisent sur le systéme visuel et en particulier sur la rétine. Ce tissu
nerveux, responsable de la détection lumineuse, tapisse le fond de I'ceil et est composé de la
superposition de deux parties principales (voir figure 3.22) [170-172] :

— D’épithélium pigmenté rétinien, formé de cellules riches en mélanine en contact direct
avec les photorécepteurs qui absorbent les photons résiduels non captés.

— la rétine neurale, structurée par des couches de neurones tel que les photorécepteurs
a cones (vision de jour) et a batonnets (vision de nuit), les interneurones (amacrine,
horizontale et bipolaires) en relation avec les cellules ganglionnaires dont les axones
forment le nerf optique.

Cette organisation est structurée par des cellules gliales de Miiller, qui forment des armatures
traversant la rétine neurale de part en part.

Epithélium pigmenté

Batonnets

Cellules J
de Miiller

=D
Cellules R

ganglionnaires

Cellules

Rétine bipolaires

Figure 3.22 — Représentation schématique de la rétine (adaptée de [171] et

[173]), tissu constitué de couches cellulaires recouvrant la paroi interne de Pceil.

La lumiere est focalisée par la cornée sur le fond de la rétine pour étre traitée

par les photorécepteurs (cones et batonnets). Le signal est transféré aux cel-

lules ganglionnaires dont les axones se regroupent pour former le nerf optique

se projetant vers le cerveau. L’ensemble de la structure est maintenu par les
cellules gliales de Miiller.

In vivo, 'imagerie & haute résolution de la rétine requiert 'usage d’optique adaptative [174,
175] ou de corrections numériques [38] pour compenser les aberrations optiques apportées lors
de la traversée du globe oculaire par la lumiére (humeur aqueuse, cornée, et dans certains cas
de la sclére), mais aussi et surtout par les variations du film lacrymal, additionnellement aux
mouvements de 'ceil. Quant a I’étude ex vivo, elle se pratique soit sur des rétines animales,
soit sur des organoides rétiniens, rétines en culture in vitro développées a linstitut de la
Vision [176, 177] a partir de cellules souches pluripotentes induites.

Cellules souches pluripotentes induites (iPS : induced Pluripotent Stem cells)
Cette innovation de Shinya Yamanaka [178], récompensée par le prix Nobel de médecine
de 2012, permet de reprogrammer génétiquement une cellule somatique en cellule souche
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pluripotente. Pour cela, quatre genes spécifiques soutenant la pluripotence sont réactivés
par leur introduction dans les cellules a reprogrammer. Ainsi, ces cellules iPS posseédent un
caractére embryonnaire et peuvent se multiplier et se différencier en tout type de cellule du
corps humain. Il est ainsi potentiellement possible de produire n’importe quel type cellulaire
en quantité illimitée, si les conditions de différenciation sont adaptées.

Différenciation des cellules iPS en cellules rétiniennes Un protocole de différencia-
tion de cellules iPS en organoides rétiniens a été développé a l'institut de la Vision par Sacha
Reichman et al [176, 177]. Un organoide est un tissu cellulaire complexe reproduisant un
organe in vitro. La partie neurale de la rétine est ainsi reproduite en un organoide rétinien
tridimensionnel de diameétre pouvant atteindre le millimetre, qui présente une partie des ca-
ractéristiques morphologiques et fonctionnelles d’un ceil. Certains types cellulaires de la rétine
comme ’épithélium pigmentaire ou les cellules de Miiller peuvent aussi étre isolés et produits
séparément a partir de ces organoides. Les recherches sur des maladies comme la rétinite
pigmentaire [172] ou la dégénérescence maculaire liée & I’age [179] sont fortement facilitées et
accélérées grace a ces nouveaux modeles cellulaires in vitro humains.

Cellules iPS et thérapies Puisque les cellules et organoides ainsi produits portent le gé-
nome du patient, ils peuvent reproduire in vitro certaines pathologies, permettre d’en étudier
la réponse a des molécules thérapeutiques, donc autoriser la mise au point de thérapies hau-
tement personnalisées. On peut alors étudier la maladie héréditaire d’un patient spécifique
de fagon extrémement peu invasive.

Pour la méme raison, 1'utilisation des cellules iPS se développe en médecine régénérative par,
entre autres, la transplantation des dérivées dans les tissus malades dont des cellules ont
dégénéré. Les cellules produites a partir d’iPS d’un patient sont susceptibles de constituer
des autogreffes, qui minimisent tout risque de rejet pour le patient : on peut par exemple
imaginer de produire a partir des propres cellules du patient des photorécepteurs destinés
a remplacer ceux qui auraient été détruits par une pathologie. Leurs potentiels thérapeu-
tiques en recherche biomédicale et clinique suscitant un grand intérét, un approfondissement
de leur caractérisation par des techniques innovantes dans le domaine, comme l'imagerie de
dynamiques, est ici envisagée. Il est évidemment impossible d’utiliser des marquages fluores-
cents dans le contexte d’une utilisation chez I’humain, et 'utilisation d’une imagerie de phase
("label-free") prend ici tout son sens.

3.6.2 Traitement numérique et représentation colorimétrique

Pour observer 'activité biologique d’un spécimen, ’acquisition d’une série d’images dans
le temps est incontournable puisqu’une image instantanée fige la scene a l'instant précis
de l'acquisition, par intégration des signaux optiques pendant la durée d’exposition. C’est
d’ailleurs 'une des principales forces des techniques optiques par rapport a la microscopie
électronique, qui autorise une meilleure résolution mais ne peut travailler que sous vide, donc
sur des échantillons morts et figés dans le temps. Ainsi, une vidéo permet d’analyser les
dynamiques en jeu, a condition que sa résolution temporelle soit adéquate : les composantes
de fréquences supérieures a la cadence d’acquisition n’y sont pas accessibles. Ainsi, dans

une vidéo de haute résolution spatiale composée de N images acquises a la cadence fucq, il

est possible de calculer des fluctuations s’étalant sur une gamme de fréquences {fj‘\?q, ! “;q}.

Une maniere d’en produire un outil d’analyse visuelle est de créer une image dont le
contraste est basé sur les variations d’amplitude des signaux selon leur fréquence.
Les informations d’activité (intra)cellulaire quantitatives sont alors traduites par un codage
colorimétrique.
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Un traitement proposé et mis au point dans le domaine de ’'OCT plein champ (FFOCT 7)
permet de coder dans les couleurs de I'image des données fréquentielles quantitatives associées
aux dynamiques de I’échantillon [111]. Cette méthode, appelée OCT plein champ dynamique
(D-FFOCT), propose d’analyser les fluctuations d’un échantillon afin de les coder de ma-
niére colorée, en utilisant différents espaces colorimétriques. Outre I'espace RVB (Rouge Vert
Bleu) bien connu, ’espace d’encodage connu sous les acronymes TSV pour "Teinte Saturation
Valeur" ou TSL pour "Teinte Saturation Luminance" (ou encore HSV en anglais pour "Hue
Saturation Value") permet de coder efficacement 3 informations différentes sur chacun des
canaux.

Le contraste de 'OCT plein champ differe de celui de 'imagerie de front d’onde principa-
lement de par son origine mixte en amplitude et en phase, sa capacité de sectionnement
optique, et sa détection des signaux exclusivement rétrodiffusés. L’imagerie de phase quanti-
tative, quant & elle, ne bénéficie pas d’'un sectionnement optique, mais possede la capacité de
suivre quantitativement des flux de matiere de par sa capacité a mesurer une phase découplée
de l'intensité. En effet, la mesure de densité de masse seche [113, 114] a par exemple permis
de développer une méthode de mesure de vitesse de transport actif et diffusif, par analogie
avec la spectroscopie de diffusion dynamique de la lumiere [180].

Cette section présente 'application du traitement dynamique développé pour 'OCT plein
champ [18, 111] aux images de phase quantitatives telles que présentées a la section précé-
dente, dans le but d’y ajouter une analyse d’activité quantitative ainsi qu'un gain en définition
vis-a-vis des structures dynamiques d’intérét.

Représentation RVB

La représentation d’un phénomeéne sur une image peut s’effectuer par le biais de plusieurs
espaces d’encodage. Par exemple, 'utilisation de ’espace RVB résulte en une image en fausses
couleurs dont chaque canal parmi les canaux rouge, vert et bleu encode une grandeur d’intérét
différente, ou un intervalle de valeurs différent de la grandeur d’intérét.

Un premier traitement proposé ici utilise une pile d’images acquises a une fréquence f4cq, sur
laquelle les fluctuations ont été extraites sur 3 gammes de fréquence, codées chacune par I'un
des canaux R, V ou B.

On note I(x,y,t) cette pile d’images. Les fluctuations temporelles peuvent étre calculées
pour chaque pixel (x,y) sur la troisitme dimension ¢ par transformée de Fourier temporelle.
L’image d’amplitude de fluctuations, notée V' (z,y), sur 'intervalle de fréquences |[f1; f2] vaut
alors : [18]

f2
Viz,y) = : F(z,y, OIf) df (3.15)

1
Une séquence d’images de phase de cellules ovariennes de culture est acquise a la fréquence
facg = 1Hz. La figure 3.23a en présente la premicre et la derniere image, avec un filtrage
spatial passe-haut permettant une meilleure visualisation, voir figure 3.20. Le calcul (3.15)
est effectué sur trois intervalles de la gamme de fréquences }0; %} accessible par transformée
de Fourier, sur des sous-piles de 180 images issues de la séquence.
La figure 3.23b en présente deux images résultantes, pour lesquelles on a associé les intervalles
[5,250], [250,450] et [450,500] mHz aux canaux bleu, vert et rouge respectivement. De cette
maniere, la couleur de chaque pixel des images encode une composante de fréquence suivant
le recouvrement des trois canaux en synthese additive, les couleurs "chaudes' correspondant
aux fréquences de fluctuation les plus élevées.

7. FFOCT est 'acronyme de "full-field optical coherence tomography".
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Le contraste de I'image de fluctuations apporte une nette compartimentation entre les cel-
lules et le fond statique, mais aussi entre le cytoplasme et le noyau, moins actif, ainsi qu’entre
des organites tres actifs et le reste du cytoplasme. Ce contraste permet une visualisation de
I'image en termes d’activité biologique, car ’amplitude de fluctuation des dynamiques actives
est fortement supérieure a celles des dynamiques browniennes [19]. Une interprétation plus
approfondie de ces images de dynamiques sera faite a la section 3.6.3.

Notons qu’ici, les trois intervalles de fréquence ont été choisis arbitrairement de fagon a
optimiser le contraste pour cet échantillon. Pour une représentation plus naturelle, il peut étre
préférable de générer un codage colorimétrique sous forme d’une échelle linéaire de fréquences.
C’est partiellement pour cette raison que nous utilisons dans la suite la représentation TSV
également utilisée en D-FFOCT [19]. L’autre apport de cette représentation est un encodage
plus riche, et visuellement accessible, des propriétés dynamiques.

-60

450-500
mHz

o 250-450 5-250
mHz mHz

Figure 3.23 — (a) Images de phase de cellules ovariennes de hamster (Chinese
Hamster Ovarian cells CHO) acquises par DiPSI et traitées par un filtrage
passe-haut des fréquences spatiales. Délai entre les images représentées : 30 min.
(b) Images de fluctuations sur la gamme ]0; £ 2] calculées par I’équation (3.15),
représentées dans l’espace RVB. Le canal bleu code ici pour l'intervalle de
fréquences [5; 250] mHz, le vert pour [250; 450] mHz, et le rouge pour [450;

500] mHz.
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Représentation TSV

L’espace colorimétrique TSV (Teinte, Saturation, Valeur) permet d’utiliser deux autres ca-
naux orthogonaux a la couleur, ou teinte : la saturation et la valeur d’intensité, pour adjoindre
deux autres grandeurs a 'image. La figure 3.24 est une maniere de le représenter.

Figure 3.24 — Représentation schématique de l’espace TSV [181]. Un pixel de
I'image code pour trois grandeurs représentées respectivement par :
- sa couleur sur une gamme choisie du spectre visible,
- la saturation de cette derniere allant du gris a une couleur vive,
- sa valeur d’intensité lumineuse allant du noir au clair.

Le choix des grandeurs assignées aux canaux T, S et V dans ce projet est identique a celui
adopté en D-FFOCT [18, 111] :

— Teinte : valeur moyenne du spectre en fréquences temporelles.

— Saturation : largeur spectrale du spectre en fréquences temporelles.

— Valeur : amplitude des fluctuations & une fréquence caractéristique choisie.

Trois images encodant chacune de ces trois grandeurs sont générées par les calculs détaillés
dans la suite, puis sont combinées en une image TSV. L’attribution de chaque canal a sa
grandeur est schématisée a la figure 3.25 (d’apres Kate Grieve et al [18, 111]).

Intensité

Données;'

Fréguence moyenne

Fréquence Fréquence

Densité spectrale
de puissance

moyen glissant

Figure 3.25 — Attribution des canaux de la représentation colorimétrique TSV

a trois grandeurs caractéristiques du signal temporel mesuré sur chaque pixel :

Iamplitude de ses fluctuations, la moyenne et I'écart-type de son spectre fré-
quentiel. Figure tirée des travaux de D-FFOCT [18, 111].
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Valeur La grandeur associée au canal "valeur', amplitude des fluctuations, est la méme
que celle que nous avons calculée précédemment, sur trois intervalles de fréquence différents,
pour la représentation RVB présentée a la figure 3.23.

Pour n’utiliser qu'un canal du code couleur, on peut aussi calculer 'amplitude des fluctuations
a une fréquence spécifique %, en moyennant I’écart-type sur les images espacées temporel-
lement de 7 = fach Si facq est la fréquence d’acquisition de la pile des NV images, I’amplitude
des fluctuations a la fréquence % est I’écart-type entre les images séparées de ’entier n, sur
une sous-pile de taille Ny, moyenné sur toutes les sous-piles constituant la pile [182].

1 Qe n 2
V(.%',y) = < N. Z (I(l‘,y, fafq) - <I($7yvt)>t> > (316)
S p:1 N

Ns

Deux parametres peuvent étre modifiés dans cette expression : n est relatif a la fréquence
choisie, =2 et pourra étre fixé en fonction du phénomene étudié, et Ng détermine la durée
de moyennage. Le choix de la taille des sous-piles N; détermine le ré-échantillonnage de la
vidéo initiale en une nouvelle vidéo d’images dynamiques : si Ny = N, on ne produit qu’'une
unique image représentant les dynamiques de toute la vidéo initiale, et si Ny < %, on peut
générer plusieurs images dynamiques sur la dimension temporelle. Ny doit alors étre choisi de
maniére a permettre une visualisation & la cadence voulue (pour ne pas risquer de manquer
des phénomenes pertinents) tout en permettant le calcul sur un nombre significatif d’images

(pour obtenir un rapport signal & bruit satisfaisant).

