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(57) Abrege(suite)/Abstract(continued):

un séparateur de faisceau et un miroir, pour former deux faisceaux paralleles, un faisceau objet et un faisceau de reference a partir
du faisceau lumineux source; un deuxieme sous-ensemble, comprenant eégalement un separateur de faisceau et un miroir, pour
combiner ledit faisceau objet et ledit faisceau de reference en un faisceau lumineux recombine; une cellule objet comprenant un
echantillon a etudier, disposée sur le trajet optique du faisceau objet entre le premier sous-ensemble et le deuxieme sous-
ensemble; un premier objectif de microscope, sur le trajet optigue du faisceau objet entre le premier sous-ensemble et le deuxieme

sous-ensemble, en aval de la cellule objet; et un deuxieme objectif de microscope, dispose sur le trajet optique du faisceau de
reféerence entre le premier sous-ensemble et le deuxieme sous-ensemble.
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PRECIS DE DIVULGATION

L’ invention concerne un miCcroscope capable de
fonctionner en holographile digitale. Le microscope comporte une
source de lumiere partiellement cohéerente, capable de générer un
faisceau lumineux source; un premler sous-ensempble moplle,
comprenant un séparateur de falsceau et un mirolir, pour former

deux faisceaux paralleles, un faisceau objet et un faisceau de

référence a partir du falsceau lumineux Ssource; un deuxiemnme

sous—-ensemble, comprenant egalement un séparateur de faisceau et

un miroir, pour combiner ledit faisceau objet et ledit faisceau
de référence en un faisceau lumineux recombiné; une cellule

objet comprenant un échantillon a étudier, disposee sur le

trajet optigque du falsceau objet entre le premlier sous-ensemple

et le deuxieme sous-ensemble; un premler objectif de microscope,

sur le trajet optique du falsceau objet entre le premler sSous-

ensempble et le deuxieme sous—-ensemble, en aval de la cellule

gh—

objet; et un deuxlieme objectlf de microscope, disposé sur le

trajet optique du faisceau de référence entre le premier sSous-

ensemble et le deuxieme sous—-ensemble.
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Procédé et dispositif destineés a4 l’obtention par

microscopie d’'images en trols dimensions d’un échantillon

Objet de l'invention

e - -~

[0001]} La présente 1nvention concerne un procédé et

un dispositif qui permettent d’'obtenir par microscople des

images en troils dimensions d’un €chantillon et d’ocbtenir en

trols dimensions le champ de fluorescence émis par cet

échantillon, ledit échantillon étant soit fluorescent soit

préalablement marqué a l'aide d’'un ou plusieurs
tluorochromes.
[0002] Une des applications dudit procédé et dudit

dispositif  concerne plus particulierement 1’obtention
d’'images en trois dimensions de la fluorescence émise par

des échantillons biologiques qui peuvent étre épais, en vue

d'observer leur comportement dynamique et leur évolution

dans le temps.

Etat de la technique
[0003] La microscopie classique en fluorescence a

b -

apporté des progres décisifs dans le domaine de la

biologie. En particulier, la technique de

1" immunofluorescence a permis de réaliser le marquage

spécifique de molécules et leur localisation dans les
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tissus. Par ailleurs, la découverte des GFP, les « green

fluorescent proteins », a révolutionné 1’'étude de 1la

localisation, de la dynamique et des 1nteractions des

protéines dans les cellules vivantes.

=
o

cis, un des problemes rencontrés en

5 [0004] Toute:

microscople de fluorescence classique réside dans la

plan de

fluorescence émise par leg éléments situés hors du

| —

netteté. Cette lumiere parasite empéche une bonne lecture

de 1l’'image en ajoutant un bruit de fond important. Les

N

10 1mages deviennent tres difficiles a interpréter lorsque

1’on observe des échantillons biologiques épais tels que

des embryons.

[0005] La microscople confocale permet quant & elle

d’éviter ce probleme en réalisant une excitation de 1la

15 fluorescence de 1'échantillon en une zone de trés petite

dimension qui balaye 1’échantillon, et le Dblocage par une

petite ouverture de la fluorescence émise hors de la zone

1lluminée.

[0006] Néanmoins, la microscopie confocale présente

20 elle aussi ses propres inconvénients.

[0007] Un premler 1inconvénient de la microscopie

confocale est gque cette technique requiert le balayage

complet de l’échantillon par un dispositif opto-mécanique.
Cette opération requiert un temps relativement important
25 pour analyser un volume (typiquement de l’ordre de gquelgues

secondes) avant que l’image ne soit disponible pour 1la

visualisation.

[0008] En outre, la source excitatrice utilisée en

microscople confocale est généralement un laser Argon ou

30 Argon-Krypton qui peut endommager les echantillons

biologiques.

(0009} Un autre inconvénient est que les sources

exciltatrices ne permettent pas de couvrir aisément toute la
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gamme de longueurs d’onde nécessaire a l’observation en

fluocrescence.

[0Q10] Enfin, la microscopie confocale est une

technique extrémement sophistiquée qui requiert une grande

5 précision lors de la manipulation et qui est en outre

A

onéreuse.

Buts de l'invention

N

[0011] La présente invention vise & fournir un

10 procédé et un dispositif qui permettent d’'obtenir, par
microscople, des 1mages en trols dimensions et de mesurer

en trols dimensions la fluorescence issue d’un échantillon,

en particulier d’'un échantillon biologique épais, et gui ne

présentent pas les inconvénients des techniques de

15 microscopie classiques, y compris ceux de la microscopie

confocale.

[0012] En particulier, la présente invention vise &

fournir un procédé et un dispositif qui permettent & 1la

fois d’obtenir des 1mages en trois dimensions de

20 1’échantillon et du champ de fluorescence de cet

échantillon, c¢’est-a-dire d‘obtenir des informations sur 1la

répartition de la fluorescence sur l’ensemble du volume de

1"échantillon, et éventuellement de suivre leur évolution

au cours du temps et cela, avec un décalage de temps

25 milnimal entre chaque prise d’images.

[0013] Un autre but de l’'invention est de fournir un

procédé et un dispositif qui ne nécessitent pas une

g
-
h—

manipulation trop complexe et dont le colit soit compétitij

f

notamment par rapport a la microscopie confocale.

30

Resume de 1'invention

[0014] La présente 1invention se rapporte A& un

procédé et un dispositif qui permettent d'obtenir des
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images en trois dimensions d'un échantillon, de préférence

un échantillon biologigque épais, et d'obtenir le champ de

fluorescence en trois dimensions émis par ledit échantillon

par le couplage de signaux interférométriques obtenus par

holographie digitale et de signaux de fluorescence.

o,

[0015] On entend par « échantillon épais» un

_—

échantillon dont les dimensions sont telles qgu’il est

impossible d’'avolr une 1mage nette simultanément sur toute

la profondeur de l’échantillon par un procédé de

microscopie optique classique.

