caméra CCD; nous avons ainsi obtenu la
matrice de transmission du milieu
entre 1024 pixels du modulateur et
1024 pixels de la caméra. Il faut quelques
minutes pour obtenir cette matrice, mais
une fois cette derniére connue, nous som-
mes capables de focaliser presque ins-
tantanément une onde lumineuse a travers
le milieu sur un ou plusieurs pixels de la
caméra, comme en conjugaison de phase.

L'avenir de I'imagerie:
voir dans les tissus

Peut-on aller au-dela de la conjugaison de
phase et reconstruire une image? Et, si cest
le cas, comment? Il suffit d’encoder une
image avec le modulateur spatial, comme
si la lumiere éclairait un objet. La lumiere
diffuse alors dans le milieu et forme une
tache de diffusion. Connaissant la matrice
de transmission du milieu, nous avons
inversé numériquement la diffusion et
retrouvé I'image de départ avec une pré-
cision de 95 pour cent. En mesurant la
matrice de transmission d"un milieu, qui
détermine comment la lumiére traverse le
milieu, nous pouvons donc non seulement

focaliser, mais aussi transmettre des ima-
ges a travers les milieux diffusants.

De nombreux groupes, en Europe,
aux Etats-Unis et en Corée, se sont engouf-
frés dans la breche et, depuis trois ans,
des progres sont réalisés a un rythme sou-
tenu. Par exemple, le controle de front
d’onde a été appliqué avec succes aux
pinces optiques (qui permettent de mani-
puler de petits objets, par exemple des
cellules), a la focalisation dans les milieux
diffusants et & 1'imagerie de fluorescence
avec une résolution inférieure a 100 nano-
metres. Récemment, trois équipes, en Hol-
lande, puis enIsraél et en France, ont montré
qu’on pouvait également controler tempo-
rellement une impulsion femtoseconde a
travers un milieu diffusant, ajoutantla com-
posante temporelle a la composante spa-
tiale (voir I'article Faconner la lumiére
pour controler la matiere dans ce numéro).

Quelles sontles prochaines étapes? Pour
l'imagerie des milieux biologiques, le fac-
teur crucial est I'accélération de la techni-
que, 'objectif étant de trouver le front d’onde
optimal plus vite que le milieu ne change.
Toutes les équipes se cantonnent pour 1'ins-
tant a des milieux modeéles, telle une cou-

che de peinture blanche, tres diffusante,
mais surtout tres stable pendant des dizai-
nes de minutes. Quelques techniques arri-
vent a focaliser la lumiere en une seconde
environ, mais il faudra encore gagner un
facteur 1000 si I’on veut utiliser cette
méthode dans un milieu biologique vivant
(ces derniers étant considérés stables sur
une milliseconde environ). Des matrices de
micromiroirs actionnés mécaniquement ne
sont pas aussi développées que les syste-
mes a cristaux liquides, mais ont le poten-
tiel pour atteindre ces vitesses.

L'autre défi pour I'imagerie est d’aller
voir a I'intérieur des tissus biologiques, et
pas seulement a travers. C’est en théorie
et en pratique possible, mais la technique
permettant d’obtenir une image en profon-
deur et pas seulement a travers un milieu
opaquen’est pas encore au point. Peut-étre
utilisera-t-on une bille fluorescente, des
ultrasons, des boites quantiques... Des
expériences préliminaires explorent déja
ces pistes. Les concepts pour controler la
lumiére dans les milieux complexes sont
validés et les enjeux sont considérables;
gageons que nous verrons des progres rapi-
des dans les prochaines années. |
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Lumiéere sur l'infiniment

Des ondes lumineuses évanescentes, qui disparaissent

trés rapidement, permettent d'observer un objet avec

une précision de quelques nanometres. D’autres techniques
de super-résolution utilisent par exemple la fluorescence.

ble de détecter un détail d’environ

un millimetre sur un objet situé a
trois metres de distance. C’est la limite de
résolution de I'eeil, a savoir la distance
minimale qui doit exister entre deux points
proches pour qu'ils soient discernables.
La loupe ou le microscope classique ont
des pouvoirs de résolution supérieurs,
mais ils ne permettent pas de distinguer
des détails de1’ordre dunanometre. Pour-
tant, les nanotechnologies etI'imagerie du
vivant imposent aujourd'hui d’atteindre
cette échelle d’observation.

Tout systéme optique formant une
image, par exemple un appareil photo-
graphique, une caméra, un microscope ou
un télescope, collecte la lumiere prove-
nant de 1'objet observé et produit sur un
écran (une pellicule photographique, un
réseau de capteurs CCD ou la rétine de
'observateur) une distribution spatiale
d’intensité lumineuse. C’est ce que 1'on
nomme l'image. Soit 1’objet, telle une
flamme ou une étoile, produit directement
la lumiere collectée, soit il la réémet, la
réfléchit ou la diffuse quand il est éclairé
par une source externe.

I ‘ceil humain est en général capa-
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L’ESSENTIEL

¢/ La diffraction

de la lumiére impose

une limite de résolution
aux microscopes classiques.

I/ Pour observer

des détails de I'ordre

du nanomeétre, il faut
détecter les ondes dites
évanescentes qu’un objet
réémet. Ces ondes
n'existent qu'a des distances
inférieures a la longueur
d’onde d’éclairement.

vV Le microscope en
champ proche peut détecter
ces ondes; les images
obtenues ont une résolution
de quelques nanomeétres.

v/ Avecun microscope
classique, les physiciens
mettent au point

d’autres techniques

de super-résolution.