L’effet "stroboscopique" qui fige les composantes de fréquence f‘;ﬁ du signal est illustré sur
la figure 3.26.

(b)

Figure 3.26 — Illustration de la mesure de 'amplitude d’une composante de

acq

fréquence ~2=* par la mesure de la moyenne des écart-types entre toutes les
suites d’images séparées de n images (équation (3.16)). En réalité, le calcul est
effectué de fagon glissante sur toutes les images. (a) Sur un signal de fréquence
%, toutes les images espacées de n ont le méme niveau de signal, dont 1’écart-
type est constant et sa moyenne V' est maximale. Le signal sur le pixel contenant
cette composante sera donc élevé. (b) Sur un signal de fréquence différente
de %, la moyenne des écart-types V tend vers zéro pour un grand nombre
d’images moyennées. Le signal sur le pixel contenant cette composante sera
donc proche de zéro.
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La méme séquence d’images de phase utilisée a la figure 3.23 est a présent traitée en utilisant
I’équation (3.16) pour une fréquence ! 2l = IHZ = 100mHz sur des sous-piles de N; = 100
images. Le nombre total d’images de la pile N etant ici égal & 1800, on a donc, apres traite-
ment glissant avec un pas de 4 images, un film de 425 images d’amplitudes de fluctuations
V(x,y). Deux d’entre elles sont présentées sur la figure 3.27 (de maniére monochrome puisque
seule la variable V' est représentée ici). On retrouve clairement dans leur contraste la com-
partimentation observée sur le résultat en représentation RVB de la figure 3.23.

V (u.a.)

Figure 3.27 — Images de fluctuations des images de phase de la figure 3.23a
calculées par I’équation (3.16) avec n = 10 et Ny = 100. Le contraste provient

des variations d’amplitude des fluctuations a la fréquence % = 100 mHz.
Délai entre les images représentées : 30 min.

Etude du spectre : teinte et saturation Dans les canaux "teinte" et "saturation", nous
encodons respectivement, pour chaque pixel, la fréquence moyenne et la largeur spectrale de
la densité spectrale de puissance P(x,y, f). Celle-ci est obtenue par transformée de Fourier
temporelle du signal, puis par sa normalisation pour obtenir une distribution de probabilité :
[111]

__Fll00)
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Afin de mettre en évidence un comportement spectral typique, deux spectres moyennés au sein
du noyau et dans un organite du cytoplasme (des zones d’activité habituellement contrastées)
sont tracés sur la figure 3.28a.

Ces deux courbes présentent des comportements visiblement différents qui peuvent étre ca-
ractérisés par leur fréquence moyenne et leur écart-type. La fréquence moyenne est ainsi
clairement plus élevée dans le cytoplasme, plut6t actif, que dans le noyau.

La valeur moyenne est alors calculée en une image qui constituera le canal "teinte", T'(z,y),

par ’expression suivante :
— 7 -Pla.y) (3.18)

ou 7 est un vecteur que 'on génere sur la base des fréquences du spectre P(z,y, f).
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Figure 3.28 — (a) Spectres moyennés dans les deux zones indiquées sur I'image

(b). La zone orange est dans le noyau et présente une valeur moyenne spec-

trale plus faible que la zone bleue, placée sur un organite actif. (b) Image de

contraste quantitatif sur la fréquence moyenne du spectre P(z,y, f) calculée
par ’équation (3.18).

La figure 3.28b présente une image dont le contraste représente les variations quantitatives
de la valeur moyenne du spectre de ’équation (3.17). Cette quantité sera encodée dans la
teinte de I'image TSV. Ainsi, 'observateur bénéficiera d’une échelle de couleurs indiquant
directement les valeurs quantitatives moyennes de fréquence des éléments de l'image, les
couleurs "froides" encodant une fréquence moyenne plutét faible, et les couleurs "chaudes"
une activité de fréquence moyenne plus élevée.

L’écart-type de la distribution P(x,y, f) (équation (3.17)) est également exploité afin de pon-
dérer le codage couleur par I’écart-type a la valeur moyenne représentée des composantes. En
encodant cette erreur dans la saturation de la teinte, les composantes ayant une fréquence bien
définie, c’est-a-dire dans une bande étroite autour de leur fréquence moyenne, apparaissent
en couleurs vives et sont mises en valeur par rapport aux composantes présentant une large
distribution qui sont fréquentiellement plus indistinctes et se retrouvent plus grisées. A partir
de P(z,y) et de 7, Pécart-type noté S(zx,y) car encodé dans le canal "saturation" de I'image
TSV est calculé par :

Stay) =/ 72 Plry) - (7 - Pay)’ (3.19)

Les trois images générées par les équations (3.16), (3.18) et (3.19) sont finalement combinées
pour former les images en représentation TSV présentées dans la suite.
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3.6.3 Images de dynamiques intracellulaires

Des séquences vidéo acquises par I'imageur de front d’onde DiPSI ont été traitées tempo-
rellement par I’approche présentée dans la section précédente.

D’une part, la distribution fréquentielle est calculée et normalisée (équation (3.17)). Sa
valeur moyenne, calculée par I’équation (3.18), est encodée dans les couleurs de I'image, et
son écart-type calculé par I’équation (3.19) est encodé dans la saturation des couleurs.
D’autre part, une fréquence caractéristique est choisie selon le phénomeéne recherché dans
I’échantillon, et 'amplitude des fluctuations a cette fréquence est calculée par 1’équation
(3.16) et encodée dans la valeur d’intensité de 'image. Les images de dynamiques appa-
raissent donc colorées.

Par souci de clarté, un seul des 3 parametres (probablement le plus significatif) est indiqué
sur I’échelle de couleurs : la valeur moyenne des fréquences (canal "teinte", équation (3.18)).

Evolution et compartimentation intracellulaires

Outre 'information quantitative apportée par le code couleur, les images de phase de cellules
bénéficient d’'une compartimentation de leurs composants vis-a-vis de leur activité. La figure
3.29 montre les images microscopiques de phase quantitative d’une cellule de Miiller et de
cellules ovariennes de hamster, avant et apres traitement dynamique. Tandis que 'image de
phase quantitative (a gauche) présente un fort contraste permettant de distinguer de nom-
breux détails, tant dans le noyau que dans le cytoplasme des cellules, 'image de dynamiques
en représentation TSV (& droite) apporte un contraste supplémentaire de segmenta-
tion des cellules par rapport au fond, mais aussi de certains organites mis en valeur pour
leur forte activité par rapport aux composants plus statiques du cytoplasme. De la méme
maniere, le noyau des cellules est clairement délimité et montre ici une faible activité.

Hz
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Figure 3.29 — Images de phase acquises par DiPSI et traitées par un filtrage
passe-haut des fréquences spatiales. A droite, apres traitement dynamique en
représentation TSV. (a) Cellule de Miiller. Parametres temporels du traite-
ment : n = 10, Ny = 200, foeq = 4Hz. (b) Cellules ovariennes de hamster. Pa-
rametres temporels du traitement dynamique : n = 10, Ny = 100, focq = 1 Hz.
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Figure 3.30 — Extraits d'une vidéo d’une cellule de Miiller acquise avec ’ana-

lyseur de front d’onde avec un diffuseur fin (voir figure 3.21). Haut : images de

phase filtrées. Bas : images de phase filtrées traitées en dynamiques en repré-
sentation TSV. Délai entre chaque image représentée : 9 min.

D’autres observations intéressantes découlent des séquences vidéo acquises sur ces échan-
tillons. Sur la figure 3.30, on assiste probablement a ’apoptose de la cellule de Miiller, dont le
noyau, portant initialement une structure étoilée, se déstructure progressivement. Comme les
notres, certaines études menées en OCT ont mis en évidence une activité accrue des cellules
lors de certaines phases de 'apoptose. Les images de dynamiques aident a délimiter claire-
ment le noyau, et on observe que ce contraste net entre le noyau et le cytoplasme diminue au
cours de cette évolution.
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Figure 3.31 — Extraits d’une vidéo de cellules ovariennes de Hamster acquise

avec lanalyseur de front d’onde avec un diffuseur fin (voir figure 3.20). Haut :

images de phase filtrées. Bas : images de phase filtrées traitées en dynamiques
en représentation TSV. Délai entre chaque image représentée : 3 min.

Sur les images de phase de cellules ovariennes (figure 3.31), on constate que I'une des cellules,
située en bas et au milieu des images, subit une transformation au cours de 'acquisition :
initialement d’apparence similaire aux autres, elle s’arrondit et présente un comportement
caractéristique d’un détachement ou d’une entrée en division. Sur les images de dynamiques,
cette cellule se distingue des autres deés la premiere image de la vidéo de par ses couleurs plus
chaudes indiquant des fluctuations plus rapides, mais aussi plus vives et saturées, indiquant la
présence d’une forte composante dynamique. L’activité des composants de cette cellule
trahissent donc son futur comportement & un stade plus précoce que sur les
images de phase.
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Dynamiques de cicatrisation

Des dynamiques plus lentes sont étudiées sur la cicatrisation d’une plaie incisée au scalpel
dans un épithélium rétinien (RPE pour Retinal Pigmented Epithelium). Ce protocole a été
mis en place initialement par Kassandra Groux, Kate Grieve et al dans le but de reproduire in
vitro 'un des symptomes associés a la DMLA (Dégénérescence Maculaire Liée a I’Age, I'une
des principales causes de cécité dans les pays développés) [179] : un déchirement progressif et
spontané du tapis cellulaire constituant le RPE. Lorsque ce dernier ne remplit plus sa fonction
de support des photorécepteurs, une cécité locale survient a ’aplomb de la déchirure, qui tend
a s’élargir avec le temps chez les patients atteints de DMLA. L’observation des dynamiques
cellulaires liées a la cicatrisation de ces blessures rétiniennes a été effectuée en D-FFOCT et
les résultats valident leur utilisation en tant que modele artificiel de la maladie [110].

La figure 3.32 présente la premiere et la derniere image de phase d’une séquence vidéo durant
2.3 h. On visualise ici le rétrécissement de la largeur de l'incision. Tandis que sur les images
de phase 'apparence des cellules est homogene indépendamment de leur proximité ou non a
la plaie, les images de dynamiques révelent une forte activité des cellules situées a proximité
directe de la blessure. De ce fait, le processus de fermeture de la plaie peut étre étudié
a 1’échelle de P’activité cellulaire, de maniére quantitative.

-200

150

mHz

Figure 3.32 — Extraits d’une vidéo du processus de fermeture d’une plaie dans

un épithélium de rétine acquise avec 'analyseur de front d’onde avec un dif-

fuseur fin (voir figure 3.20). Haut : images de phase brutes. Bas : images de

phase traitées en dynamiques en représentation TSV. Délai entre les images
représentées : 2.3 h.
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J’ai récemment amélioré la reproductibilité du protocole en pratiquant 'incision non plus
au scalpel, mais a 'aide d’un laser (voir figure 3.33). La largeur de l'incision peut ainsi étre
controlée par la taille et la puissance du faisceau pour produire un modele d’étude plus fiable.
De plus, 'observation peut étre effectuée en continu avant, pendant et apres 'incision sans
avoir a déplacer I’échantillon pour pratiquer 'incision.

Figure 3.33 — Image en lumieére blanche d’une incision verticale effectuée au
laser dans un épithélium rétinien.

Pour concentrer une quantité d’énergie suffisante a la photoablation, c’est-a-dire la brilure de
I’épithélium, des impulsions laser de durées allant de la nano a la microseconde doivent étre
envoyées, avec une intensité comprise entre 107 et 101 W em =2 [183]. Le laser utilisé ici est un
laser supercontinuum Leukos délivrant des impulsions de I’ordre de 10ns sur une trés large
gamme de longueurs d’onde de 0.4 & 2.4 m. Pour ’essentiel, ce sont les longueurs d’onde
basses (autour de 400 nm) qui permettent une découpe efficace. Le faisceau est focalisé sur la
surface de 1’épithélium par un objectif de microscope de grandissement x50 et d’ouverture
numérique 0.6. En notant Ar = 2OLN I’extension de la fonction d’étalement du spot laser
latérale, la puissance créte P des pulses laser étant d’environ 3 W et leur cycle de travail
n = 40%, I'intensité déposée dans le plan de I’échantillon vaut I, = g—fQ ~ 108 Wem—2.

Ce protocole permettra une bien meilleure reproductibilité lors de ’étude des processus
de cicatrisation ou de dégénérescence de ce type de plaie sur les images de phase dynamiques.

3.6.4 Conclusion

L’analyseur de front d’onde avec un diffuseur fin associé & un traitement numérique tempo-
rel du type de celui de D-FFOCT [111] fournit un protocole d’'imagerie de dynamiques
intracellulaires facilement mis a disposition pour tout utilisateur. Les mouvements
des organites sont mis en contraste et leurs fréquences offrent un moyen supplémentaire de
caractériser I’état des cellules imagées.

Tandis que la résolution temporelle n’est limitée que par ’acquisition, des signaux pertinents
et exploitables ne sont observés qu’a des fréquences plutdt basses, et bien inférieures a celles
auxquelles on peut avoir acces. En effet, les dynamiques les plus rapides présentées dans ces
résultats sont celles de la figure 3.29 et sont de l'ordre du Hz, tandis que les caméras per-
mettent facilement d’atteindre le kHz. La limitation ne réside donc pas ici dans ’acquisition,
mais dans la sensibilité de la mesure. Les plus petits composants cellulaires qui produisent
des déphasages typiquement inférieurs & quelques nm sont ceux qui ont le potentiel d’étre en
agitation a haute fréquence, et ils ne sont alors détectés ni en phase, ni en dynamique. Pour
pouvoir étudier ces objets faiblement contrastés, une méthode permettant de gagner en
sensibilité de phase a été développée et est présentée dans la prochaine section.
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3.7 Gain en sensibilité de phase par filtrage spatial : qSCAT

Dans la section précédente, les composants cellulaires dont on détecte les mouvements sont
ceux qui produisent des déphasages suffisamment élevés, typiquement supérieurs au nano-
metre. Il reste difficile de détecter de plus petits objets dont le signal de phase est noyé dans
le bruit de détection (typiquement o, = 1nm).

La sensibilité est limitée par le fait que, dans notre configuration en transmission, I’ampli-
tude du champ diffusé est trés faible par rapport a celle du champ incident (|E4| < |E;]).
Dans ces conditions, la composante du champ électrique qui est déphasée par le petit objet
de phase est faible devant le fort champ électrique d’illumination, qui n’est pas déphasé. La
figure d’interférences est alors faiblement contrastée.