[0016] En réalité, un premier objet de la présente

-,

invention vise donc a proposer un procédé pour obtenir par
microscople des lmages . en trois dimensions d’un

échantillon, en particulier d’un échantillon biologique

épais, et du champ de fluorescence émis par cet

eéchantillon, caractérisé en ce qu’il comprend:

- une étape de mesure et enregistrement, au cours de

laquelle on mesure et enregistre de fagon séguentielle

et indépendante d’ une part des signaux
interférométriques obtenus par holographie digitale et
d’"autre part des signaux de fluorescence, issus de
L’échantillon ;

- une étape de traitement, au cours de laguelle on combine
lesdits signaux 1interférométrigques obtenus par
holographie digitale et lesdits signaux de fluorescence
ainsi enregistrés, de maniére & reconstruire des images

nettes, en troils dimensions, de l’échantillon lui-méme

.

et du champ de fluorescence émis par ledit échantillon a

un 1nstant donné.

[0017] De préférence, on réitére au cours du temps

lesdites étapes de mesure et enregistrement, et de

traitement, de maniére a suivre l’é&volution des images en
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trols dimensions de 1l’échantillon et du champ de

fluorescence dudit échantillon.

[0018] De maniere avantageuse, la combinaison des

et

signaux interférométriques obtenus par holographie digitale

et des signaux de fluorescence pour reconstrulre les images

netteg en trois dimensions de l’échantillon étudié luili-méme

et du champ de fluorescence dudit échantillon, se fait par

analyse numérique.

[0018] Un second objet de la présente invention vise

4 proposer un dispositif pour la mise en cuvre du procédé

décrit ci-dessus et gqul comprend un microscope fonctionnant

.

en holographie digitale, combiné a une source d’excitation

de la fluorescence.

[0020] De préférence, la source d’excitation en
fluorescence fonctionne en mode de réflexion ou de
transmission.

[0021] Avantageusement, le microscope fonctionnant

enn nholographie digitale comprend une source de Jlumiére

partiellement cohérente, ou éventuellement cohérente,
fonctionnant en transmission et qui est capable de générer

un faisceau lumineux source.,

[0022] Selon une premiére forme d'exécution préférée

de l'invention, la source de 1lumiére partiellement

cohérente dudit microscope comprend les éléments suivants

une source émettrice de Jlumiére de largeur spectrale

rédulte, une premi€re lentille, une premiére ouverture, une

seconde lentille, une seconde ouverture et une troisieme

lentille, la disposition relative de <ces différents

éléments étant telle que lorsque la source fonctionne, la

lumiere émise par la source émettrice de lumiére rencontre

successivement la premiére lentille, la premiére ouverture,

la seconde lentille, la seconde ouverture et la troisieme
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lentille et 1a lumiére & la sortie la troisiéme lentille

est une lumiére collimatée.

[0023] Selon une autre forme d'exécution préférée de

l'invention, la source de lumiére partiellement cohérente

dudit microscope comprend les éléments suivants

une source émettrice de lumliere de largeur spectrale
réduite, wune fibre optique, une premieére lentille, une
seconde lentille, une troisiéme lentille et une ouverture 3
ouverture réglable, la disposition relative de ces

différents éléments étant telle que lorsque 1la source
fonctionne, la lumiére émise par la source émettrice de
lumiére traverse d’abord la fibre optique de wmaniére 3
avolr un champ lumineux . homogene, puis rencontre 1la
premiére lentille puis la seconde lentille et la troisiéme

lentille  pour obtenir  une lumiere collimatée  sur

1l ’ouverture.

[0024] Selon une autre forme d'exécution préférée de
l'invention, la source de lumiére partiellement cohérente

dudit microscope comprend les éléments suivants

une source laser, une premiere lentille, un diffuseur

tournant, une seconde lentille et une ouverture, la
disposition relative de ces différents éléments étant telle
que lorsque la source fonctionne, le faisceau laser émis
par la source laser rencontre d’abord la premiére lentille,
puls le diffuseur tournant gui est placé derriére le point
focal de ladite premiére lentille, puis la deuxiéme
lentille placée a sa distance focale par rapport au plan du

diffuseur tournant, puis ladite ouverture.

[0025] Selon une autre forme d'exécution préférée de
L'invention, la source de lumiére partiellement cohérente

dudit microscope comprend les éléments suivants : une
source laser, une premiere lentille, un diffuseur tournant

tel qgu‘un verre dépoli, et une seconde lentille, la
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disposition relative de ces différents éléments étant telle
que lorsque la source fonctlionne, le faisceau laser é&mis
par la souxce laser traverse d'abord la premiére lentille
puis le diffuseur puis la deuxieme lentille, le faisceau
laser &8 la sortie de la premiere lentille étant focalisé en

un point de focalisation situé en amont du diffuseur a une

distance réglable du diffuseur. Une telle source est

utilisée avec le microscope holographique de la présente

invention sans la présence des lentilles dudit microscope.

[0026] De préférence, le microscope fonctionnant en

holographie digitale comprend en outre:

- un  premier sous-ensemble, mobile, comprenant un
séparateur de falsceau et un miroir, pour former deux

faisceaux paralleles, un faisceau objet et un faisceau

de référence a partir du faisceau lumineux source ;

- des moyens, de préférence des miroirs, pour diriger le
faisceau lumineux source sur le premier sous-ensemble,
au niveau du séparateur de faisceau ;

- un deuxieme sous-ensemble, fixe ou mobile, comprenant
également un séparateur de faisceau et un miroir, pour
combiner ledit faisceau objet et ledit faisceau de

référence en un faisceau lumineux recombiné

(.

- une cellule objet comprenant un échantillon & étudier,
disposée sur le trajet optique du faisceau objet entre

le premier sous-ensemble et le deuxiéme sous-ensemble ;

- un premier objectif de microscope, sur le trajet optigue
du faisceau objet entre le premier sous-ensemble et le

deuxieéme sous-ensemble, en aval de la cellule objet ;

- des moyens de compensation de chemin optique, dispcsés

suyry le trajet optique du faisceau de référence entre le
premier sous-ensemble et le deuxieéme sous-ensemble ;
- un deuxieme objectif de microscope, disposé sur le

trajet optique du faisceau de reférence entre le premier
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sous-ensemble et le deuxiéme sous-ensemble, en aval

desdits moyens de compensation de chemin optique ;

- des premiers moyens de focallsation aptes a focaliser le
faisceau objet sur la cellule objet ;

- et des seconds moyens de focalisation aptes a focaliser

le faisceau de reéférence sur lesdits moyvens de

compensation de chemin optique.

[0027] De préférence, lesdits moyens de compensation

de chemin optique comprennent une cellule de référence

comparable a la cellule objet mais ne comprenant pas

l1’échantillon & étudier.

[0028] De préférence, lesdits moyens de compensation

de chemin optiligque comprennent un matériau transparent

d’'épaisseur et de composition adéquates.