Rémi Carminati et Yannick De Wilde

Leslois del'optique géométrique assi-
milent la lumiére a un ensemble de rayons,
et cette approche permet de comprendre
comment fonctionnent les appareils d'ima-
gerie. Toutefois, les performances de ces
instruments reposent sur le fait que la
lumiere est une onde électromagnétique.

D’une part, la nature ondulatoire de la
lumiére impose une limite de résolution
spatiale aux systémes d’'imagerie classi-
ques (de I'ordre de la longueur d’onde).
D’autre part, la physique des ondes per-
metaux scientifiques de concevoir de nou-
velles approches pour réaliser des images
au-dela de cette limite. C’estla super-réso-
lution. Ainsi, nous allons examiner com-
ment la microscopie optique est capable
de dépasser la limite de diffraction en détec-
tant des ondes dites évanescentes, et voir
que, méme avec un microscope classique,
il est possible d’obtenir des images super-
résolues en utilisant la fluorescence.

La limite de diffraction

Une onde est caractérisée par une échelle
spatiale naturelle: sa longueur d’onde A.
Lorsque deux ondes de méme longueur
d’onde A se propageant en sens inverse se
superposent, la figure d'intensité lumineuse
obtenue présente des franges d’interfé-
rences de période A/2. Ainsi, en superpo-
sant des ondes de longueur d’onde A, on
crée une figure d'intensité dont 1'échelle
caractéristique la plus petite est /2. C'est
cette échelle qui donne la plus petite varia-
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tion spatiale visible dans une image pro-
duite avec des ondes. On parle de limite de
diffraction; celle-ci est liée au fait qu'on
ne peut pas confiner spatialement une onde
sans influer sur sa propagation, ce qui est
le fondement méme du phénomene de dif-
fraction (voir I'encadré page 52). En consé-
quence, un microscope optique classique
est limité & une résolution spatiale de I'or-
drede A/2, ot Aestlalongueur d’onde uti-
lisée pour former I'image.

Cette résolution est de l'ordre de
200 nanometres en lumiere visible (dont les
longueurs d’onde sont comprises entre
400 et 800 nanometres). Un microscope élec-
tronique a balayage est aussi limité par la
diffraction, mais c’est la longueur d’onde
de de Broglie des électrons (associée a leur
nature quantique et beaucoup plus courte
queleslongueurs d’onde optiques) qui per-
met d’atteindre des résolutions de I'ordre
dunanometre. Un télescope est limité a une
résolution angulaire (permettant de sépa-
rer angulairement deux étoiles) de I'ordre
de \/D, ot D est son diametre et A la lon-
gueur d’onde d’observation. Un échogra-
phe ultrasonore pour 1'imagerie du corps
humain a une résolution de 1'ordre du
millimetre, correspondant a la longueur
d’onde des ondes acoustiques utilisées.

De nombreux instruments d’image-
rie utilisant des ondes présentent donc
cette limite de résolution. Peut-on envi-
sager d’aller au-dela ? Oui, mais a condi-
tion de repenser le processus méme de
formation de l'image.

Pour améliorer la résolution spatiale
d’un systeme d'imagerie, il faut rendre visi-
bles des structures spatiales plus petites
que A dansla distribution d'intensité collec-
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tée. La physique des ondes offre cette pos-
sibilité, par le biais du profil d'intensité lumi-
neuse dans la zone dite de champ proche.
Dans cette zone, certaines ondes créées par
I’objet peuvent produire des variations spa-
tiales dintensité bien inférieures a A./2 (voir
I figure 1). Mais ces ondes disparaissent de
fagon exponentielle lorsqu’on s'éloigne de
I'objet: elles sont évanescentes et ne peu-
vent étre détectées qu’a des distances de
I'objet tres inférieures a la longueur d’onde
(d’ot 'expression «champ proche»).

Au-dela de cette zone, les ondes éva-
nescentes ne participent plus a la formation
des images, et on retrouve la limite de dif-
fraction. La transition a lieu sur une distance
inférieure alalongueur d’onde de lalumiére,
ce qui complique les techniques d’acquisi-
tion d’'images en champ proche.

Pour obtenir le profil d’intensité des
ondes dans la zone de champ proche et for-
mer une image super-résolue, on utilise un
nano-objet dont la taille est inférieure a la
longueur d’onde A du laser qui éclaire
I’échantillon étudié. Placé tout pres de la
surface de ce dernier, un tel nano-objet
est éclairé par les ondes évanescentes
produites par I'échantillon et réémet (par
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1. UNE SPHERE de taille inférieure
alalongueur d'onde A d’éclairement réémet
des ondes propagatives et des ondes
évanescentes. A courte distance — en champ
proche, a une distance de 0,05 A (a]

eta 0,1 A [b) —, les ondes évanescentes
contribuent beaucoup a la distribution
d’intensité lumineuse qui présente

des variations a des échelles petites

devant A, ce qui permet la super-résolution.
A grande distance — en champ lointain,

3 une distance au moins égale a A (c] —,
ces ondes laissent la place aux ondes
propagatives qui ne produisent

que des variations d’intensité a des échelles
supérieures a A/2. La figure obtenue résulte
de l'interférence de I'onde éclairant

la sphére avec les ondes qu’elle réémet.
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