Récemment, la microscopie :SCAT [184, 185] a démontré la possibilité de détecter I'intensité
de nano-objets ayant une tres faible section efficace de diffusion. La méthode repose sur une
configuration en réflexion (voir figure 3.34b). Elle consiste & mesurer I'interférence entre le
champ incident, faiblement réfléchi par la lamelle, et le champ diffusé par les nano-objets.
Dans ces conditions, le déséquilibre entre les champs incident et diffusé est moins prononcé
et meéne a une figure d’interférences mieux contrastée. Comme la méthode d’holographie en
champ sombre présentée au chapitre 1, ce régime bénéficie du gain interférométrique apporté
par le signal de référence et fournit ainsi un rapport signal a bruit plus élevé qu’un champ
sombre classique (voir figure 3.34a). L’avantage principal, par rapport a la configuration ho-
lographique, est que la mesure est auto-référencée et donc relativement exempte de bruits
induits par des vibrations du bras de référence, ce qui permet d’améliorer le rapport signal a
bruit du signal interférométrique. Dans la version a-iSCAT [186] ou la version en transmis-
sion COBRI® [109, 187-189], un filtre spatial réfléchissant /absorbant est placé dans le plan
focal arriere du microscope afin de mieux rééquilibrer le rapport entre les intensités
lumineuses incidente |E;|?> et diffusée |Ey|? (voir figure 3.34c).? Le gain en sensibilité
résultant permet de détecter des objets de taille allant jusqu’a la protéine unique [109, 189].

= -t -t
EL Ed
caméra caméra caméra de phase
DF iSCAT COBRI qSCAT

(a) (b) (c) (d)

Figure 3.34 — Illustration des configurations microscopiques (a) en champ
sombre (Dark Field), (b) iISCAT, (¢) COBRI et (d) ¢SCAT. Figure adaptée
de [185].

8. Pour Coherent Brightfield.
9. Le méme procédé a été utilisé en holographie dans I’axe [190].
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Bien que les imageries iSCAT et COBRI soient des méthodes interférométriques, elles ne per-
mettent cependant pas de remonter quantitativement a la phase et 'estimation de la masse
séche est réalisée via une calibration contraignante de l'intensité [188, 189]. Notons que des
travaux récents proposent de remonter a la phase grace a une configuration d’interférométrie
a décalage de phase basée sur une modulation photothermique de la phase du champ incident
dans la pupille [191]. La méthode est cependant complexe & mettre en ceuvre et nécessite I’ac-
quisition de 4 images ce qui réduit la résolution temporelle, notamment pour les applications
en imagerie de dynamique envisagées ici.

Dans cette section, nous proposons une méthode d’imagerie en une seule acquisition de
la phase quantitative s’inspirant des techniques iSCAT/COBRI (voir figure 3.34d). Notre
méthode, que nous appelons gSCAT pour "quantitative scattering", amplifie le signal de
phase délivré par un montage d’imagerie de front d’onde par I'ajout d’un simple filtre
spatial dans le plan focal arriére de ’objectif. Elle permet ainsi la détection et I'ima-
gerie de phase quantitative de plus petits objets, ouvrant des perspectives d’observations
de nouveaux phénomenes biologiques et dynamiques.

3.7.1 Modele théorique

Nous avons déja posé les bases du probleme a la section 3.1 : le champ total collecté E; est
la somme du champ incident (n’ayant pas interagi avec 1’échantillon) E; et du champ diffusé
par 'échantillon E4 (voir figure 3.34d).

E, = E;i + By (3.20)

Cette sous-section démontre dans un premier temps pourquoi l'atténuation du champ E;
seul meéne a une amplification du déphasage mesuré. Nous proposons un modele permettant
d’ensuite retrouver la valeur de phase quantitative a partir de la mesure amplifiée.

Principe d’amplification du déphasage

Pour les objets transparents étudiés, 'amplitude du champ diffusé est tres faible devant celle
du champ incident non perturbé. L’équation (3.3) établit alors un simple déphasage ¢ entre
E; et E; (voir figure 3.2) :

B, ~ Eje ¥ (3.21)

La relation (3.20) associée a la condition |E;| > |E4| implique également que ce déphasage
@ est tres faible. La figure 3.35a représente les champs complexes et ce déphasage ¢ pour
une configuration classique d’imagerie de phase quantitative, dans laquelle on observe une
distribution ponctuelle du champ incident au centre de la fonction pupille arriere (plan de
Fourier). Le principe de la méthode d’amplification est le suivant : atténuer E; a pour
conséquence d’amplifier le déphasage entre les champs total collecté et incident,
notés Ej et E! en présence du filtre. Cet effet est illustré sur la figure 3.35b.

Notons que l'annulation compléte du champ incident E! = 0 produirait une illumination en
champ sombre grace a laquelle la diffusion serait contrastée au maximum sur I'image d’in-
tensité. Cependant, en analyse de front d’onde, la production d’une image de phase nécessite
d’accéder a une valeur de gradient de phase sur ’ensemble de I'image, ou a minima sur un
domaine connexe a celui qui est étudié. Dans les régions d’intensité nulle du champ sombre,
les gradients de phase n’étant pas définis, il serait impossible de les intégrer. Pour cette rai-
son, il est préférable de ne pas totalement éteindre FE; mais de lui appliquer un facteur de
transmission ¢ # 0, idéalement choisi tel que |E!| = [tE;| = |Ey4| afin d’atteindre le meilleur
compromis entre atténuation de E; et niveau de signal nécessaire & une bonne reconstruction
de phase.



110 Chapitre 3. Imagerie de phase de dynamiques intracellulaires

Plan de Fourier Représentation complexe
Im(E)
N FE;
(a) E; — Re(E
Sans filtre ’ \)\JEd (E)
Eq
Im(E)
(b) T E;
Avec filtre E; - l E, Re(E)
E;

Figure 3.35 — Fonction pupille arriere et représentation complexe des champs

scalaires incident E;, diffusé F, et total E; pour un échantillon transparent tel

que E; > E,. (a) Sans filtre, le champ total collecté E; porte un déphasage ¢

par rapport & E; (d’aprés 'équation (3.21) et la figure 3.3). (b) Avec filtrage

de E; seul dans le plan de Fourier, tel que E; devient E! < E;, alors le champ
total E} = E} + E4 porte un nouveau déphasage ¢’ > ¢.

L’illumination étant considérée parallele a 'axe optique et de forte cohérence spatiale, la
distribution en fréquences spatiales du champ incident n’ayant pas interagi avec 1’échantillon
E (kz, ky) est idéalement concentrée dans le plan de Fourier en un point central (en vert sur
la figure 3.35). Quant au champ diffusé, il est au contraire multidirectionnel, réparti sur une
vaste gamme de vecteurs d’onde, et sa transformée de Fourier /Evd(kx, ky) est répartie sur un
disque remplissant la pupille de sortie de 'objectif (en bleu sur la figure 3.35). En placant un
disque absorbant de transmission ¢ et de rayon 7, petit devant le rayon de la pupille 7, (en
gris sur la figure 3.35b) au centre du plan de Fourier, on atténue fortement E; (contenu
dans ce disque) mais on affecte faiblement Ey.

Généralisation pour un masque de transmission complexe

Afin de traiter ce filtrage de maniere plus réaliste, on considére maintenant que le filtre
pupillaire induit non seulement une atténuation du champ, mais aussi un déphasage 8 (voir
figure 3.36b) : on note la transmission complexe ¢ = tpe™*. En affectant aux grandeurs du
probléme en présence du filtre spatial un prime, la somme (3.20) devient :

E,=E/ + E, (3.22)
= toEe " + E (3.23)

Cependant, la valeur du faible déphasage ¢ que I'on souhaite mesurer n’apparait plus expli-
citement dans cette expression.
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Im(E)

A

B! E
% b

Figure 3.36 — Représentation complexe des champs scalaires incident FE;, dif-
fusé E,4 et transmis Fy. (a) Sans filtre spatial, le champ transmis E; porte un
déphasage ¢ par rapport a E; (d’apres 1'équation (3.21) et la figure 3.3). (b)
Avec le filtre spatial de transmission complexe t = toe =% appliquée sur E; seul,
E; =tyE;e”"? + E!, porte un nouveau déphasage ¢’ > ¢ par rapport a ..

(1 —to)

> Re(E)

Extraction de valeurs quantitatives

Nous venons de voir que 'ajout d’un filtre pupillaire permettait d’amplifier le signal de
phase pour permettre a terme de gagner en rapport signal a bruit. Cette configuration ne
permet cependant pas d’accéder a un déphasage quantitatif, typiquement mesuré sans filtre,
et permettant de remonter par exemple & une mesure de masse seche. En effet, on mesure une
phase amplifiée, ce qui la rend plus facilement détectable, mais sa valeur ne correspond plus
a la projection ¢ = [dn e. Nous proposons ici un modeéle simple permettant de retrouver
la valeur quantitative de la phase ¢ a partir de la mesure amplifiée ’. Celui-ci se
base sur ’hypothese que le champ diffusé E; n’est pas impacté par la présence du filtre et
reste donc identique avec ou sans le filtre spatial 1.

Ey = Ey (3.24)

Cette hypothese implique que (i) le rayon du filtre 7 ¢, doit étre petit devant celui de la pupille
arriere de l'objectif et que (ii) la distribution angulaire du rayonnement diffusé est large.
Cette derniere hypotheése est vérifiée si I’objet présente un diameétre sub-longueur d’onde
impliquant une diffusion relativement isotrope, de type Rayleigh. Un objet de plus grand
diametre, présentant une diffusion de Mie "vers l'avant" (coefficient d’anisotropie g proche de
1) subirait une forte atténuation de son champ diffusé. Notons cependant que ce point n’est
pas critique car ce développement vise l'imagerie quantitative de particules nanométriques,
et se place donc implicitement sous I’hypothese ou le champ diffusé n’est pas impacté par
le filtrage. Mais 1’étendue de son application & des objets plus grands pourra étre explorée
en implémentant une méthode de déconvolution de E} en prenant en compte la transmission
complexe du filtre.

A partir des équations (3.20), (3.23) et (3.24), on peut alors remonter a l’expression du champ
complexe total mesuré traditionnellement en ’absence du filtre :

Ey=E, + (1 —toe P)E; (3.25)

Les caméras étant sensibles a I'intensité, on note I; et I] les intensités relatives respectivement
aux champs F; et EJ. On pose alors :

By =\/Iie (3.26)
B = \/Tje ¢+ (3.27)

10. Un critere de validité de cette hypothese est établi sur le ratio entre le rayon du filtre et celui de la

. s Trs .
pupille arriere S au paragraphe suivant.
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et ’équation (3.25) se réécrit ainsi :

\/I»te*i“7 = \/I:’e*"(“’urﬁ) + (1 — toe ) E; (3.28)

En imagerie de front d’onde, I'intensité mesurée vient du quotient entre les interférogrammes
(ou patrons de speckle) d’objet et de référence, c’est-a-dire qu’on ne mesure pas directement
I; et I mais les ratios d’intensité I,,, et I] définis par :

B L
TR B
[;n - % - Ié

B2 3

(3.29)
(3.30)

En termes d’intensité mesurée par Panalyseur de front d’onde, la relation (3.28) devient

alors ! :
VIme ™ = to /I e 1B L 1 — ¢y (3.31)

La relation (3.31) permet donc de retrouver des valeurs quantitatives de la
phase ¢ et de l’intensité I,,, & partir de mesures plus précises ¢’ et I/ puisque
bénéficiant d’un gain.

3.7.2 Simulations

Champ complexe

Dans le cadre d’'une collaboration, Pierre Bon du LP2N a simulé le champ complexe E}
résultant de l'imagerie en transmission (illumination en onde plane, ON ojiection = 1.4) d’une
bille de polystyréne de 100 nm dans ’eau, par la méthode du produit de convolution [192].
Comme illustré aux figures 3.37a et b, on dispose ainsi de valeurs d’amplitude et de phase
correspondant a la lumiere diffusée par une particule, auxquelles on se propose de faire subir
numériquement le filtrage décrit plus haut.

Amplification du déphasage mesuré Afin de simuler le filtrage spatial, on effectue une
transformée de Fourier spatiale du champ E;. Les valeurs des pixels compris dans un disque
de rayon ry, sont ensuite multipliés par la transmission complexe toe~" du filtre, afin de
simuler I'interaction avec le disque placé dans le plan de Fourier. On simule ainsi le champ
Ef:

— toe*iﬁE’; pour ‘k“ S %kmam (3 32)
E, pour |k| > %kmm .

L’intensité I], et la phase ¢, calculées respectivement par le—éP et arg(Ey), sont représen-
tées sur les figures 3.37c,d pour des parametres arbitraires tg z 0.1 et 8 = 0. On y vérifie
I'obtention d’une amplification de phase, dont la valeur est nettement supérieure a celle de
la figure 3.37a. Quant a la carte d’intensité, elle correspond comme prévu a une image en
champ partiellement sombre, ou la lumiére diffusée par 1’objet est prépondérante par rapport
au fond.

11. L’illumination est paralléle & I’axe optique donc E; = |E;|.
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Avec filtre et

Sans filtre , Avec filtre " traitement quantitatif
@ ¢ (€) or
= 2 20 2
S
(<)) .
%) 1 10 1
@©
<
(ol
0 0 0
1.15
1

\
\ ‘
,

0.9998

Intensité (u.a.)

0,9

Figure 3.37 — Simulation numérique des images de phase et d’intensité d’un
objet sphérique de 100nm de diametre illuminé par un faisceau parallele de
longueur d’onde A = 440nm imagé avec une ouverture numérique ON= 1.4.
[192] (a,b) Sans filtrage spatial. (c,d) Avec un filtre de transmission 7' = t2 = 1%
et de déphasage 8 = 0 placé au centre du plan de Fourier : on observe un gain
de phase, et une amplification du contraste d’intensité (noter les échelles de
couleurs). (e,f) Avec filtrage spatial (T' = 1%, 8 = 0) et traitement (3.28) : les
valeurs quantitatives des images (a,b) sont retrouvées, tout en bénéficiant du
gain en sensibilité observé sur (c,d).

La figure 3.38 représente les amplifications en phase attendues au centre de la particule en
fonction du coefficient de transmission 7' (tel que ty = \/T) et du déphasage 3 du filtre spatial.
Le ratio entre le rayon du filtre spatial 7, et celui de la pupille arriere 7, y est fixé a 7%.
Cette répartition indique que pour un déphasage /5 du filtre proche de 0 [27], Pamplification
sera d’autant plus forte que la transmission 1" est faible, comme attendu : cela traduit que la
clé est le rééquilibrage du ratio %.
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Figure 3.38 — Carte des valeurs de gain en phase simulée en fonction du coeffi-
cient de transmission T' (en échelle logarithmique) et du déphasage § du filtre
spatial, pour le ratio TT’; 2 = 7%.
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Quantitativité Apres amplification des valeurs de phase et de contraste d’intensité me-
surées grace au filtrage spatial, le caractere quantitatif de la mesure peut étre retrouvé en
appliquant ’équation (3.28), en prenant pour arguments les cartes de phase et d’intensité des
figures 3.37c,d. Les figures 3.37e,f présentent les cartes de phase et d’intensité quantitatives
retrouvées, tres proches des images initiales des figures 3.37a,b.