[0029] Des moyens d’enregilstrement et de traitement,

tels que de préférence une caméra CCD couplée & des moyens
informatiques de traitement et d’analyse d’ images, peuvent

également étre prévus pour enregistrer et traiter lesdits

signaux interférométriques et lesdits signaux de
fluorescence, ainsli que des moyens de focalisation

additionnels pour focaliser ledit faisceau lumineux

recombiné sur lesdits moyens d’enregistrement.

[0030] Selon un troisiéme objet, la présente
invention se rapporte directement au microscope, capable
d'étre utilisé selon le procédé selon 1'invention et,
fonctionnant en holographie digitale et comprenant

- une sourxce de lumiere partiellement cohérente, capable

de générer un faisceau lumineux source:

- un  premlier sous-ensemble, mobile, comprenant  un

separateur de falsceau et un miroir, pour former deux

faisceaux paralleles, un faisceau objet et un faisceau

de reférence a partir du faisceau lumineux source ;
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- des moyens, de préférence des miroirs, pour diriger le

faisceau lumineux sSource sSur le premier sous-ensemble,
au niveau du séparateur de faisceau ;

- un deuxiéme sous-ensemble, fixe ou mobile, comprenant

également un séparateur de faisceau et un mirolr, pour

ot ledit faisceau de

.

combiner ledit faisceau objet

référence en un faisceau lumineux recombiné:

-

- une cellule objet comprenant un échantillon a étudier,

disposée sur le trajet optigque du faisceau objet entre

le premier sous-ensemble et le deuxieme sous-ensemble ;

- un premier objectif de microscope, sur le trajet optique

du faisceau objet entre le premier sous-ensemble et le
deuxieme sous-ensemble, en aval de la cellule objet ;

- des moyens de compensation de chemin optigque, disposés
sur le trajet optigue du faisceau de référence entre le

| 4

premlier sous-ensemble et le deuxiéme sous-ensemble ;
- un deuxieme objectif de microscope, disposé sur le

trajet optique du faisceau de référence entre le premier

sous-ensemble et le deuxiéme sous-ensemble, en aval

desdits moyens de compensation de chemin optique;

- des premiers moyens de focalisation aptes a focaliser le

faisceau objet sur la cellule objet ;

- et des seconds moyens de focalisation aptes & focaliser
le faisceau de référence sur lesdits moyens de
compensation de chemin optique.

[0031] Selon une premiere forme d'exécution

préférée, la source de lumiére partiellement cohérente

comprend les éléments suivants : une source émettrice de
lumiere de largeur spectrale réduite, une  premiere
lentille, une premiére ouverture, une seconde lentille, une
seconde ouverture et une troisiéme lentille, la disposition

relative de ces différents éléments étant telle gque lorsgue

la source fonctionne, 1la lumiére émise par la source
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10

émettrice de lumiére rencontre successivement la premiére

lentille, la premiére ouverture, la seconde lentille, 1la

seconde ouverture et la troisieéme lentille et la lumiére &
la sortie la troisieéme lentille est une lumiere collimatée.
[0032] Selon une autre forme d'exécution préférée de
l1tinvention, la source de lumiere partiellement cohérente

comprend les éléments sulvants : une source émettrice de

lumiére de largeur spectrale réduite, une fibre optique,
une premiére lentille, une seconde lentille, une troisiéme
lentille et une ouverture a ouverture réglable, 1la
disposition relative de ces différents éléments é&tant telle
que lorsque la source fonctionne, la lumiére émise par la
source émettrice de lumiere traverse d’aboxrd 1la fibre

optigque de maniére a avolir un champ lumineux homogéne, puis

rencontre la premiere lentille puils la seconde lentille et

la troisiéme lentille pour obtenlir une lumiere collimatée

suy l’'ouverture.

[0033] Selon une autre forme d'exécution préférée de
1'invention, la source de lumiere partiellement cohérente

dudit microscope comprend les éléments suivants :

une source laser, une premiere lentille, un diffuseur
tournant, une seconde lentille et une ouverture, la
disposition relative de ces différents éléments étant telle
que lorsque la source fonctionne, le faisceau laser émis
par la source laser traverse d’abord la premiere lentille,
puls le diffuseur tournant qui est placé derriére le point
focal de ladite premiere lentilile, puis la deuxiéme

lentille placée a sa distance focale par rapport au plan du

diffuseur tournant, puis ladite ocuverture.

[0034] Selon une autre forme d'exécution préférée de

l'"invention, la source de lumiére partiellement cohérente

comprend les éléments suivants : une source laser, une

premiere lentilille, un diffuseur tournant tel qgu’un verre
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dépoli, et une seconde lentille, la disposition relative de
ces différents éléments étant telle que lorsque la source

‘fonctionne, le faisceau laser émis par la source laser

| D |

traverse d‘abord la premiére lentille puis le diffuseur
puis la deuxieéme lentille, le faisceau laser a la sortie de
la premiere 1lentille étant focalisé en un point de
focalisation situé en amont du diffuseur a une distance
réglable du diffuseur. Une telle scurce est utilisée avec

le microscope holographigue de la présente i1nvention sans

la présence des lentilles et dudit microscope.

| el

sn outre, lesdits moyens de compensation de

[0035]

chemin optique comprennent une cellule de référence

comparable a la cellule objet mais ne comprenant pas

-,

l1’échantillon & étudier, ou un matériau transparent

d’ épaisseur et de composition adéquates.

Breve description des figures

[0036] La figure 1 représente une premiére forme
d’'exécution d’une source partiellement cohérente spatiale
selon la présente 1invention et réalisée a&a partir d'une

source spatialement incohérente.

[(0037] La figure 2 représente une deuxieme forme

d’'exécution d’une source partiellement cohérente spatiale

"

selon la présente 1invention et réalisée A& partir d’une

source spatialement incohérente.

[0038] La flgure 3 représente une troisiéme forme
d’exécution d’une source partiellement cohérente spatiale
selon la présente inventicn et réalisée & partir d’une

gsource cohérente spatiale.

[0039] La figure 4 représente une guatriéme forme

d’exécution d’'une source partiellement spatiale cohérente
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12

selon la présente i1nvention et réalisée a partir d’une

source cohérente spatiale.

=~ - -

(0040] La figure 5 représente une forme préférée

d'exécution du dispositif selon la présente 1nvention,

utilisant une source partiellement cohérente spatiale telle

que décrite a la figure 2.

Description détaillée de plusieurs formes d’exécution de

lt'invention

Sources Jlumineuses utiliseées pour l’'holographie digitale

[0041] | Un premier type de source lumineuse
utilisable dans le dispositif selon la présente invention
correspond a une source partiellement cohérente telle que
représentée a la figure 1. Une lentille L1 achromatigue
collimate les faisceaux lumlineux émis par une source
incohérente spatiale étendue filtrée en longueur d’onde,

par exemple une LED (diode émettrice de lumieére), vers un

premier iris Al a ouverture réglable. L'ouverture Al limite
le spectre angulaire de la source afin d’augmenter 1la
cohérence spatiale de la lumiére. Une seconde lentille L2

achromatique crée une source secondaire en son plan focal

ou, un second 1ris A2 limite la taille de la source. Une
troigsieme lentille L3 forme un faisceau collimaté. Les
distances focales de L1, L2, L3 sont, par exemple, de

100 mm pour 1l’holographie digitale.