Les erreurs relatives entre les valeurs retrouvées par le modele (¢, I, ) et les "vraies" valeurs
(ground truth o, I,,), sont représentées sur la figure 3.39 en fonction du coefficient de trans-
mission T" et du déphasage § du filtre spatial, pour un ratio % de 7%. Des erreurs inférieures

4 1072 pour la phase et & 10~ pour l'intensité démontrent la validité du modéle quelles
que soient les valeurs de T et 5.
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Figure 3.39 — Cartes des erreurs relatives prévues par le modele en phase et
en intensité simulées en fonction du coefficient de transmission T' (en échelle
logarithmique) et du déphasage § du filtre spatial, pour le ratio TT’; > = T7%.

Influence du diameétre du filtre Comme discuté précédemment, la validité de I’hypothese
(3.24) est compromise si le filtre est trop grand. Afin d’étudier le role de sa taille, la figure
3.40 représente ces erreurs relatives tracées en fonction du ratio entre le rayon du filtre et
celui de la pupille arriere %, en considérant comme parametre une transmission complexe
du filtre spatial caractérisée par les valeurs arbitraires T = 1% et 8 = 0.

On constate qu’au-dessous de iﬁ = 10%), les erreurs en phase sont inférieures a 1% et celles en
intensité inférieures & 1073%. On établit alors cette valeur du ratio comme limite au-dessous
de laquelle on considére raisonnable I’hypothése (3.24). Comme on le verra plus loin, de telles
valeurs sont parfaitement accessibles expérimentalement.
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Figure 3.40 — Erreurs relatives en phase et en intensité en fonction du ratio
entre le rayon du filtre spatial 74 et le rayon de la pupille arriere de 'objectif
rp, pour les parametres T = 1% et 5 = 0.
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3.7.3 Montage optique

Pour des raisons pratiques nous avons utilisé ici un analyseur ID4L (voir section 3.4.2) dé-
veloppé par Benoit Rogez, post-doctorant dans le groupe. Le filtre spatial est une pastille
composée d’une épaisseur de 80 nm d’or sur 5 nm de chrome déposée par lithographie sur une
lame de verre a 'institut des NanoSciences de Paris par Laurent Belliard. Plusieurs filtres de
diametres allant de 25 & 500 pm ont été réalisés.

Le facteur de transmission T' du filtre spatial est mesuré & 7% a A = 440 et 550nm. Le
déphasage § = 0.5rad est mesuré par I'ID4L.

Le plan focal arriére de 'objectif de microscope étant inaccessible car situé a l'intérieur de
I’objectif, le filtre spatial est placé dans un plan conjugué a ce plan focal arriere, reporté apres
la lentille de tube par une lentille de focale notée f; (voir figure 3.41). Une imagerie de ce
plan (figure 3.42) permet le placement précis du filtre spatial au centre de la pupille a I'aide
de platines de translation.
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Figure 3.41 — Le montage consiste en I'analyseur de front d’onde de la figure
3.18 doté d’un téléscope supplémentaire (lentilles f; = fo = 100mm) donnant
acces au plan conjugué du plan focal arriere de ’objectif, ou est positionné le
filtre spatial de rayon 7y, de transmission 7' et de déphasage 5. Un miroir
amovible permet d’imager le filtre spatial dans la pupille arriere de rayon r,
sur une deuxiéme caméra, voir figure 3.42. La caméra de phase désigne ’en-
semble {masque de phase + caméra}. Les distances de focalisation ne sont pas
représentées a l’échelle par souci de compacité.
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Afin de visualiser le filtre spatial, on utilise comme échantillon un diffuseur épais induisant un
intense signal de diffusion dans une large plage angulaire, ce qui permet de remplir la pupille
(voir figure 3.42a). Le diametre du filtre spatial est choisi de maniére & recouvrir entiérement
I'extension spectrale de l'illumination (ponctuelle dans une configuration de Kohler parfaite,
figure 3.42b, mais évidemment plus étendue en pratique) tout en étant le plus petit possible
pour satisfaire au mieux ’hypothese (3.24). Dans les conditions d’illumination détaillées en
section 3.5.1, un disque d’or de rayon 7y, = 100 pm permet de recouvrir entierement le champ
incident dans le plan de Fourier (voir figure 3.42c).
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Figure 3.42 — Images du plan de Fourier dans lequel est placé le filtre spatial de

rayon rp, = 100 pm (voir figure 3.41). L’objectif utilisé a pour grandissement

M = 60 et ouverture numérique ON= 0.9. La longueur d’onde d’illumination
est A =440 £ 20 nm.

Le rayon de I'image de la pupille arriere est égal a % = 1.5mm pour l'objectif de mi-

croscope de grandissement M = 60 et d’ouverture numérique ON = 0.9 ainsi que la lentille
de focale f; = 100mm utilisée pour reformer le plan de Fourier apres la lentille de tube
(voir figure 3.41). Le ratio entre la taille du filtre spatial et celle de la pupille vaut donc

TT’; s = }%Orﬁﬁ = 7%, et satisfait la condition % < 10% établie a partir de la figure 3.40 et

nécessaire a la validation de 'hypothese (3.24).
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3.7.4 Résultats expérimentaux

Le gain en sensibilité est démontré expérimentalement dans cette section sur des objets cali-
brés. L’échantillon est composé de billes de polystyréne fluorescentes de diametre e = 100 nm
immobiles dans de 'eau. Les indices optiques du polystyrene et de I’eau valant respective-
ment 7,0, = 1.62 12 et nequ = 1.33, la différence de marche théorique au centre de la bille
est eAn = 29nm. Une valeur plus faible est cependant attendue car le diametre de ces billes
est inférieur a la fonction d’étalement du point du systéme d’imagerie.

Afin de les localiser, les billes sont dans un premier temps identifiées par une image de fluo-
rescence (voir figure 3.43). Elles sont pour cela éclairées par un laser de longueur d’onde
A =473 nm proche de leur pic d’absorption a 505 nm. L’émission de fluorescence est ensuite
isolée par une lame dichroique qui rejette la plupart du rayonnement de longueur d’onde
inférieure a 505 nm et un filtre passe-bande autour de leur pic d’émission a 515 nm.

Figure 3.43 — Image de fluorescence de billes de polystyréne de diametre théo-
rique 100 nm.

Les images de phase des billes sont réalisées par I'ID4L (voir section 3.4.2) en plagant le
réseau de diffraction a la distance d = 1.2 mm du plan image. L’illumination est réalisée dans
la configuration détaillée en section 3.5.1 a la longueur d’onde A = 440 + 20 nm.

Les images d’intensité et de phase sont présentées dans chacune des trois configurations sans
filtre spatial, avec filtre spatial, et avec filtre spatial et traitement numérique quantitatif sur
la figure 3.44.

12. Pour A = 440 nm.
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L’image de phase sans filtre spatial, sur la figure 3.44a, montre un faible déphasage ¢ =
3.5nm au niveau des billes. Avec le filtre spatial, sur la figure 3.44b, la phase des billes est
mesurée a ¢ = 11nm : cette image démontre expérimentalement qu’un gain d’un
facteur -‘i—: = 3 est obtenu, effectivement égal a la valeur prédite par le modele pour les

caractéristiques du filtre spatial T'= 7%, = 0.5rad et % = 7% (voir la figure 3.38).

En intensité, les billes de polystyréne au plan de focalisation ne produisent pas de modulation
d’intensité lorsque imagées sans filtre spatial sur la figure 3.44a. La présence du filtre spatial
(figure 3.44b) produit la configuration en champ partiellement sombre attendue : les billes
qui étaient quasiment invisibles en intensité apparaissent clairement apres filtrage.

La figure 3.44c présente les images de phase et d’intensité acquises en présence du filtre spatial
et traitées numériquement selon 1’équation (3.31).

En intensité, les (faibles) valeurs de I,,, sont retrouvées, et I’image d’intensité est
de nouveau assimilable & une illumination en champ clair sur laquelle les billes
transparentes ne sont que trés peu visibles. Sur I’image de phase reconstruite,
on retrouve la phase ¢, = 3.5nm, égale & la valeur réelle ¢ de la figure 3.44a.
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Figure 3.44 — Images d’intensité et de phase acquises en ID4L (a) sans filtre

spatial, (b) avec filtre spatial et (c) avec filtre spatial et traitement quantitatif

par I’équation (3.31). Les profils des images selon les segments représentés en

couleur sont tracés a droite de chaque image. Les échelles de couleur des images
et de laxe des ordonnées des profils sont identiques en (a) et (c).
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Les images de phase de la figure 3.44(a et c) sont agrandies sur la figure 3.45 afin d’apprécier
visuellement le gain en rapport signal a bruit apporté par le filtrage. Le bruit de phase est
calculé ici sur chaque image, en considérant I’écart-type du signal de phase sur une zone sans
particules (délimitée en pointillés) ou le signal devrait étre théoriquement nul (si 'on néglige
la rugosité de la lamelle). Il apparait que le bruit sur 'image brute non filtré (o, = 0.42nm)
est 1.5 fois plus important que sur 'image obtenue avec le filtre et sur laquelle le traitement
quantitatif a été appliqué (o, = 0.29nm). Les valeurs de phase au niveau des billes étant les
mémes, on a donc un gain de 1.5 sur le rapport signal a bruit apporté par le filtrage spatial.
Dans la mesure ou la dynamique de la caméra est remplie quasiment de la méme maniere
pour les deux acquisitions (niveau proche de la saturation, sans et avec filtre), nous nous
attendions a obtenir un bruit de phase similaire sur les images brutes filtrées et non filtrées,
conduisant a un gain en rapport signal a bruit proche de 3 apres traitement quantitatif. Cela
s’explique par les différences de temps d’acquisition pour les deux cas : les interférogrammes
en présence du filtre spatial ont été acquis pendant un temps d’intégration de 5.5s tandis
que seulement 400 ms suffisent en ’absence du filtre spatial. Or, pour des temps d’acquisition
supérieurs a la seconde, la mesure n’est généralement plus limitée par le bruit de photon mais
par des dérives mécaniques et la convection, et c’est probablement ce phénomeéne qui limite
I’amélioration a un facteur 1,5 dans notre cas. L’illumination sur le champ de vue est ici
seulement de quelques centaines de pW (pour le diaphragme d’ouverture ouvert & 150 pm) et
nécessite a terme d’étre augmenté pour réduire les temps d’acquisition.

(a) Image de phase quantitative brute (b) Image de phase quantitative filtrée
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Figure 3.45 — Agrandissement des images de phase des figures 3.44a et c. Le
bruit est calculé sur la zone délimitée en pointillés & 0.42nm sur 'image brute
(a) et 0.29nm sur I'image filtrée (b).

Notons de plus que les caractéristiques du filtre spatial utilisé ici (T = 7% et 5 = 0.5rad)
meénent théoriquement et expérimentalement a un facteur 3 de gain en phase. D’apres la figure
3.38, ce gain pourrait étre de 10 pour une transmission 7' = 1% et en gardant une valeur de
déphasage 5 < 0.5rad. Les expériences présentées ici ont été réalisées a I'aide du masque de
filtrage dont nous disposions, mais il est clairement possible de I’améliorer en optimisant 7T°
et 3, ce qui est possible en jouant sur les épaisseurs et matériaux de la pastille, mais aussi
en ajustant la longueur d’onde. La fabrication du filtre doit donc étre optimisée de maniere
a produire une faible transmission tout en déphasant le moins possible (modulo 27).
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3.8 Conclusion et perspectives de I’imagerie de phase de dy-
namiques intracellulaires

L’imagerie de front d’onde est équivalente a une détection tres sensible et quantitative de
diffusion de la lumiére [180, 193] ou chaque fréquence spatiale mesurée est le transfert de
vecteur d’onde entre les ondes incidente et diffusée. De ce fait, 'application de l'imagerie
de phase a l'imagerie cellulaire permet non seulement la détection d’organites de trés petite
taille et faiblement diffusants, mais aussi ’analyse quantitative en termes de masse séche de
Iéchantillon [114]. L’utilisation de I'imagerie DiPSI est en plus particulierement accessible
puisqu’elle ne repose expérimentalement que sur 'utilisation d’un simple diffuseur fin dans
un montage de microscopie basique en transmission. Un diffuseur fin peut étre créé a partir
de divers matériaux, allant du diffuseur optique au morceau de papier adhésif rugueux, en
passant potentiellement par un milieu diffusant biologique. En effet, on peut imaginer dans
un projet d’application future d’appliquer le principe sur le milieu diffusant biologique de
I’échantillon lui-méme.

A vpartir de la technique DiPSI, ce chapitre propose une approche d’imagerie de dyna-
miques cellulaires. Son intérét est qu’elle constitue un outil d’imagerie métabolique :
non seulement les valeurs temporelles d’activité sont calculées et renseignées visuellement
sur les images, mais 1’organisation spatiale des cellules est aussi mise en contraste et leurs
différents organites se trouvent segmentés. Un travail d’identification des composants
cellulaires vis-a-vis de leurs fréquences d’activité pourra alors mener a une maniere de béné-
ficier d’une spécificité sur les images de phase.

De plus, la méthode d’amplification de phase gSCAT proposée promet l’extension des ob-
servations biologiques en phase a d’autres phénomenes encore inexplorés. Par exemple, les
potentiels d’action, signaux neuronaux électriques, sont généralement mesurés soit via des
techniques de "patch clamp" basées sur 'utilisation invasive d’électrodes [194], soit sur 1'uti-
lisation de marqueurs fluorescents (imagerie calcique ou de voltage [195]) nécessitant un
marquage de I’échantillon. Récemment, il a été démontré qu'un neurone subissant un po-
tentiel d’action induit un faible déphasage, seulement de quelques dizaines de picomeétres, et
détectable uniquement & I’heure actuelle via un moyennage de milliers d’événements [196].
La détection de potentiel d’action unique et sans marquage via la méthode qSCAT serait un
outil précieux pour l'optogénétique [197].