[0042] Un deuxiéme type de source lumineuse

utlilisable dans le dispositif selon la présente invention
correspond a4 une source partiellement cohérente telle que

représentée a la figure 2. Une lentille L1 collimate les

faisceaux lumineux émis par une source incohérente spatiale

étendue filtrée en longueur d’onde, par exemple une LED
(diode émettrice de lumiere). Afin d’obtenir un champ

Jumineux homogeéne, les faisceaux lumineux de cette source
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peuvent étre acheminés par une fibre optique, dont le ceur

est ligquide, depuis la LED vers la lentille Ll1. Le jeu de
lentilles L2 et L3 forme un faisceau collimaté. Le filtre
spatial Al limite le gpectre angulaire de la source afin

d’ augmenter la cohérence spatiale de la lumiere.

[0043] Il est également possible d‘utiliser dans le

dispositif selon la présente 1invention une source laser
rendue partiellement 1ncohérente. La figure 3 représente le

principe de fonctionnement d’une telle source classiquement

utilisée en optigque. Un faisceau laser a falsceau paralléle
est focalisé par une lentille L1. Un diffuseur tournant D
est placé derriere le point focal de maniéeére a former une
tache lumineuse dont le . diamétre est suffisant pour
éclalrer le champ de vue du microscope. Le diffuseur crée

un champ de « speckle » (granulosité laser) qui varie avec

la rotatilion du diffuseur. Une lentille L2 est placée a sa

distance focale par rapport au plan du diffuseur tournant.

[0044] Une ouverture A est ensuilte placée derriére
la lentille de manieére a pouvolr élargir la dimension de 1la

taille des grains de « speckle ». En utilisant une rotation

du moteur suffisamment rapide par rapport au temps

d’exposition du systéme d’enregistrement d’images, on

montre gqu’une telle source est égquivalente & une source
partiellement cohérente spatiale telle que décrite ci-
dessus. La largeur de la cohérence spatiale est directement
reliée a la dimension des grains de « speckle » qui est
ajustée par le diametre de 1'ouverture.

[0045] Un autre type de source collimatée et
partiellement cohérente a partir d’'une source cohérente
utilisable dans le dispositif selon la présente invention

est représenté a la figure 4. Un faisceau laser est

focalisé au volisinage d‘'un verre dépoli (D) par une

lentille (L1). Le dépoli diffuse la lumiére. Une lentille
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(L2) placée derriére le verre dépolil collimate la lumiére
diffusée par le dépoli. En ajustant la distance (d) entre

le point de focalisation et le verre dépoli, on regle la

dimension des grains de speckle du faisceau collimatée.

Microscope fonctionnant en holographie digitale

[0046] La figure 5 schématise le plan du microscope

utilisé dans 1le dispositif selon la présente 1invention.

L’interférométre du microscope fonctionnant en holographie
digitale est du type Mach Zehnder et comprend deux sous-
ensembles SE1 et SE2Z2. Chacun de ceux-cili comporte un
séparateur de faisceau, respectivement BS1l et BS2, et un
mixolr, respectivement M1l et M2. La source § pour
l"holographie digitale est une source partiellement
cohérente telle que l’une de celles décrites ci-dessus.
Ladite source S illumine le séparateur de faisceau BS1l. Une
partie du faisceau est transmis par BS1l et une partie est

réfléchie vers le mirolr Ml.

[0047] Le premier sous-ensemble SEl1 permet de
former deux faisceaux lumineux paralléles, le faisceau
objet O et le faisceau de référence R. Ce premier sous-

ensemble SEl1 est monté sur une table de rotation, alors gue

le second sous-ensemble SE2 est fixe ou mobile. Ceci permet
de régler 1’égalisation du trajet optigque des deux
faisceaux de 1l’interférometre, le faisceau objet 0O et le

faisceau de référence R.

[0048] Au niveau du faisceau objet, une lentille L4

focalise le faisceau lumineux sur l’objet ou 1’échantillon
contenu dans sa cellule d’observation So. L‘objet est

observé avec un objectif de microscope ML1 convenant a

1’observation en fluorescence (les difféerents

grossissements possibles en microscopie classique sont
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utilisables). Le couple de lentilles L4-ML1I forme un
systéme afocal. L’objectif MLl réallise, en comblnaison avec

la lentille L6, l‘image d‘un plan passant au travers de

1l?’échantillon.

5 [0049] Parallélement, au niveau du faisceau de
référence R, la lentille L5 focalise le faisceau lumineux,
soit sur une cellule d’'obserxrvation Sr, identique a celle
comportant 1’échantillon mais sans la présence de ce
derniery, soit sur un matériau transparent de composiftion et

10 d’'épaisseur adéquates, tel que par exemple du verre. Cette

-

disposition permet d’‘optimiser 1’'égalisation du trajet

optique des deux faisceaux de 1l’'interférometre.

[0050] Un objectit de microscope ML2, 1i1dentigque a

ML1l, est disposé sur le faisceau de référence. Le couple de

15 lentilles L5-ML2 constitue également un systeéme afocal. Les

chemins optiques ML1-L6 et ML2-Lée sont ajustés pour étre

identiques.

[0051] e second sous-systéme SE2, qul comporte le

miroir M2 et le séparateur de faisceau BS2, permet de

20 combiner le faisceau objet O et le faisceau de référence R.
Les falisceaux objet O et de référence R combinés

interférent au niveau du plan sensible de la caméra

(référencée C sur la figure 5).

[0052] Comme 1indiqué cil-dessous, l1l’implantation de
25 1’holographie digitale requiert la connaissance de
l"amplitude optigque mesurée dans un plan de netteté
interceptant 1l’échantillon. L’amplitude optigue peut étre

déterminée a partir des figures d’interférence par deux

méthodes

30 (1) la méthode de la porteuse ou de la transformée de
Fouriexr. Par cette méthode les faisceaux objets et

de référence sont 1ncidents sur la caméra CCD avec
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un petit angle de maniere & obtenir, lorsgue aucun
échantillon n’est analysé, un réseau de franges
d’interférence linéaire. La mesure de changement de
phase optique 1introduit par 1’'échantillon se
5 traduit alors par une variation de la forme des
franges. La détermination de 1’amplitude résulte

d’une analyse par transformée de Fourier.

(1i1) le miroir {(M2) du sous-ensemple SE2 est muni d’'un
systéme de déplacement piézoélectrique suivant son

10 axe optigque gqul permet de changer le chemin optigue

de référence par des fractions précises de longueur
d’'onde. Ceci permet d’'implanter la technigue dite
de <« phase-stepping » qui consiste a enregistrer
plusieurs 1mages déphasées d’une fraction constante
15 de longueur d’onde. Par un traitement informatique,
la combinaison de ces interférogrammes permet le

calcul de l1l’amplitude lumineuse émergeante de

1’échantillon.