Pour l'imagerie d’activité intracellulaire, le couplage des deux méthodes présentées (DiPSI
dynamique et qSCAT) permettra de révéler des phénomeénes biologiques en mou-
vement a de plus hautes fréquences, et donc potentiellement d’extraire de plus
petits objets de phase trés actifs du bruit de fond. Mais outre ’extraction du bruit
de fond de phase, une autre source de limitation est la présence de plus grosses structures
diffusantes qui remplissent la dynamique de la caméra. Il serait & ce stade judicieux de s’ins-
pirer d’'une approche récemment proposée dans la configuration holographique dénommeée
ADRIFT [169]. La mesure du front d’onde naturellement limitée en sensibilité y est annulée
par un modulateur spatial de lumiere (SLM) placé sur la voix de collection dans un plan
conjugué de maniére & "compenser" les forts déphasages induit par ces structures. Le filtrage
spatial des composantes de fréquence spatiale nulle élimine alors la majorité du signal, hormis
les faibles variations temporelles du signal de phase. L’association d’un SLM a qSCAT per-
mettrait alors d’annuler de la méme facon les forts signaux "parasites" dominant les faibles
signaux d’intérét.

Additionnellement au gain en sensibilité que leur apportera qSCAT, les images dynamiques
présentées dans ce chapitre ont aussi un potentiel d’analyse tridimensionnelle car elles semblent
bénéficier qualitativement d’une forme de "sectionnement". Cela peut s’expliquer par un effet
similaire observé en intensité observé par O. Thouvenin et al : la tomographie a transmission
optique plein champ (FFOTT pour Full Field Optical Transmission Tomography) [112]. Ces
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travaux démontrent que le déphasage de Gouy, le déphasage 7 observé de part et d’autre du
plan de focalisation d’'une onde, induit dans ce montage une dépendance linéaire du terme
d’interférence en la distance au focus, seulement dans une faible épaisseur (d’environ la moitié
de la profondeur de champ). Ainsi, en soustrayant deux images acquises dans cette épaisseur
séparées d'un faible décalage axial, le signal hors focalisation est éliminé puisque constant
avec le focus. Cette méthode, utilisant un simple montage en transmission de type COBRI
(voir figure 3.34c, sans filtre spatial), propose donc une imagerie de dynamiques axiales bé-
néficiant d’une forme de sectionnement.

Notre imageur de front d’onde utilisant une source incohérente dans un montage auto-
référencé en transmission, il ne produit pas de sectionnement optique. En revanche, le trai-
tement temporel des images de phase, de maniere équivalente au D-FFOTT, élimine les
signaux d’objets hors focus. La fonction d’étalement de ces objets étant plus étendue
sur 'image, leurs dynamiques effectives sont plus lentes. C’est pourquoi nos images de
phase dynamiques apportent, en plus d’une information d’activité métabolique
et d’une compartimentation, une forme de sectionnement axial numérique. Tandis
que la reconstruction d’'une image tridimensionnelle par tomographie s’effectue par une série
d’acquisition de ces coupes le long de I'axe optique, la mesure simultanée de phase et d’in-
tensité de notre méthode d’imagerie permet la propagation numérique a partir d’une seule
prise d’image (comme vu en holographie a la section 1.10). Un volume intracellulaire com-
portant des phénomenes dynamiques pourra ainsi étre sondé entierement, sans contrainte de
résolution temporelle associée a 'acquisition séquentielle dans différents plans.
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Conclusion

Ce travail de these a essentiellement exploré deux nouvelles modalités d’imagerie microsco-
pique, ayant pour points communs une mesure de phase et ’analyse de son spectre temporel.

La premiere de ces techniques exploite la capacité de I’holographie a détecter des mouvements
de nano-objets a trés hautes fréquences pour obtenir une imagerie de viscosité. Ce type
d’imagerie est tres attendu par les biologistes qui ont démontré des liens entre des variations
de viscosité dans le cytoplasme et certains processus, notamment de migration intracellulaire.
Ainsi, notre travail s’inscrit dans une collaboration avec ’équipe de M.-H. Verlhac ayant
pour sujet d’étude principal les mécanismes complexes de la méiose [9-15], mais de nombreux
champs de la biologie sont concernés, comme par exemple les méthodes d’identification des
cellules cancéreuses [57]. Les mesures globales de viscosité des échelles macro- & microscopique
sont bien établies et maitrisées [61, 63, 72, 198, 199], mais les méthodes de cartographie de
viscosité [65, 66, 200] demeurent moins accessibles et limitées en temps d’observation par le
phénomene de photoblanchiment lorsqu’elles utilisent des fluorophores. La méthode que nous
proposons utilise des nanoparticules non fluorescentes, biocompatibles (or ou oxyde de fer),
et dont l'injection intracellulaire est maitrisée par nos collaborateurs biologistes. De plus,
leur protocole de fabrication, détaillé en annexe C, est relativement simple et fournit un
trés bon rendement de production de particules, qui restent stables pendant des années [99,
102]. La détection optique par holographie, en plus de permettre l'analyse fréquentielle, est
optimisée pour I'imagerie d’objets faiblement diffusants griace a la configuration en champ
sombre utilisée, et au gain interférométrique apporté par la voie d’illumination de référence
propre aux montages holographiques. Avec ces techniques, nous démontrons la possibilité
de cartographier une distribution de viscosité avec une résolution pouvant aller au-dela de
la limite de diffraction en utilisant la superlocalisation. Ces hautes performances ont été
atteintes grace a la mise en rotation rapide et forcée de ces particules en les choisissant
magnétiques. Combinée a la détection hétérodyne, la mesure peut s’effectuer sur des temps
caractéristiques suffisamment courts pour permettre une telle localité. De plus, la mesure de
viscosité est assez sensible pour imager un gradient produit au contact entre deux fluides, et
on peut s’attendre a ce qu’elle le devienne encore plus lorsque le montage sera adapté a un
champ magnétique tournant et non plus oscillant.

La deuxiéme technique étudiée ici est basée sur un montage simple, robuste aux vibrations
et dérives mécaniques, lui aussi adapté a 'imagerie de phase quantitative d’objets faiblement
diffusants en milieu transparent. A partir des images de phase ainsi acquises, nous avons mon-
tré qu’un traitement temporel mettant en évidence les mouvements, inspiré du D-FFOCT [18,
111], apporte un contraste différent. Des informations fréquentielles quantitatives permettent
d’y révéler des structures initialement noyées dans le bruit de fond de phase. En ajoutant a
cette imagerie de front d’onde une modalité d’analyse fréquentielle, une information nouvelle
liée a lactivité métabolique des cellules apparait, porteuse d’informations qui promettent
d’étre pertinentes en biologie tout en facilitant la compartimentation et en améliorant la spé-
cificité cellulaire.

En cherchant a augmenter la gamme de dynamiques détectables par cette méthode, nous
avons développé une technique permettant de produire un gain en sensibilité de phase ap-
plicable & notre méthode d’analyse de front d’onde, mais aussi potentiellement & d’autres.
Cette technique, que nous avons baptisée gSCAT, est basée sur un filtrage en amplitude dans
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I’espace de Fourier, ne compromet pas la simplicité d’utilisation de I'imagerie de front d’onde,
et promet la détection de déphasages jusqu’alors trop faibles pour étre distingués du bruit
de fond. En particulier, en augmentant la sensibilité en phase, cette méthode devrait donner
acces a des dynamiques plus rapides, et pourrait permettre la détection d’organites en agi-
tation a des fréquences supérieures au Hz. De nombreuses perspectives sont ouvertes, que ce
soit pour la détection de virus, exosomes, ou encore de potentiels d’action.

Il est probable que 'activité au sein des cellules s’étende bien au-dela des quelques Hz ac-
tuellement étudiés : si ’on considere de maniere schématique un objet de la taille d’un petit
organite (~ 100 nm) dont le mouvement est dominé par ’agitation brownienne, on peut s’at-
tendre a des dynamiques caractéristiques allant jusqu’a la dizaine de kHz. En substance,
I’amélioration de la sensibilité de phase doit permettre I’étude de plus petits objets, suscep-
tibles de mouvements plus rapides, donc de dynamiques a hautes fréquences.

Une analyse complete de l'activité métabolique devant étre idéalement multi-échelles, il de-
vient & nouveau pertinent de se tourner vers ’holographie hétérodyne pour sonder d’éven-
tuelles dynamiques au-dela des gammes de fréquences accessibles avec une caméra, méme
ultra-rapide. Cette technique initialement développée pour détecter la diffusion plasmonique
de nanoparticules a montré que sa sensibilité permettait ’étude d’objets non plasmoniques,
donc d’étre appliquée a I’agitation d’organites cellulaires. Malgré leur faible diffusion optique,
I’hétérodynage et le gain holographique permettent d’isoler les composants de 1’échantillon
actifs a une fréquence précise. Des résultats préliminaires, synthétisés sur la figure 3.0 et
détaillés en annexe E, démontrent la détection d’activité jusqu'au kHz dans des organoides
de rétine.
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(a) Image en lumiére blanche (premiere image)
puis reconstructions holographiques d’un jeune or-
ganoide de rétine aux fréquences hétérodynes al-
lant de 0 a 2 kHz. On observe des variations de
signal dynamique dans ’ensemble de 'organoide,
mais aussi selon la fréquence d’analyse : les images
montrent par exemple plus d’activité a 400 Hz qu’a
300 Hz.

(b) Images en lumiére blanche d’un organoide
avant (gauche) et apres (droite) sa brillure par la-
ser. Apres reconstruction et moyennage des images
hétérodynes, la soustraction des spectres des dy-
namiques entre l'organoide vivant et 1’organoide
mort est positive jusqu'a 4kHz. Une activité mé-
tabolique des cellules vivantes est donc probable
sur la gamme [0,4] kHz.

Figure 3.0 — Images d’organoides rétiniens acquises par le montage d’hologra-
phie hétérodyne en champ sombre de la partie I. Ces travaux préliminaires sont
détaillés en annexe E.
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Pour cela, le spectre des variations obtenues sur un organoide mort a été soustrait de celui
obtenu sur un organoide vivant. Un signal positif sur la gamme [0 — 4] kHz est une indi-
cation forte de 'existence d’une activité biologique dans cette gamme, mais de nombreux
artefacts restent possibles. Sous I’hypothése que ces composantes a hautes fréquences pro-
viennent effectivement de I'agitation d’organites, ce systéme pourrait constituer une méthode
alternative a qSCAT pour la détection de composants cellulaires rapides, c’est-a-dire de tres
petites dimensions.
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Annexe A

Calcul du signal hétérodyne

Cette annexe démontre la convolution du signal dynamique mesuré a une fonction de transfert
instrumentale liée & 'acquisition par la caméra et a I’hétérodynage (équation (1.17)).

Concretement, les faisceaux objet et de référence sont respectivement modulés & fyao =
80MHz et fyrao — AF. On note f = AF — % la fréquence d’investigation que ’on controéle

expérimentalement via AF.
En approximant les deux faisceaux laser par des ondes planes polarisées suivant une direction
U, on écrit les ondes objet et de référence par les expressions suivantes :

Eo(t, r) =vEoe’ [(wr2muno)t+ Fo 7] u (A.1)
ﬁR(ta r) = Eoei [(W+27T(fMAO_AF))t+?R'7] X (A.2)
72 est le rapport de répartition de I'intensité |Ep|? du faisceau laser entre les deux bras. Le
bras de référence porte donc un déphasage temporel supplémentaire —27 AF't, ainsi qu'un dé-

phasage spatial dii a la configuration hors-axe du systéme holographique. Le faisceau objet se
propageant parallelement & I’axe optique Oz, son terme de phase spatiale a pour expression :

Ko7 = koz (A.3)

ou kg = 2{ Le terme de déphasage spatial du faisceau de référence a pour expression :

?3-7:% [(z cos 8 + ysin §) sin a + z cos o] (A.4)

ol « est I’angle entre les deux faisceaux et § est I'angle entre la projection du faisceau de
référence sur l'espace (x,y) et axe Ox (voir figure 1.5a). En supposant 5 = 0, l'expression
du déphasage spatial pour la référence est :

?R-ﬁzko(aﬂsina—i—zcosa) (A.5)

On note g(t,r) le coefficient de diffusion par ’échantillon et donc g(t,r)ﬁo(t,r) le signal
diffusé : son spectre décrit la distribution des fréquences de I’ensemble des éléments en mou-
vement dans 1’échantillon.
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Le signal enregistré sur la caméra S(¢, AF,r) résulte de l'interférence entre le signal diffusé
g(t,r)ﬁo(t,r) et 'onde de référence ﬁR(t,r).

S(t, AF,r) = |g(t.r) Eo(t,r) + Eplt.r)|

= ‘f}/g(t T)Eoei I:wt+27rfMAot+?O.?\):| 7

2

n Eoei [wt+27r(fMAo—AF)t+?R'7] KA (A.6)

_ ’EO‘Q [(1 + |’yg(t,7“)|2) + (79(75’T)eikoz(l—cosa)ei[QWAFt—komsina}

+ ’y*g* (t T)e—ik()z(l—cos oc)e—i[27rAFt—kox sina])}
)
= Sﬁ(tv 7’) + S—i-l(t? AFa 7“) + S—l(ta AF: ’I”)

Pour chacun des ordres +1, les termes de phase efikoz(1=cosa) gont constants dans un plan
donné z = zy du détecteur de la caméra ou méme nuls en zg = 0. Ils peuvent donc étre omis.
La configuration hors axe permet de filtrer I'ordre 0 (premier terme) et 'ordre —1 (dernier
terme). Le centrage numérique de 'ordre +1 annule la phase koz sin o (voir section 1.3.1). Les
champs d’excitation et de référence étant supposés homogenes, |Eo|? et v sont des constantes
que l'on peut intégrer a g(¢,7). On note alors :

Sii(t, AF,7) = g(t,r)e > (A7)

Comme présenté a la section 1.4.1, mesurer ce signal avec la caméra consiste a le sommer pen-
dant la durée d’exposition t;,¢, aux instants multiples de 'inverse de la fréquence d’acquisition
facq- Notons cependant que t;,; < fa_alz en raison des délais d’acquisition. Quatre acquisitions
successives sont ensuite traitées par démodulation pour produire une image. Chaque image
est associée a un instant ¢ et chacune des 4 acquisitions qui la constitue (n = 0,1,2 ou 3)
démarre a l'instant ¢ + fach Le signal S’(gﬁg(t, AF,r) correspondant a la n™
pour expression :

¢ acquisition a

n

/
@ = [Tsaw i G A
Sa) (t, AF, 1) = St1(t', AF, r)Rect dt

acq .
—00 wnt

+o0 . , t—(t+ &
— / g(t/, T)ez27rAFt Rect ( fva) dt/
—o0

int

= /+OO gt/ r)e2mAEY <Rect (tt/ > %0 lt/ _ (t + f” )1) ar’ (A.8)
- int acq
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La formation d’une image par démodulation a 4 phases consiste en la sommation de 4 acqui-

sitions consécutives affectées de leurs phases respectives 0, 5, , 32 , sur une période du signal
hétérodyne .
3
Simg(t, AF,7) Z ez S (t, AF,7)

) / t/
= Z ez / t’,r)e’%AFt (Rect (t ) *0 [t' — (t—i—
int
t/
—/ g(t',r) ZQWAFtZem Rect< >>|<5 ' — |t

Les instants de prise d’image t sont des multiples de ch ie.t=t, = m+— f
globale par la caméra s’écrit :

+00
Scam(AF,r) = Z Simg(tm, AF, 1)

m=—0o0

m=—oo tznt

400 ) , 3 o +o0
_ / g(t/,T)elzﬂ-AFt (Rect ) * (Z ny Z ) lt _
mt -0

- m=—00

[ 3 T dm—+n
= |g(—AF,r) * ([tmtsinc (AFtin:)] Z Z €M% e 2rAF acq]

Ln=0 m=—o0

Ln=0 m=—o0
[3 ; 4AF+chcq —+00
2 28 rJacq
= g(—AF’ 7’) * ([tz’ntSiHC (Atht)] Z . l7rn( TFave )

Ln=0 m=—oo

. AAF+fae
%7 (M

4facq

La somme Y3 _ e ) est celle des 4 premiers termes d'une suite

4AF+facq

4facq

2
raison ¢ = e ( ) et de premier terme 1. Elle vaut :

4AF+facq 4
Ze2mn( Tacq ): 1=¢
1—q
4AF
1 — 62 71—fa‘(:q
= 7 AAF
1 a(fa(,q—i_l)
4AF _ipAAF inAAF
e facq e facq — e facq
= T & 4AF 7w (AAF 7 AAF
elz(facq—‘r ) e_ Z(fa,cq ) lz(facq—‘r )
: AF
. 3AF 1 sin (4w 2+
:em—(facq_z) ( facq )f
sin (AF—I— acq)

1. La phase devant se dérouler dans le sens inverse du signe de AF' dans farao + AF,

/
_ Z / / 127rAFt’ Z em <Rect (t> %0 |ffl _ 47’; +n
] acq

)

n /
7))

(A.9)

. L’acquisition

(A.10)

) dt’
) dt’

dm+n
facq

)

[ X ginn(28L e ) L oinpp dm
= g(—AF,r)*([tmtsinc(AFtint)] Z Z ( facq )+ f“”])‘

8imm fAF ] ) ‘
e acq

géométrique de

(A.11)

pour rattraper son

gain de phase par rapport au premier hologramme. Ici le signe de AF' est négatif donc on ajoute une phase

T
+n2,
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que 'on remplace :

. A
o Sln(47T faf ) + 8imm AL
Scam(AF,T) =|g(—=AF)x | tintsinc(AFt;n:) 4 f Zmozoiooe facq (A12)
. T acq
. AF .
On peut calculer Y- ¥ Taca en posant x = %—j puis X = 2™ et en utilisant la

relation :

+N N N
XT=Y X"+ )Y X "1
m=—N m=0 m=0
i\f e2i7rm:v — 1— xNH + 1 7X_(N+1) —-1
1-X 1—-X-1
m=—N

1
X~ (N+3)= xN+3
1 1
X2 - X3
e—2im(N+3)z _ 2in(N+3)z

e—l’ﬂ'.’E — eZ’TI'IE

sin [QW(N + %)x}

sin (7x)
—i_z 8imm faca — lim i\[ SZﬂmanZ
= N—+o0
m=—oo —N
sin |27 (N 4 1)4AE
~ lim [ o Fo (A.13)
——+o00 b
sin (471’ facq)
- s Fac , , 'l . AF
Si l'on considere que f = AF — =% est la fréquence sondée dans ’échantillon, alors 7 =
acq
1
/ + — et I'image enregistrée a pour amplitude :
facq 4
4
- (f+7aea) sin [27(N + 3)( / +1)
_ o sin( T ) facq
Scam(fa T) =|g(—f.r)* [tintSinC((f'i"a%)tim)} - of - Af
St [ch + 5] sin | 7( +1)
acq
(A.14)

Etude de ’ordre —1 Les résultats précédents offrent des interprétations intéressantes sur
le lien entre les ordres +1 holographiques et la fonction de transfert instrumentale. Si ’on
sélectionne lordre —1 au lieu de +1, le signal hétérodyne de 1’échantillon est (voir équation

(A7) :

S_1(t, AF, 1) = g*(t,r)e 2mAL (A.15)
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) dt'

r 3 +o0 . —4AF+facq am
2imn | ————L | —-2irAF
= |g"(AF,r) * <[timsinc (AFtin)] E E e n< acq ) ’ fae q]>|

Ln=0 m=—o0

En reprenant au calcul de §Cam(AF, )

~ +oo . , “+oo
Scamfl(AF, T‘) — / g*(t/,’r')e_ﬂﬂ—AFt <Rect < >) (Z ezn Z 5 |j§1 . 47;—1—71
tint

—o0 M= —00 acq

i . r _i9m Adm+n
= |§"(AF,r) * <[tmtsinc (AFtint)] Z Z 5 e P Tacq ])’

Ln=0 m=—o0

2 4AF+facq “+oo iy AF
= |g"(AF,r) * <[tmtsinc (AFtin)] Ze zm( TFacq ) Z . 8imm 21

m=—0Q

(A.16)

La somme géométrique devient :

M) Z»W(_SAF_%) sin qu)
=€

3 2i7rn( 17
> T
n=0

et on a alors pour 'ordre —1 :

4f
fac ; 1
sin(d (f;ach)) sin [2%(]\7 + 2)(facq

sin [fa{q} sin lw(ﬁf +1)

acq

+ 1>]

Scam,—l(fu T) =|g*(f,r)* tintSiHC((erf(ﬁ%)tint)

(A.17)

En comparant les équations (A.14) et (A.17), on remarque les deux différences suivantes :

— Le premier membre de la convolution de l'ordre +1 est g(—f,r) tandis que celui de
Pordre —1 est g*(f,r).

— Un terme +7 est présent dans le premier sinus au dénominateur de la fonction de
transfert de I’ordre +1 et non de 'ordre —1. Cela équivaut & un déphasage 7 entre les
deux fonctions.

On le voit aussi sur 'expression simplifiée de la fonction (voir figure 1.8) :

Sinan, 1) =[S sl + X5 ) 805 — o)
Sins,1+1(AF) = > sinc(AFtiy) 6(AF — / ij — N facq)
Sins,1,—1(AF) = | sinc(AFti) 6(—AF — % — Nfacq)

Sinea 1) =[S snel(f + £ )t0) 61 = 57— )

Il y a un décalage % entre la premiere et derniere ligne (déphasage ).

En outre, sélectionner l'ordre —1 au lieu de lordre +1 mene a un résultat équivalent si
|g*(f,m)| = |g(—f,7)|, avec le décalage f — f + “Cq ; généralisé & f — f + %fva pour une
démodulation a n phases
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Ceci est une illustration du fait qu’en parcourant la fréquence d’investigation et donc le peigne
de Dirac, les ordres £1 s’allument et s’éteignent successivement en opposition de phase, a la
fréquence fqeq (voir figure A.1).

2k+1
Tf acq

2k+3
Tf acq

(@ f = kfacq ) f= Zk;lfacq © f=

65

=
]
2
%,
o
1]
S
=]
()
©
c
L
=
O
jou
o
IS

Fréquence f (Hz)

f acq

Figure A.1 - Transformée de Fourier spatiale d’un hologramme acquis avec trois

ratios TL différents (k est un nombre entier). En parcourant en fréquence la
acq

fonction de transfert instrumentale d’un pic a un zéro, I’énergie est transférée

de I'un des ordres holographiques a 'autre.
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Annexe B

Champ diffusé par un
nanobatonnet d’or en rotation

Nous présentons ici le calcul de la quantité de champ diffusé par le nanobatonnet lors de sa
rotation, c’est-a-dire en fonction des angles (3, ¢) que forme g avec le repere porté par ’axe
optique (en se plagant dans I’approximation du batonnet tres isotrope ou P || u_>|| ). On appelle
ce repere Z = (tT;,zTy), 17;), ou Oz est 'axe optique, paralléle a 1'objectif de microscope. Le

signal collecté dépend aussi de 'ouverture numérique ON de 'objectif de microscope, qui

découpe un angle solide OTN (ot n est lindice de réfraction du milieu) dans la figure de
diffusion.
¥4
P
\ __~ objectif
(a) Vecteur polarisation paralléle & 1’axe optique (b) Vecteur polarisation formant un angle 3 avec
Oz. Dans le repére porté par ?, le point d’obser- Oz. Dans le repére %, le point d’observation M’
vation M est repéré par les angles (6, ¢'). est repéré par les angles (v, ¢").

Figure B.1 — Vecteur polarisation ? dans le repeére du microscope Z. Le champ
diffusé FE qi est porté par le vecteur unitaire ug et s’applique au point M qui

devient M’ apreés rotation de autour de ’axe porté par u_/; L’objectif de
microscope dont I'ouverture numérique définit le cone de collection est parallele
a l'axe optique Oz.

Le champ dipolaire électrique lointain asymptotique est donné par I’équation (2.15). La di-
rection de ce champ est le vecteur orthoradial que 1’on note E;, . Si le vecteur polarisation
est parallele & 'axe optique u} (figure B.1a), ug = cos @’ cos ¢/t + cos @ sin ¢’1T>y — sin0'u}.

Rotation du repere lié a ?

Lorsque le repere Z = (u_gc> , 175, 172) subit une rotation définie par ’axe de rotation de vecteur

unitaire u_g = sin cbu_x> — cos d)@ tel que représenté sur la figure B.1b, il se transforme en un
repére #' = (173 , uT} , u—;) Le vecteur ug garde son expression en fonction de 6’ et de ¢/, mais
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s’exprime dans le repere & via la matrice Ru—é décrivant la rotation d’un angle 8 dans le sens
anti-trigonométrique (—f3) autour de 1’axe porté par u_é . Celle-ci a pour expression :

cosBcos’p+sin?¢p  —sinpcosg (1 —cosB) cos¢sinf3
Ry = | —cos¢sing (1 —cosB) cosfBsin?¢+cos®’p  singsinf
—cos ¢sin 5 —singsin 8 cos 3

On utilise le fait que la rotation d’'un angle 3 est vue dans le sens trigonométrique, vecteur
pointant vers 'observateur. L’angle de la rotation autour du vecteur u—g, telle qu’elle est
considérée, est donc de valeur —f si 8 est positif.

—_—
On consideére le point M’ définissant le vecteur OM' unitaire dans le repere %’ 1ié au vecteur

—
OM' = sin 6 cos qb'u_x? + sin @’ sin gb’u?/ + cos O’u_J

Si %', initialement confondu avec %, subit une rotation de matrice R, le vecteur transformé

ug?
—
OM de OM’ par la rotation Ry s'écrit dans 7

cosBcos? ¢ +sin?¢p  —singcosg (1 —cosB) cospsinB] [sin6’ cos @’
R0 "= |—cos¢sing (1 —cosf) cos Bsin? ¢ 4 cos® ¢ singsinB| |sin@’ sin ¢’
—cos¢sin 3 —sin ¢sin 8 cos 3 cos 6’

(cos B cos® ¢ + sin? ¢) sin 0’ cos ¢’ — sin ¢ cos ¢ (1 — cos 8) sin 0’ sin ¢’ + cos ¢ sin 5 cos &’
= |—cos¢sing (1 — cos 3)sin @’ cos ¢’ + (cos Bsin? ¢ + cos? ¢) sin 0 sin ¢’ + sin ¢ sin B cos ¢’
— cos ¢ sin Bsin 0’ cos ¢’ — sin ¢ sin B sin 0’ sin ¢’ + cos B cos &’

=l

ot OM = sin~y cos ¢ + sin ysin ¢4, + cos vy, alors, par identification, on obtient :

siny cos ¢” = sin 6 [cos ¢ cos Bcos (¢ — ¢') + singsin (¢ — ¢')] + cos 0’ cos ¢ sin 3
sinysin ¢” = sin @’ [sin ¢ cos B cos (¢ — ¢') — cos ¢sin (¢ — ¢')] + sin ¢ sin 3 cos ¢’
cos”y = cos 3 cos ) — sin Bsin @ cos(¢p — ¢')

On en extrait :

v = arccos|cos 3 cos ' — sin Bsin 0’ cos(¢p — ¢')]
sin ' [sin ¢ cos B cos (¢ — ¢') — cos ¢ sin (¢ — ¢')] + sin ¢ sin B cos &’
sin 0’ [cos ¢ cos B cos (¢ — ¢') + sin ¢ sin (¢ — ¢')] + cos ¢ sin 5 cos 6/

¢" =arctans

L’expression de cosvy garantit que v € [0,7]. ¢” posséde des points de discontinuité qui
apparaissent lorsque 'argument de arctans diverge et correspondent & 1’équivalence ¢” =

0[27].
L’expression réciproque s’obtient en substituant 8 — —3,v — ¢',¢" — ¢’ :
¢' = arccos [cos 8 cosy + sin B siny cos(¢ — ¢”)]

sin -y [sin ¢ cos 5 cos (¢ — @) — cos ¢ sin (¢ — ¢"')] — sin ¢ sin B cosy
siny [cos ¢ cos B cos (¢ — @) + sin ¢ sin (¢ — ¢"')] — cosy cos ¢ sin B

¢' = arctans
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Condition de validité des expressions

v est un angle azimutal. En conséquence, il prend ses valeurs dans l'intervalle [0, 7] de sorte
que siny > 0. Lorsque siny = 0 est atteint, v subit un rebroussement. Pour cosy = +1,
celui-ci s’opeére en v = 0 tandis que pour cosy = —1, il est observé pour v = 7. La condition
de rebroussement est :

cos Bcos ' — sin Bsin @’ cos(¢p — ¢') = £1

Apres résolution, les solutions sont :

1
cost) = =1 =60=0~v=0
ﬁ:o:} C(islﬁ
cost = =-1 =20 =ny=n
cos 3
1
cos) = =1 =0=0~y=n
PR cos B
cosf = =-1 =0 =m,v=0
cos 3

cosf =4cosB=0=B=>0p=¢
cosl = —cosf=0=n—-B=>¢p=¢'£7

En cas d’intégration, les bornes ne doivent donc pas inclure I'un de ces points.

Expression du champ diffusé

Dans le repére %’ 1ié au dipole

On a lexpression :

Psin ¢’ 2 etk

drmege r

Ean(P(y,¢") = —

(cos @' cos &'ty + cos @' sin <Z5/?7@7 — sin G’u—z?)

En y remplacant 0" et ¢’ par leurs expressions dans 1’équation, on peut exprimer Edig(P) dans
le repére lié au dipole #Z’ en fonction des angles (v, ¢") (via (6/,¢") = (6'(y,¢"), ¢’ (v, ¢")))
qui décrivent la rotation du vecteur polarisation P.