[0053] I.e microscope peut fonctionner en mode

20 microscopie directe ou inverse selon les besoins.

Dispositif pour la fluorescence

[0054] Sur la figure 5, la source d’excitation S’
de la fluorescence est placée en mode de réflexion. Comme
25 1indigqué ci-dessus, on peut placer cette source pour

fonctionner en mode de transmissiorn.

Fluorescence en lumiére réfléchie

[0055] [0056] Dans cette configuration qui

™ -

30 correspond a celle représentée a la figure 5, la source S’

est, so0lt une lampe & vapeur de mercure, sSoit une lampe



10

15

20

25

30

CA 02724743 2010-12-07

17

quartz-halogene, soit encore une source gqui émet de la
lumiere dans une gamme de courtes longueurs d’onde
necessalre a l'excitation de la fluorescence. Cette source

peut, le cas échéant étre un laser. Les rayons lumineux,

collimatés par une lentille, parviennent a un filtre

d'excitation F1l sélectionné en fonction du fluorochrome

utilisé et sont réfléchis par un miroir dichroique adéguat

MD sur l1l’échantillon au travers de l’'objectif.

[0057] La lumiere fluorescente émise par les

fluorochromes contenus dans l’échantillon traverse le

miroir dichroique MD, transparent a ces longueurs d’onde

plus longues, traverse un filtre d’arrét F2 placé pour

blogquer les éventuelles courtes longueurs d’onde, et est

enregistrée par la caméra.

[0058] Des matériaux de composition et d’épaisseur

adéquates, par exemple du verre, peuvent aussi &tre ajoutés

cdans le falsceau de reférence pour optimiser 1’égalisation

du trajet optique des deux faisceaux de l’interférométre.

Fluorescence en lumiere transmise

[0059] Pour cette configuration, 11 vy a deux

réalisations possibles:

(1) une réalisation & une seule source : la seule source

utilisée est celle prévue pour le MLCroscope

fonctionnant en  holographie digitale mais est

-

simultanément utilisée comme source excitatrice de 1la

fluorescence car elle émet dans une gamme de courtes
longueurs d’onde. Ceci permet de réaliser & la fois
1" hologramme de l'objet et l’excitation des

fluorochromes de 1’échantillon.
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(1i) une réalisation a deux sources : On combine la source

spécifique pour le  microscope fonctionnant en

e

holographie digitale a la source émettant la lumiére

nécessalre a l’'excitation des fluorochromes des deux
maniéres suivantes : goit la source nécessalre a la
fluorescence est placée juste avant le séparateur de
faisceau BS1l soit, cette source est placée juste avant

la lentille L4 qui focalise les rayons lumineux sur

1’échantillon.

Couplage des sgignaux obtenus en holographie digitale et en

fluorescence pour la reconstruction 3D des signaux de

fluorescence

[0060] Comme décrit cil-dessus, l/instrument comporte

deux sous-systémes optigues couplés qui permettent

(i) l’enregistrement des 1mages 1interférométriques en

transmission de 1l’échantillon
(ii) 1l’enregistrement de 1 1mage fluorescente de

1’échantillon activée par la source d’excitation de la

ftluorescence

[0061] Ces 1images sont formées par le systéme
afocal constitué par le couple de lentilles ML1-L6 qui
réalise l’image nette d’'un plan perpendiculaire a 1'axe
optique de l’échantillon sur la face sensible de la caméra
C. Les images 1interférométriques et de fluorescence sont
enregistrées séguentiellement
(1) la source de (fluorescence est masquée par un
obturateur et on enregistre la ou les 1images

interférométriques.
(11) 1la source permettant l’enregistrement
interférométrique est masquée ou éteinte et on

enregistre la ou les images de fluorescence.
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[0062} Lorsque 1l’épailsseur de 1l’échantillon est plus
petite que la profondeur de champ du dispositif d’imagerie,
l’image de 1l’'échantillon est nette partout. Par contre, et
c’est le cas qui concerne le présent développement, lorsqgue
1’ épaisseur de l’échantillon excede la profondeur de champ,
les parties de l’échantilion au-dela de 1la 2zone de
profondeur de champ donnent des parties floues dans
1’ image.

[0063] Comme L’échantillon est observé par une

caméra C gradce au systeme afocal de lentilles ML1-L6, les

signaux interférométriques et de ftluorescence sont

g

parfaitement superposés au niveau du capteur et les plans

de netteté sont communs pour les deux types d’illumination

-~

grace & l’'utilisation de composantes optigues ML1-L6

achromatigues.

Réle de l’enregistrement interférométrique ou holographique

[0064] L’'enregistrement 1interférométrique permet la

mesure précise de l’amplitude optique complexe dans le plan
net de 1’échantillon. La source interférométrigue cohérente
ou partiellement cohérente S est activée et illumine en
faisceau collimaté le séparateur de faisceau BS1.

[0065] Une partie de ce faisceau, appelé faisceau

objet, suit le trajet BS1-M1-L4-So-ML1-BS2-L6-C. La phase

et l'amplitude de ce  faisceau sont modulées par

l’échantillon contenu dans la cellule objet So.

[00661] L'autre partie du faisceau, appelé faisceau
de référence, sult le trajet BS1-L5-Sr-ML2-M2-BS2-L6-C. La
phase et l’amplitude de ce faisceau sont modulées par la

cellule de référence Sr.

(0067] Les faisceaux  objet et de référence

interferent sur la face sensible de la caméra (C). La forme

de la figure d’interférence est influencée par les
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changements relatifs de phase optique introduits par les

échantillons So et Sr. Comme la cellule de référence Sr est

une cellule expérimentale comparable a la cellule objet So

mais sans 1’échantillon étudié, la forme de la figure

d’ interférence n’est iniluencée de maniére significative

que par les changements de phase optique introduilts par

l"échantillon étudié.

[0068] Le premlexr ocbjectif est de mesurer

l'amplitude optique complexe émergente de 1’é&chantillon &
partir de la ou des figure(s) d’interférence mesurée (s) paxr
la caméra. Pour cela, deux méthodes <classigques en
interférométrie sont disponibles

(1) La méthode de la transformée de Fourier (1]

(11) La méthode de décalage de phase.

[0069] Connaissant l'amplitude optigque complexe dans
le plan de netteté de 1’échantilion, les méthedes

d’'holographie digitale permettent de calculer les

amplitudes complexes dans des plans paralleles [2-6]. Ces
méthodes consistent & calculer par des méthodes numériques
le champ optique en utilisant les lois de propagation de
l’optigque de Fourier (Equation de Kirchhoff - Fresnel). On
peut ainsi calculer les amplitudes lumineuses complexes
dans des plans qui sont hors de la zone de profondeur de
champ 1nilitilale du systéme d’imagerie. Ces méthodes
permettent ainsi de rendre nettes des zones d’image qui ont

été enregistrées floues.

[0070] Une amplitude optique complexe u(x,y) dans un

plan (x, y) s’écrit

u(x,y) = JI(x, y) explia(x, y)} (1)
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[(x,y)est 1l’intensité lumineuse au point (x,Vy)

a(x,y)est la phase optigue au point (x,vy)

jest le nombre imaginaire tel que i*=-1

(007 1] La méthode interférométrique revient donc a

déterminer, dans le plan dont on réalise 1’'image, les

quantités [(x,y) el a(x,y) de maniére & pouvoir calculer, par

holographie digitale, l'amplitude optique u,'(x',y')Ydans les

plans paralleles séparés par des distances d. Cette

opération s’écrit formellement par

u,'(x',y") = Rld ju(x, ) (2)

ou R[d] est 1l’opérateur de Kirchhoff-Fresnel.

Plusieurs 1implantations numériques de cette expression

existent dans la littérature [2].

Enregistrement du signal de fluorescence

[0072] La source de l’excitation de la flucrescence

etant activée, les substances fluorescentes réparties dans

l"échantillon émettent de maniére isotrope de la lumiére

qui donne lleu a4 un signal détecté par la caméra vidéo
(CCD) . S1i on considere l’émission par un point (x0,y0) de

l’échantillon situé a une distance ddu plan dont on réalise

l"1mage par le couple de lentille ML1-Lé6, du fait que

l’objectif du microscope a une ouverture finie, le polnt

| -

emetteur de fluorescence produit, dans le plan objet dont

on realise l’'image, un disque lumineux ocbservable par la

caméra vidéo.

(0073] Cette répartition de 1’intensité lumineuse
est notée lp(x-x0, y-y0) o 1’ indice p indigque gue 1l’on considére

le signal de fluorescence.
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[0074)] Le diamétre Ddu disque lumineux s’exprime, en
premiére approximation, par
d
D — (3)

fnumber,,,

ol frnumber,,, est le rapport de la distance focale de ML1l par

le diametre de son ouverture.

[0075] I1 est & noter que l’éguation (3) doit étre

corrigée pour les treés petites distances d avec lesquelles

il faut considérer les effets de diffraction en

illumination incohérente. Toutefols, pour ces distances d,

1l’image du point source " se trouve dans la zone de

profondeur de champ et ne, nécesslite donc  aucune

manipulation ultérieure sur la netteté.

[C076] Dans 1le <cas d’échantillons plus complexes

>

comportant plusieurs zones d’émilssion qul peuvent se

trouver a des distances d différentes du plan de netteté,

e

‘on obtient une répartition d’intensité lumineuse qui

s’exprime comme la somme de contributions élémentaires

lp (x-x0, y-y0).

Couplage entre l‘’amplitude complexe du signal d’holographie
digitale et du signal de fluorescence

[0077] Le concept qui fait 1l’objet de la présente
demande de brevet est le couplage du signal d’holographie
digitale et le signal de fluorescence de maniére & pouvoir
manipuler le signal de fluorescence et a pouvolr remettre

nets, par procédé numérique d’holegraphie digitale, des

signaux de fluorescence gqui auralent été enregistrés flous.
(0078] Pour que ce couplage puisse se faire, il faut
que les régions au sein de L1l’échantillon biologigque qui

présentent une fluorescence alent des propriétés optiqgques
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(absorbance optigue et/ou indice de réfraction) distinctes

des régions non fluorescentes qui les entourent, Il faut

remarguer gue cette condition est satisfaite dans de

nombreuses applications en biclogie cellulaire, puisque la

| Y

Fluorescence permet le marquage d’organites cellulaires qui

sont également +visibles par 1la microscopie optigue en

contraste de phase. Cette mise en évidence par contraste de

hase démontre une variation Jlocale d’indice de réfraction
S,

et /ou d’absorbance des organites.

[0079] S1i on considére  une zone limitée  de

fluorescence au niveau de l’échantillon biologique gqui est

également une zone de changement local df’indice et/ou

d’absorbance par rapport a un fond constant et si on
suppose que cette zone se trouve a une distance d du plan
de netteté de 1’échantillon, la zone de fluorescence, comme

décrit précédemment, donne lieu a une tache lumineuse

d’intensité /lh(x-x0,y-y0). L’amplitude lumineuse mesurée par

interferométrie est donnée par l’équation (1)

u(x, ) = /1 (x, y) explia(x, y)}

[0080] Dans un premier temps, on construit une

amplitude équivalente de fluorescence par

u, (x,y)= AJIP (x-x0,y—y0) /I (x,y) exp{ia(x,y)} (4)

ou A est une constante multiplicative qui ne joue pas de

rble déterminant dans la discussion présente.

L’ équation (4} pondére 1l’amplitude interférométrique par
l’intensité de fluorescence de maniére & amplifier la zone

influencée par la fluorescence.
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[0081] On appligue ensuite 1la reconstruction par

holographie digitale pour reconstruire 1’image nette de la

fluocrescence
5 u,'(x,y)=Ri-dp,(x,y) )
[0082] On calcule ensuite 17" intensité lumineuse

up’*(x’,y’)up’(x’,y’) pour obtenir 1l’image nette d’'intensité de
la tache de fluorescence.

10 [0083] En pratique, on mesure l’amplitude lumineuse

d’ interférométrie et la tache de lumiére fluorescente sans

connaltre la distance d. On applique alors la technique de

reconstruction  par holographie digitale de maniere

incrémentale pour atteindre 1’'image la plus nette de la

15 tache de fluorescence.

[0084] S1 on consideére a présent le cas ol au sein
de l’échantillon l'’on a plusieurs zones limitées avec des
variations d’indice de réfraction et/ou d’absorbance parmi
lesquelles seules certaines de ces zones présentent une
20 émission de fluorescence, deux cas peuvent se présenter
(1) 1% cas : Les signaux d’interférométrie et de
fluorescence sont séparés dans le plan net de
l"échantillon. Dans ce cas, on peut directement
utiliser la méthode telle que décrite ci-dessus.
25  (ii) 2°™® cas : Les signaux d’interférométrie et de
fluorescence se recouvrent au moins partiellement dans
le plan net de 1’é&chantillon.