Dans le repeére fixe #

Pour 'exprimer dans le repére fixe du microscope £, il faut appliquer a g la matrice de
rotation Ru—g :

[ cos B cos? ¢+ sin? ¢ —singcosd (1 —cosB) cosgsinB| [cost cosg’
Rﬁﬁw = |—cos¢sing (1 —cosB) cosBsin®¢+cos?¢  singsinfB| |cosd sing’
—cos¢sin g —sin¢sin 8 cos 3 —sin ¢’

[cos 6 [cos ¢ cos Bcos (¢ — ¢') + sin ¢sin (¢ — ¢')] — cos ¢ sin Bsin &’
cos 0’ [sin ¢ cos S cos (¢ — ¢') — cos ¢psin (¢ — ¢')] — sin @ sin B sin 6
—cos Bsinf’ — sin 5 cos @’ cos(¢p — ¢')

Ug’ x
= | Yoy
L Ug’,~

A Tissue de cette transformation, le vecteur u—gz reste tangent a la sphére d’émission de centre
O et de rayon r. L’action de collimation de I’objectif de microscope revient a aplanir la sphere
d’émission de rayon r. Si C, est ’ensemble des vecteurs unitaires tangents a cette sphére, on
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définit la transformation unitaire :

Cr — P(Uay Uy

— _ " : "
ug > ﬁxy = CoS (qu, 7@« + sin ¢y, , 73,
associant le vecteur unitaire du champ, ug’, tangent a la sphere d’émission, en un vecteur

appartenant au plan xOy (P(uj , @)), dont il faut déterminer 'orientation. On remarque, en

effet, que Uy nest pas inclus dans le plan méridien, défini par le point d’observation et ’axe
Oz et que @ ne l'est a fortiori pas. Il n’est donc pas dans le prolongement du rayon vecteur
du plan zOy et il faut non seulement repérer le point d’application de ug A Daide des angles

absolus (v, ¢") de %, mais également les angles (’yug,,qﬁzel) définissant Dorientation de ug et
déterminant celle de @ (7, ") sont définis par les correspondances établies précédemment

pour une rotation (3, ¢) prédéfinie.

Nous pouvons relier les 3 composantes cartésiennes (u(;/,x, gy, Ugr, Z) a celles recherchées dans

le repére sphérique local (r, ’yug,,dig,). r étant constant et sachant que ”IH’ =1, on déduit :

Ug’ 4
t 1 — Y
an ¢u9/ u@/ﬂ/,
_ cos®' [singcos Bcos (¢ — ¢') — cosgpsin (¢ — ¢')] — sin psin Fsin '
~ cosf [cos ¢ cos B cos (¢ — @) + singsin (¢ — ¢)] — cos ¢sin B sin 6/
P cos ' [sin ¢ cos f cos (¢ — ¢') — cos ¢psin (¢ — ¢')] — sin ¢ sin B sin
= Pu, = arctan cos 0’ [cos ¢ cos B cos (¢ — ¢') + sin ¢ sin (¢ — ¢')] — cos ¢ sin S sin 6’
et
COS Yy, =  Up 2
= —cosfsinf — sin S cosb cos(¢p — ¢')
= Yu,, = arccos|[—cosfsinf —sinFcosd cos(¢ — ¢')]

Yu, e sera pas d'une grande utilité. Le redressement de courbure de champ que réalise
I’objectif de microscope s’obtient par la transformation associant Uy au vecteur u_mg; du plan
20y tel que :

ﬁxy = cos ¢Z9, Uy = +sin ¢Z9, 7y

Cette transformation a lieu dans le plan (7,7) défini par le point d’observation. Elle n’est
valide que pour g < v < 7 et en pratique pour m — arcsin % < v < 7. Le vecteur @ est

attaché au point du plan Oy, (z = r) avec les coordonnées

x = rsinycosd”
y = rsinysing”
z = r

Ainsi, le champ électrique ﬁdiﬁ(P) se transforme, via la transformation de g, en

s p! ikz
Psin6 2

a(P) = Uay

4dmepe z
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et se projette sur la référence E r = ER etkzsina u_; de sorte que :

PEgsin®'(y,¢") ,e*? o si
Eo@ P ny . ﬁ — _ ’ k‘2 coS /" e’LkI sin a
dlﬁ( s (b ) R Amege 2 (bug/
PE 6ikz . X Yo
= R g2 sin [arccos [cos f cos y + sin B siny cos(¢ — ¢”)]] cos ¢l , gthzsiny cos ¢ sina
TegE 2

Cette valeur dépend du point du plan choisi via (v, ¢”) et de lorientation du dipole via

(8,9) et ¢y, (B,0,0'(7,¢"), ¢'(v,¢")). En posant :

&(B,¢,7,¢") = cos B cosy + sin Bsin~y cos(¢ — ¢)
et C(/B7 ¢’ 77 d)ll) =

cos 0’ (B, d,v,¢") [sin ¢ cos B cos (¢ — ¢/ (B, ¢,v,d")) — cos ¢sin (¢ — &' (B, $,7,¢"))] — sin ¢ sin Bsin ' (8, ¢, v, ¢"')
cos 0 (B, ¢,7,¢") [cos ¢ cos Bcos (¢ — @' (B, ¢, v, ¢")) + sin ¢sin (¢ — ¢ (B, ¢, 7, ¢""))] — cos ¢psin Bsin 6/ (B, ¢,, ¢'')

et en utilisant les identités trigonométriques suivantes :

1

sin [arccos(&)] = /1 — &2 et cos [arctan(()] = Wi

I1 vient :

PFE ikz . "o 1—&2 4
B (P, ¢) - By = — 20267 ikzsingoss s YL = €607, 67)
dmege 2 VI+C(B,6,7,9")
N )
. NO[HEOﬁl’ ) u”ER kQLkZeikz sin v cos ¢’ sin « \/1 — §2(ﬁ7 $,7,9")
471'606 <z \/1 + C2(57¢a77 Qb//)
_ NaH sin f cos Lo Er k2 ﬁeikz sin~y cos ¢’ sin o \/1 — 52(67 ¢, 7,9")
depe z \/1 + (B, 0,7, 9")
Ecoll (p, Vs ¢/,) ER

ou I'on a supposé que le batonnet ne se polarise que selon son grand axe Uﬁ d’ou
— : 2
P = Na”ERﬁx . UH = Oé” SlnBCOS ¢ER‘

_ | sin 3 cos pEo k2&€ikz siny cos ¢’ sin & \/1 - 52 (67 ®,7, ¢//)
47'['606 z \/1 + CZ (ﬂ: (Z)v Y, ¢”)

On mesure en réalité |Ecop (P,7,¢") ER|, c’est-a-dire que le signal mesuré est proportionnel
a [Econ (P, 7, ¢")|.

Lors de la mesure du spectre, on mesure pour chaque fréquence hétérodyne l'intensité totale
reconstruite Iy, égale a :

Eeon (P, v QZ)//) =

21 T
Lot(8, ) = Eg / / | Ecott (0,7, ¢")| dydgs”
Y

¢""=0 Jy=m—arcsin ON
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Annexe C

Synthese physico-chimique de
batonnets d’oxyde de fer

Recouvrement des nanosphéres de maghémite

Le point de départ est une solution acide de nanoparticules d’oxyde de fer v — FeaO3 (mag-
hémite). La premiére étape consiste en leur enrobage par des polymeres selon le protocole de
précipitation-redispersion [99-101].

On détermine la taille des nanoparticules nues avec deux méthodes : la microscopie électro-
nique a transmission (TEM) et la diffusion dynamique de lumiére.

En TEM, les diametres sont mesurés a 13.2nm avec une dispersité s = 0.23.

D’autre part la mesure est effectuée par diffusion dynamique de la lumiere [201] : on collecte
a un certain angle par rapport a une illumination de longueur d’onde A =~ 600 nm l’intensité
lumineuse I(t) diffusée par les particules en suspension pendant une durée 7. On mesure des
fluctuations de I(t) d’autant plus rapides que les particules sont petites, puisque leur agita-
tion brownienne est plus grande. L’autocorrélation de ce signal est calculée sur un temps 7
variable : (I(t)I(t + 7)). Cette fonction décroit en fonction de 7, et son évolution est donnée
par un temps caractéristique I'™! qui vérifie I' = Dy¢? olt D; est le coefficient de diffusion
brownienne et ¢ est le module du vecteur d’onde optique. Le rayon hydrodynamique Ry des
spheres peut ainsi étre calculé a partir de D, et de la viscosité 1 de la solution par 1’équation
de Stokes-Einstein (équation 2.3) : Ry = 6];3;3&.

On mesure ainsi des diameétres hydrodynamiques ! de spheéres nues de 30 nm.

Les polymeres utilisés pour le recouvrement de ces particules sont des chaines de polyacrylate
de sodium PANa. Leur poids moléculaire moyen est de 2000 g mol~! dans le protocole retenu.
On se référe alors a la solution de polyacrylates par le nom PAA2K.

La solution de nanoparticules de 13.2nm est mélangée goutte a goutte sous forte agitation
a celle de PAA2K, toutes deux préparées au préalable a pH 2, ajusté par ajout d’acide
nitrique HNOgs. L’adsorption des polymeéres sur les nanoparticules est provoquée par interac-
tions électrostatiques entre les deux especes. En effet, les polymeéres sont faiblement chargés
négativement, tandis que les nanoparticules sont chargées positivement car des complexes
Fe — OHJ se forment & leur surface au contact avec I'eau.

Le pH de la solution des nanoparticules ainsi précipitées est ensuite remonté jusqu’a 8 afin
de les redisperser. Le protocole [100] demande d’assembler ces spheres, préalablement recou-
vertes de PAA2K puis redispersées, par un autre type de polymere dans la deuxiéme étape
présentée au paragraphe suivant.

Le diametre des nanoparticules recouvertes mesurée par diffusion dynamique de la lumiere
est 47 nm.

1. Le diametre hydrodynamique est supérieur au diametre réel de la particule étant donné qu’il prend en
compte une couche du liquide qui adheére & sa surface.
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Aggrégation en batonnets

(c)

Figure C.1 — Images au microscope a contraste de phase des aiguilles de mag-
hémite v — FexO3. (a) Solution avant sonication. L’objectif utilisé a un gran-
dissement x40 et une ouverture numérique de 0,55. La résolution est 665 nm.
(b) Solution aprés 2min de sonication. Les aiguilles sont brisées en batonnets
(sub)micrométriques. Méme imagerie que (a). (c) Image de phase quantitative
avec un diffuseur fin (voir chapitre 3) de batonnets, prise avec un grandissement
x300 et une ouverture numérique de 1, 4. La résolution est 240 nm.

La deuxieme étape consiste en la formation d’aiguilles par assemblage de ces nanoparticules
recouvertes des polymeres PAA2K chargés négativement [102, 103]. Le but est de les aggré-
ger grace a des polymeéres chargés positivement (chlorure de polydiallyldiméthylammonium,
PDADMAC de poids moléculaire 8500 g mol~!). L’assemblage doit se faire de fagon contrdlée
dans un champ magnétique rectiligne constant de 300 mT afin que les particules s’aggrégent
selon la direction du champ et forment ainsi des aiguilles. Ce protocole assure une tres grande
stabilité des aiguilles finales, sur des durées de plusieurs années [100].

Pour obtenir la solution définitive, le protocole [102] demande de respecter les proportions Z =

(C:E—;; =7, ou ¢4 _) sont les concentrations en porteurs de charges + et — respectivement ; ainsi

qu’un ratio % égal a une constante caractéristique de la taille des nanoparticules sphériques

de base : ici £ = 0.171 pour les particules de 13.2nm, ott X est le ratio des volumes Yarticutes
X ) VepADMAC

Les deux solutions sont préparées avec la méme concentration c¢, puis sont mélangées en
respectant les conditions Z = 7 et % = 0.171. La concentration de base c est le parametre clé
pour controler la taille des aiguilles : plus elle est élevée, plus il y a de probabilité d’aggrégation
en une méme aiguille. Le compromis ¢ = 0.02% a été trouvé entre petite taille de batonnet
et rendement de la synthese.
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L’aggrégation se déroule de maniere progressive et contrélée : pour cela, lors du mélange
entre les deux solutions, on sature la solution en sel NH4Cl afin d’introduire une force ionique
élevée (1molL~1) qui écrante les interactions électrostatiques. Les nanoparticules restent
ainsi en dispersion avec les polyméres PDADMAC. Puis la force ionique est progressivement
diminuée, permettant aux interactions électrostatiques de prendre le dessus et d’aggréger les
nanoparticules. En pratique, ce processus s’effectue par dialyse : la solution contenant les
nanoparticules, les polyméres PDADMAC et le NH4Cl est injectée dans une cassette formée
de deux membranes poreuses, dont la taille des pores permet le passage des ions NHI et
Cl™ formés dans 'eau?. L’ensemble est plongé dans de 1’eau déionisée sous agitation pour
permettre le transfert des ions hors de la cassette, et est placé entre deux aimants afin
d’imposer la direction d’aggrégation des nanoparticules. Aprés environ une heure de dialyse,
la solution de nanoparticules précipitées en tiges est rincée afin d’éliminer un éventuel surplus
de polymeres. A ce stade, les aiguilles ont une longueur de quelques dizaines de pm (voir figure
C.1la). Puis la solution est passée au bain & ultra-sons pendant 2 min pour casser les tiges en
des batonnets dont la longueur varie de quelques centaines de nm a quelques pm (voir figure
C.1b). Les plus grands batonnets micrométriques sont finalement éliminés par un tri a Paide
d’un aimant.

La calibration par la méthode des travaux initiaux [97] permet de déterminer le coefficient
2

X2

24x 2

2. Thermo Scientific slide-A-Lyzer 10K Dialysis Cassettes : les membranes laissent passer les especes de
poids moléculaire inférieur & 10 000 gmol ',
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Annexe D

Evolution d’un objet magnétique
sous champ dans un fluide

Equation d’évolution

Dans le régime des faibles nombres de Reynolds®, on peut considérer une relation linéaire
entre le torseur des vitesses d’une particule et celui des efforts (forces et moments) qu’elle subit

[202]. Ainsi, en notant les vecteurs vitesses de translation U} et de rotation (2, la résultante

des forces ? et le moment des forces 7, on peut écrire :

£)-+(2)

M est le tenseur de mobilité 6 x 6, formé des sous-matrices 3 x 3 de translation M?, de
rotation M", et de couplage translation-rotation M :

M = ((]\%*t)T ]]\\4;:> (D'2)

Ces trois sous-matrices permettent de définir les matrices de diffusion translationnelle DY,
rotationnelle D" et de couplage translation-rotation D" :

D! = kT M! (D.3)
D" =kgTM" (D.4)
D' = kgTM" (D.5)

A partir de I’équation (D.1), les équations d’évolution d’une particule de vecteur position 7
et dont Porientation est caractérisée par trois axes orthogonaux wu; (1 € {]|, L} dans le cas
d’un batonnet, voir figure D.1) s’écrivent :

dt

= M'F + M7 (D.6)
du; —
i = x Uq

= (@ F 4 M) x @ (D.7)

1. Re = ¥2 o1 v est la vitesse caractéristique du fluide, p sa masse volumique, n sa viscosité dynamique,
et [ la dimension caractéristique du contenant.
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Figure D.1 — Batonnet représenté par ses axes u;, (i € {||, L}) dans le repére

tournant d’axes Z || § et § = y. Laxe U, est repéré par ses coordonnées
sphériques dans le repere tournant (3;, 6;.