[0085] Dans ce cas deuxieme cas, l’utilisation de la

Ny,

méthode telle que décrite ci-dessus peut donner lieu 3 des
30 reconstructions fausses de zones flucrescentes qui en

réalité ne le sont pas. En effet, si on considére d’une

part les signaux d’interférométrie dus & deux zones de

variations d’indice et/ou d’absorbance gqui se superposent
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et d’autre part qu’'une seule de ces deux zones présente de

la fluorescence, comme la tache de fluorescence recouvre au
mo1ins partiellement les signaux 1nterférométriques

provenant des deux zones, l'utilisation de la méthode

précédente donnera une contribution gignificative a la

fluorescence pour les deux zones. Dans ce cas, de

nombreuses méthodes de correction peuvent é&étre 1mplantées
de maniere a ne reconstruire que la zone pertinente. On
citera, 4a titre d‘exemple, une procédure itérative de

correction. La distribution de fluorescence initiale dans

le plan de netteté sera appelée DO. A la premiére

itération, on utilise la méthode précédente de

reconstruction holographique gqui donne des contributions en

fluorescence pour les deux zones. Le résultat de cette

reconstruction sera appelé la configuration Cl. On calcule

ensulte, en utilisant les lols de propagation de 1’optique
incohérente, la distribution de lumiere de fluorescence,
appelée D1, dans le plan de netteté de l’échantillon qui

-

correspond a Cl. On compare D1 et DO de maniére a appliquer

une correction a Cl et a obtenir une seconde configuration
C2. On calcule de 1la une nouvelle distribution de
fluorescence D2 par les lois de l’optigue incohérente et on
répéte ainsi le processus 1itératif de correction jusqu’a
obtenir une différence suffisamment faible entre 1la
distribution de fluorescence DN (N®™® itération) calculée

par les lois de l’optique incohérente et la distribution de

fluorescence DO0O. De nombreuses méthodes d'optimalisation
numérique permettent 1l’'implantation d’un tel processus
d'optimalisation. A titre d’'exemple, on peut citer les
méthodes de recuit simulé basées sur la recherche aléatoire
de la minimalisation d’‘une fonction colt qui dans le cas

présent pourrait étre (DN-DO0O)“ [ 7].
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=

[0086] En résumé, la présente invention consiste 3§

combiner un dispositif de f{luorescence avec un microscope

fonctionnant en holographie digitale pour 1la mesure en

trols dimensions des ZONnes fluorescentes de
micro-échantillons et offre de nombreux avantages par

rapport aux techniques actuellement connues.

[0087] Un premiexr avantage est qgque la présente

invention, comparativement a la microscople classigque en

fluorescence, permet d’obtenir une image tridimensionnelle

de la fluorescence sans que l1l'’on n’ait besoin de déplacer

17’échantillon suivant l'axe optigue du systéme.

[0088] En outre, dans la présente invention,

1’information de phase et d’amplitude fournie par
1"holographie digitale permet d’éliminer, en chague point,
la fluorescence parasite par traitement numérique.

[0089] Par rapport &4 la microscopie confocale, 1la

présente 1nvention présente également des avantages

particuliers.

[00S0] Un de ces avantages est que 1'invention est
beaucoup moins complexe 4 mettre en ceuvre que la

microscopie confocale.

[0091] Un  autre avantage est qu‘elle permet
d’'utiliser une gamme é&tendue de sources lumineuses pour
générer le signal de fluorescence, et étend donc la gamme
de longueurs d’ onde disponible  pour couvrir les
applications. Cela permet en outre d’'utiliser des sources
molns agressives Vvis-a-vis des échantillons biologiques.

[0092] On notera . également que, par rapport & la

microscopie  confocale, la présente 1invention permet
d’'enregistrer les informations sur tout 1’échantillon de

maniere simultanée sur le volume et avec un décalage trés

faible entre chaque prise (typigquement 1/25 s) pouxr

l’enregistrement de la fluorescence, de telle sorte que la
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distorsion temporelle introduite par le balayvage de 1la

microscopie confocale est éliminee.

[0083] En conclusion, la méthode proposée dans 1la

e

présente invention, dqul consiste a coupler des signaux
d’interférométrie avec des signaux de fluorescence, permet
de localiser en trois dimensions, et de rendre nettes, les
régions qgui présentent une fluorescence au sein d’un
échantillon. Cette méthode est susceptible de trouver des

applications intéressantes dans le domaine de 1l’embryologie

ou les bioclogistes souhaitent analyser 1’/évolution et 1la

dynamique d’embryons vivants qul présentent trés rapidement
des épalsseurs gul excedent la profondeur de champ des
microscopes optiques. La présente 1invention peut ainsi
permettre, par exemple, une analyse a posteriori en trois

dimensions du mouvement des cellules marguées par des

fluorochromes.

[0094] En outre, le microscope holographigque selon

la présente invention, présente é€galement un certain nombre

d’avantages par rapport aux dispositifs de l’état de la
technique, er1 particulier ©par Trapport au microscope
holographique décrit dans 1l'article « Improved three-
dimensional 1maging with digital holography microscope
using a partial spatial coherent source », F. Dubois et

al., Appl. Opt. 38, pp.7085-7094 (1999).

[0095] En effet, comparativement au microscope

holographique décrit dans cette publication, dans le
microscope holographique selon la présente invention, la
lentille L4 et la lentille L5 qui permettent de focaliser

la lumiére au niveau, respectivement de la cellule objet et

de la cellule de référence (ou d’autres moyens de
compensation de chemin optigue), sont situées dans
1’ interférométre lui-méme, précisément devant les

cbjectifs, respectivement ML1 et ML2, et non plus en dehors
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de 1’interférométre. De ce fait, les rayons lumineux qui
parviennent au séparateur de faisceau BS1 sont collimatés a
1’aide des miroirs M (figure 5) et la position du point de
focalisation ne se modifie pas lorsque la position du rayon
incident par rapport a l'axe optique varie. Cette
caractéristique permet une utilisation beaucoup plus
efficace de la table de rotation et une égalisation plus
facile des trajets optiques des faisceaux de référence et
objet. Cette possibilité de réglage est essentielle dans un

microscope holographique comportant une source de lumiére

partiellement cohérente.

[0096] De plus, dans le microscope holographiqué
selon la présente invention, la présence soit de la cellule
d’observation de référence Srxr, comparable a la cellule So
qui elle contient 1’échantillon, scit d’un matériau
Cransparent d’'épalsseur et composition adéquates permet

encore d’améliorer l’égalisatilion des trajets optiques objet

O et de référence R.

[0097] Enfin, comparativement a cette publication,

le microscope selon la présente 1invention offre la

possibilité d‘utiliser trois autres types de sources

partiellement cohérentes quli s’averent supérieures a celle

utilisée dans la publication.
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REVENDICATIONS

1. Microscope capable de fonctionner en

holographie digitale comprenant

-—

une source de lumiere partiellement cohérente, capable

de générer un faisceau lumineux source;

un premier sous-ensemble (SEl) mobile, comprenant un
séparateur de faisceau (BSl) et un miroir (M1l), pour
former deux faisceaux paralleles, un faisceau objet (O)
et un faisceau de référence (R) a partir du faisceau

lumineux source:

un deuxieme sous-ensemble (SE2), comprenant également un
séparateur de faisceau (BS2) et un miroir (M2), pour
combiner ledit faisceau objet (0) et ledit faisceau de

référence (R) en un faisceau lumineux recomblne;

une cellule objet (So) comprenant un échantillon a
étudier, disposée sur 1le trajet optigque du faisceau
objet (0) entre le premier sous-ensemble (SEl) et le
deuxieme sous-ensemble (SEZ2);

un premier objectif de microscope (ML1l), sur le trajet
optique du faisceau objet (0) entre le premier sous-
ensemble (SEl) et le deuxieme sous-ensemble (SE2Z2), en
aval de la cellule objet (So);

un deuxieéme objectif de microscope (ML2), disposeé sur 1le

trajet optigque du faisceau de réference (R) entre le

premier sous-ensemble (SEl) et le deuxieme sous-ensemble
(SEZ) ;

des movens d’'enregistrement(C) pour enregistrer des
signaux interférométriques produits par le failsceau
lumineux recombine; et

des movens de focalisation supplémentaires(L6) pour
focaliser ledit faisceau lumineux recombiné sur lesdits

Mmoyens d’enregistrement (C), lesdits moyens

d’'enregistrement (C) étant situés dans 1le plan focal
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arriere des movens de focalisation supplémentaires (L6),

permettant un réglage du deuxieme sous-ensemble (SE2)
sans modification de la focalisation sur lesdits moyens

d’' enregistrement (C).

2. Le microscope selon 1la revendication 1,
dans legquel 1les objectifs de microscope (ML1l, ML2Z2) et
différents moyens de focalisation (L4, L5, Lé6) sont
disposés de facon a ne pas modifier leur focalisation lors
de mouvements du premier sous-ensemble (SEl1) ou du second
sous—-ensemble (SE2) , lesdits mouvements permettant
1’égalisation des chemins optiques des faisceaux objet et

de référence.

3. Le microscope selon 1l’une quelconque des
revendications 1 ou 2, comprenant en outre des moyens de
compensation de chemin optigue, disposés sur le trajet
optique dAu faisceau de référence (R) entre le premier sous-
ensemble (SE1l) et le deuxieme sous-ensemble (SEZ), le
deuxiéme obijectif de microscope (ML2) étant en aval desdits

movens de compensation de chemin optique.

4. Le microscope selon 1la revendication 3,
dans lequel lesdits moyens de compensation de chemin
optique comprennent une cellule de référence (Sr)
comparable a la cellule objet (So) mais ne comprenant pas

1’échantillon a étudier, ou un matériau transparent

d’' épaisseur et de composition adequates.

5. Le microscope selon 1’une qguelcongque des

revendications 3 ou 4, comprenant en outre des premiers
movens de focalisation (L4) aptes a focaliser le falsceau
objet (0) sur la cellule objet (So) et des seconds moyens
de focalisation (L5) aptes a focaliser 1le faisceau de

référence (R) sur lesdits moyens de compensation de chemin

optique.
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6. Le microscope selon 1la revendication 5,
dans lequel les premiers moyens de focalisation (L4)
forment avec le premier objectif de microscope (ML1) un
systeme afocal et les seconds moyens de focalisation (L5)
forment avec 1le second objectif de microscope (ML5) un

systeme afocal.

7. Le microscope selon 1l’une quelconque des
revendications 1 a 6, comprenant des moyens (M) pour
diriger le faisceau lumineux source sur le premier Sous-

ensemble (SEl), au niveau du séparateur de faisceau (BS1l).

8. Le microscope selon 1la revendication 7,
dans lequel les moyens (M) pour diriger 1le faisceau

lumineux comprennent des miroilrs.

9. Le microscope selon 1l’'une qgquelconque des
revendications 1 a 8, dans lequel le deuxieme sous-ensemble

(SE2) est fixe ou mobile.

10. Le microscope selon l’une quelconque des
revendications 1 a 9, comprenant des moyens de traitement
du signal permettant de traiter lesdits signaux
interférométriques selon la méthode de la porteuse, la
méthode de la transformée de Fourier ou par la technique de

décalage de phase.

11. Le microscope selon 1l’une qgquelconqgque des
revendications 1 a 10, dans lequel gue la source de lumiere
partiellement cohérente comprend les éléments suivants

une source émettrice de lumiere de 1largeur spectrale

réduite (S), une premiere lentille (L1), une premiere
ouverture (Al), une seconde 1lentille (L2), une seconde
ouverture (A2) et une troilsieme lentille (LL3), la

disposition relative de ces différents éléments etant telle
que lorsque la source fonctionne, la lumiere émise par la

source émettrice de lumiere rencontre successivement la
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premiere lentille (Ll1), la premiere ouverture (Al), la
seconde lentille (L2), 1la seconde ouverture (A2) et la

\

troisieme 1lentille (LL3) et la lJumiere a la sortie 1la

troisieme lentille est une lumiere collimatée.

12. Le microscope selon 1l'une quelconque des
revendications 1 a 10, dans lequel la source de lumilere
partiellement cohérente comprend les éléments sulvants
une source émettrice de lumiere de largeur spectrale
réduite (S), une fibre optigue, une premiere lentille (L1),
une seconde lentille (L2), une troisieme lentille (L3) et
une ouverture (Al) a ouverture réglable, la disposition
relative de ces différents éléments étant telle que lorsgue
la source fonctionne, la lumiere émise par 1la source
émettrice de lumiere traverse d’abord la fibre optique de
maniere a avoilir un champ lumineux homogene, puls rencontre
la premiere lentille (L1) puls la seconde lentille (L2) et

la troisieme 1lentille (L3) pour obtenir une lumiere

collimatée sur 1’ouverture (Al).

13. Microscope selon 1l’une quelconque des
revendications 1 a 10, dans leqguel que la source de lumiere
partiellement cohérente dudit microscope comprend 1les
éléments suivants
une source laser (S8), une premiere lentille (L1), un
diffuseur tournant (D), une seconde lentille (L2Z2) et une
ouverture (A), la disposition relative de ces différents
éléments étant telle que lorsque la source fonctionne, 1le
faisceau laser émis par la source laser traverse d’'abord la
premiere lentille (L1), puis le diffuseur tournant (D) qui
est placé derriére le point focal de 1ladite premiere
lentille (L1), puls la deuxieme lentille (L2) placée a sa

distance focale par rapport au plan du diffuseur tournant

(D), puls ladite ouverture (A).
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14. Le microscope selon 1l’'une quelcongue des

\

revendications 1 a 10, dans lequel la source de lumiere
partiellement cohérente comprend les éléments suivants

une source laser (S), une premiere lentille (L1), un

5 diffuseur tournant (D) tel qgu’un verre dépoli, et une

seconde lentille (L2), 1la disposition relative de ces

differents elements eétant telle gque lorsgue la source

fonctionne, 1le faisceau laser émis par la source laser

traverse d’abord la premiere lentille (L1) puls le

10 diffuseur (D) puis 1la deuxieme lentille (L2), le faisceau

laser a la sortie de 1la premiere lentille (L1) étant

focalisé en un point de focalisation situé en amont du

diffuseur a une distance (d) réglable du diffuseur (D).



CA 02724743 2010-12-07

1/3

FIG. 1

L2 L1

FIG. 2




CA 02724743 2010-12-07

2/3

FIG. 3
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