Dans le probleme considéré a la section 2.3, un batonnet superparamagnétique de volume V',
de moment magnétique 7 et de susceptibilité ¥ évolue dans un fluide de viscosité 7) sous un
champ magnétique oscillant B. Le champ B étant supposé spatialement uniforme, la force

= (m - B) est nulle. En ne considérant ainsi que des mouvements de rotation pure du

batonnet, on a, en plus de F= T, M' = M" = 0. Les équations (D.6) et (D.7) se réécrivent :
a7 —
du:
L= (M7 x T (D.9)

On obtient donc I’équation déterministe d’évc%ltion de l'axe u, du batonnet superparama-
XV
o

dm) 1 r= —
%= (MTXVE x B) x @ (D.10)

gnétique soumis au couple T =mx B = X

Les éléments de matrice M dépendent de 7 et de la géométrie de ’objet. Ils sont définis aux
équations (2.27) et (2.28).

Les effets de diffusion brownienne sont pris en compte dans les simulations, en ajoutant &
I’équation (D.10) un terme stochastique et a condition de ne raisonner qu’en valeurs d’orien-
tation moyennes :

()
dt

— E (M’")?V? X ?) x (u]) — of (uf) (D.11)
Ho

Le facteur d’amortissement o] dépend de la matrice de mobilité rotationnelle M" et de la
température T via : of = kT (Tr(M") — M]) [203].
Cependant, les résultats de simulation de l'orientation du batonnet dans ces conditions
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montrent premierement que seule la direction transverse a la direction de rotation imposée
par le champ est affectée par la contribution brownienne. De ce fait, ’agitation brownienne
a seulement pour effet de diminuer I'amplitude de rotation dans le plan d’intérét, et donc
I’amplitude du signal, sans modification de la fréquence de rotation. De plus, la direction
moyenne du grand axe tend inévitablement a s’aligner dans le plan du champ oscillant, quelle
que soit 'ampleur de la contribution brownienne.

Solutions numériques

On repere les trois axes du batonnet w par les angles (3; et #; dans un systéme sphérique
attaché au champ magnétique (voir figure D.1). Ainsi, I’évolution temporelle de chaque axe est
obtenue par la résolution numérique de I’équation (D.11), et est représentée sur la figure D.2a
pour des conditions initiales arbitraires des 3; et #; et des amplitudes de champs magnétiques
B.. = By = 1.3mT, menant a la fréquence de coupure f; ~ 15Hz (en l’absence de prise en
compte d’'un mouvement brownien).
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(a) Evolution du grand axe. Conditions initiales : 8(0) = %, 6(0) = .
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(b) Evolution de I'un des petits axes. Conditions (c) Evolution de 'un des petits axes. Conditions
initiales : 81, (0) = 2%, 61,(0) = =. initiales : 81,(0) =0, 6.,(0) = 3.

Figure D.2 — Evolution temporelle des trois axes ; (i € {||, L1, Ls}) du ba-

tonnet superparamagnétique, repérés par les angles (3;, 6; correspondant a leurs

coordonnées dans un repere sphérique local attaché au champ magnétique tour-

nant, définis sur la figure D.1. Les trois conditions initiales sont choisies de sorte
que 7H, U1, et @y, forment un triddre direct.

Sur la figure D.2a, évolution de 'angle ¢ du grand axe 7\\ vers 4 indique que le batonnet
tend tres rapidement & se stabiliser dans le plan défini par les deux composantes du champ
magnétique B, et By. L’évolution de I'angle ) traduit I'oscillation du grand axe induite par

— —
celle de la composante B., de part et d’autre de la composante fixe By d’apres la valeur
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moyenne (f) = 5. C’est 'amplitude de I'oscillation de 3 que 'on mesure par holographie,
et qui va diminuer lors de la transition vers le régime fg > f;.

On représente sur la figure D.3 les solutions de ’équation (D.11) pour la composante de 7\\
dans le plan de détection (x,y), dans le domaine des fréquences ou l'on ne retient que la
composante de fréquence fg.

On y remarque qu’a basse fréquence, les batonnets ont une réponse quasiment uniforme
jusqu’a ce qu’elle s’approche de f;. Pour fp = f;, une décroissance de la réponse s’amorce,
jusqu’a tendre vers 0 pour fp > f;. Ce comportement justifie la modélisation sigmoidale de
la réponse posée a 1'équation (2.35).
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=
= |
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Figure D.3 — Spectre en fréquence f = fp de la projection du grand axe 7“

sur le plan de détection (z,y). L’enveloppe du spectre est une sigmoide dont le

point d’inflexion est proche de f;, conformément a la modélisation effectuée a
léquation (2.35).
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Annexe E

Imagerie de dynamiques a tres
hautes fréquences par holographie
hétérodyne

Images spectrales a haute fréquence d’un organoide rétinien

Nous avons observé avec notre montage d’holographie hétérodyne en champ sombre, sur la
figure E.1, un organoide de rétine agé de 49 semaines depuis le stade de cellule souche. Sur la
figure E.1a, I'organoide vivant est imagé par holographie hétérodyne a plusieurs fréquences
multiples de la cadence d’acquisition (selon la procédure établie aux chapitres 1 et 21) allant
de 0 & 2kHz. On remarque tout d’abord que 'activité a lieu majoritairement sur ’axe médian
visible sur 'image en lumiére blanche. En augmentant la fréquence d’analyse, on observe des
variations de I'amplitude du signal ainsi que sa répartition dans l'organoide : par exemple,
on mesure davantage d’activité a 400 Hz qu’a 300 Hz.

En guise de controle, les figures E.1b et E.lc présentent des images de 1’évolution du méme
organoide apres 1 et 5 jours respectivement passés sur le microscope sans oxygene ni chauf-
fage, donc vraisemblablement mort. Contrairement a ce qui pourrait étre attendu, un signal
relativement fort est ici observé. Il peut étre attribué a deux causes possibles : comme observé
en D-FFOCT, la mise en apoptose des cellules s’accompagne de forts signaux dynamiques.
D’autre part, aux temps longs (5 jours) et dans le contexte de notre laboratoire d’optique non
stérile, le développement de bactéries est trés probable. La grande amplitude de signal révele
donc probablement la présence de ces bactéries, mais la série d’images spectrales montre une
évolution fréquentielle plus constante, ce qui tend a valider que les variations observées sur
la figure E.la ont une cause biologique.

Le spectre issu de la moyenne des signaux sur la surface de l'organoide est tracé sur la
figure E.2 pour chaque stade de la vie de 'organoide imagé sur la figure E.1. Cependant, la
fiabilité du contréle utilisé est discutable puisque 'expérience revient alors & comparer deux
phénomenes différents sans pertinence de I’'un par rapport a ’autre.

1. Le temps d’intégration est de plus choisi tel que t;}t > f pour rendre négligeable la modulation par la
fonction de transfert instrumentale, voir chapitre 1.
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100 Hz 200 Hz 300 Hz 400 Hz 500 Hz 700 Hz 1kHz 2 kHz

(a) Organoide rétinien vivant

0 Hz 100 Hz 200 Hz 300 Hz 400 Hz 500 Hz 700 Hz 1kHz 2kHz

(b) Organoide rétinien aprés 20 heures sans oxygeéne a température ambiante

0 Hz 100 Hz 200 Hz 300 Hz 400 Hz 500 Hz 700 Hz 1kHz 2 kHz

(c) Organoide rétinien aprés 5 jours sans oxygeéne & température ambiante

Figure E.1 — Images reconstruites d’hologrammes hétérodynes d’un jeune or-

ganoide de rétine neurale (49 semaines depuis la reprogrammation de la cellule

souche). Les hologrammes sont acquis & foeq = 100Hz pendant ¢;,; = 0.1ms

avec un objectif x10, ON 0.25. Les images résultent de la moyenne de 250

images (i.e. 1000 hologrammes démodulés a 4 phases). La premiére image en
nuances de gris est prise en lumiere blanche.

—O— Organoide vivant
—S— Organoide mort 1 jour
Organoide mort 5 jours

Intensité moyenne reconstruite (u.a.)
o
(%]
]

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Fréquence hétérodyne (Hz)

Figure E.2 — Evolution de la valeur moyenne des images reconstruites d’orga-
noide rétinien de la figure E.1 en fonction de la fréquence hétérodyne, pour les
trois états de I'organoide imagés.
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Etude spectrale avant et apres focalisation d’un faisceau laser
de haute intensité

Pour éviter I’évolution incontrélée de I'organoide observée sur la figure E.1, le faisceau d’un
laser continu de forte puissance (= 7W) a été focalisé, lors d’une autre expérience, sur
un organoide pour provoquer son apoptose. L’acquisition sur organoide vivant et celle sur
organoide mort sont donc séparées de seulement quelques minutes, évitant la prolifération de
bactéries. Les hologrammes hétérodynes de fréquence allant jusqu’a 8 kHz reconstruits de cet
organoide agé de 56 semaines depuis le stade de cellule souche sont présentés sur la figure
E.3.
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Signal aprés soustraction (u.a.)

Fréguence hétérodyne (kHz)

4 kHz 4,4 kHz 14,8 kHz|5,2 kHz|5,6 kHz

..... (c) Signal issu de la soustraction entre les inten-

sités moyennées sur les images des organoides
vivant et mort en fonction de la fréquence hé-

térodyne.

4,8 kHz]5,2 kHz|5,6 kHz
6,4 kHz | 6,8 kHz|7,2 kHz|7,6 kHz

(a) Organoide vivant (b) Organoide mort

Figure E.3 — (a,b) Images reconstruites d’hologrammes hétérodynes d’un or-

ganoide de rétine neurale d’age 56 semaines. Les hologrammes sont acquis a

facq = 40Hz pendant ¢;,; = 0.1 ms avec un objectif x10, ON 0.25. Les images

résultent de la moyenne de 25 images (i.e. 100 hologrammes démodulés a 4

phases). La premiére image en nuances de gris est prise en lumiére blanche.

La mort de Porganoide (b) est provoquée par la focalisation d’un faisceau laser
infrarouge continu d’environ 7W pendant ~ 1s.

Les figures E.3a et E.3b présentent des images en lumiére blanche ainsi qu'une série d’images
reconstruites d’hologrammes hétérodynes. Apres la focalisation du laser de haute puissance,
I’organoide présente un aspect plus opaque en lumiere blanche. L’évolution fréquentielle sur
les images de dynamiques est dominée par la modulation par la fonction de transfert, un sinus
cardinal (voir chapitre 1) dont le premier zéro est ici a tmt = 10kHz, et on ne vérifie alors pas
tmt > f. Cependant, la soustraction des deux spectres (dont chaque point est la moyenne
sur toute la surface de 'organoide) tracée sur la figure E.3c révele une nette supériorité du
signal de I'organoide vivant jusqu’a environ 4 kHz.? La reproductibilité de ce résultat a été
vérifiée en répétant la méme expérience sur un autre organoide.

2. 11 est important de noter que le signal §(f) issu de la soustraction comprend 1’élargissement par la
convolution par la fonction de transfert, donc la valeur 4 kHz n’est qu’une borne supérieure a la fréquence
maximale de dynamiques détectées. En effet, en notant S(f) la fonction de transfert instrumentale et g, (f)
et gm(f) les spectres de l'organoide respectivement vivant et mort, le signal tracé sur la figure E.3c s’écrit :

5(f) = (gv * S)(f) = Gm * S)(F)

= ((gv - gm S) (
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Résumé

L’holographie et I'imagerie de front d’onde sont sensibles non seulement a l'intensité, mais
aussi a la phase optique. Cet attribut rend ces méthodes particulierement adaptées a 1’étude
de la dynamique de micro- ou nano-objets a I’échelle microscopique. Le caractere interféromé-
trique de I’holographie permet une mesure sélective de phénomenes a tres hautes fréquences,
par détection hétérodyne. Grace a une configuration en champ sombre, la rotation de nano-
particules sondes anisotropes est observée sous forme de clignotements rapides. En étudiant
la dynamique rotationnelle (brownienne ou magnétiquement activée) de ces nanoparticules,
nous mesurons la viscosité de maniere tres locale et quantitative. Ainsi, nous produisons des
images de viscosité quantitative dans des milieux fluides, comme le cytoplasme d’une cellule,
dans lequel sont réparties ces nanoparticules.

Tandis que la cohérence temporelle de la source lumineuse est requise en holographie, I'ima-
gerie de front d’onde est compatible avec un éclairage incohérent. Un simple diffuseur placé
en sortie d’un microscope conventionnel permet d’obtenir un montage auto-référencé d’ima-
gerie de phase quantitative, moins contraignant qu'un montage holographique. Celui-ci nous
a permis de mettre en contraste, sans marquage, des mouvements révélateurs de 'activité
intracellulaire. Cette application offre a la fois un outil d’analyse métabolique, et une seg-
mentation des images de phase de cellules. Afin d’accéder a des dynamiques plus rapides, et
plus généralement des déphasages plus faibles, nous proposons une méthode d’amplification
de la sensibilité en phase compatible avec tout montage d’imagerie de front d’onde.

Abstract

Holography and wavefront imaging are not only sensitive to intensity but also to the optical
phase. Because of this characteristic, these methods are particularly suitable to study the
dynamics of micro- or nano-objects at the microscale. The interferometric character of ho-
lography allows a selective measurement of very high frequency phenomena, by heterodyne
detection. In a dark field configuration, the rotation of anisotropic probe nanoparticles is
observed as a fast blinking. By studying the rotational dynamics (brownian or magnetically
activated) of these nanoparticles, we measure the viscosity in a very local and quantitative
way. We show quantitative viscosity images of fluidic media, such as the cytoplasm of a cell,
in which nanoparticles are distributed or injected.

While a high temporal coherence of the light source is required in holography, wavefront
imaging is compatible with incoherent illumination. The addition of a simple diffuser at the
output of a conventional microscope allows to produce a self-referenced quantitative phase
imaging setup, which is much simpler than a holographic setup. This allowed us to obtain a
label-free contrast based on movements revealing intracellular activity, even in a very transpa-
rent environment. This application offers both a metabolic analysis tool and a segmentation
of cellular phase images. In order to detect faster dynamics, and more generally lower phase
shifts, we propose a method to amplify the phase sensitivity of any wavefront imaging setup.
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