
M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

Filtre confocal

Photo-détecteur

Plan im
age

Source de
lum

ière L
aser

M
iroir dichroïque

Plan focal

O
bjectif

Im
age reconstruite point par point

par balayage laser

O
btention directe de coupes optiques sans

inform
ation parasite des plans voisins 

M
icroscope confocal à balayage laser

Filtre confocal

Photo-détecteur

Plan im
age

Source de
lum

ière L
aser

M
iroir dichroïque

Plan focal

O
bjectif

Im
age reconstruite point par point

par balayage laser

O
btention directe de coupes optiques sans

inform
ation parasite des plans voisins 

M
icroscope confocal à balayage laser



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

rayons “hors focale”

Schém
a de principe du m

icroscope confocal

objectif

diaphragm
e confocal

(pinhole)

photodétecteur

source laser

m
iroir dichroïque

filtre d'ém
ission

filtre d'excitation

plan focal

échantillon

rayons hors focale

objectif

diaphragm
e confocal

(pinhole)

photodétecteur

source laser

m
iroir dichroïque

filtre d'ém
ission

filtre d'excitation

plan focal

échantillon

rayons “hors focale”

rayons hors focale Schém
a de principe du m

icroscope confocal



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

F
orm

ation de l’im
age

M
icroscopie  conventionnelle

M
icroscopie  confocale

plan focal X
Y

vue X
Z

plan focal X
Y

vue X
Z

X

I

X

I

M
icroscopie  conventionnelle

M
icroscopie  confocale

plan focal X
Y

vue X
Z

plan focal X
Y

vue X
Z

F
orm

ation de l’im
age



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

B
ille diam

ètre 200nm
Im

agée avec objectif 63x 1.4N
A

échantillonnage 100x100x100nm

B
ille diam

ètre 200nm
Im

agée avec objectif 63x 1.4N
A

échantillonnage 100x100x100nm

M
icroscopie confocale - P

SF
 réelle

M
icroscopie confocale - P

SF
 réelle



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

C
om

paraison C
onventionnel/C

onfocal

Im
age 256x256

Fluorescence conventionnelle
Im

age 256x256
Fluorescence confocale

5µ
m

Im
age 256x256

Fluorescence conventionnelle
Im

age 256x256
Fluorescence confocale

C
om

paraison C
onventionnel/C

onfocal



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

D
escription des données 3D

Pile de sections num
érisées

V
olum

e num
érique

C
onnexité (voisinage) dans un volum

e num
érique

facette com
m

une
arête com

m
une

som
m

et com
m

un
voxel

D
escription des données 3D

Pile de sections num
érisées

V
olum

e num
érique

X

Z

Y

C
onnexité (voisinage) dans un volum

e num
érique

facette com
m

une
arête com

m
une

som
m

et com
m

un
voxel



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

G
alerie de sections optiques

G
alerie de sections optiques



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

M
icroscopie 3D

 -Sections orthogonales
M

icroscopie 3D
 -Sections orthogonales



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

L
im

ites des m
éthodes d'acquisition en m

icroscopie confocale

M
odes de m

icroscopie lim
ités

Profondeur  d'observation lim
itée par les propriétés des objectifs

Photodégradation des fluorochrom
es

A
bsorption de la lum

ière par le specim
en

B
ruits photonique et électronique

D
éform

ations dues aux différences d'indice de réfraction

A
tténuation du signal lum

ineux par l'optique du m
icroscope

L
im

ites des m
éthodes d'acquisition en m

icroscopie confocale

M
odes de m

icroscopie lim
ités

Profondeur  d'observation lim
itée par les propriétés des objectifs

Photodégradation des fluorochrom
es

A
bsorption de la lum

ière par le specim
en

B
ruits photonique et électronique

D
éform

ations dues aux différences d'indice de réfraction

A
tténuation du signal lum

ineux par l'optique du m
icroscope



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

F
luorescence - N

ature du bruit photonique

A
m

élioration du rapport signal-bruit

B
ruit poissonnien

B
ruit gaussien

Source 3 photons/m
s

PIX
E

L
S

tem
ps d’intégration 1 m

s

2
4

1
6

3
0

2
4

6
8

1
0

1
2

1
4

1
6

1
8

2
0

2
2

2
4

2
6

2
8

3
0

3
2

3
4

3
6

3
8
4
0

0
.
0
0

0
.
2
0

0
.
4
0

0
.
6
0

0
.
8
0

1
.
0
0

µσ

F
luorescence - N

ature du bruit photonique

A
m

élioration du rapport signal-bruit

B
ruit poissonnien

B
ruit gaussien

Source 3 photons/m
s

PIX
E

L
S

tem
ps d’intégration 1 m

s



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

A
m

élioration du rapport signal/bruit

Im
age 256x256 : 1 tram

e
durée :  0,5 s/tram

e
M

oyennage de 4 tram
es

M
oyennage de 32 tram

es

5µ
mIm

age 256x256 : 1 tram
e

durée :  0,5 s/tram
e

M
oyennage de 4 tram

es
M

oyennage de 32 tram
es

A
m

élioration du rapport signal/bruit



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

V
ue latérale brute (noyaux de cellules m

yocardiques)

A
bsorption de la lum

ière par le specim
en

A
bsorption de la lum

ière par le specim
en

V
ue latérale brute (noyaux de cellules m

yocardiques)
N

um
éro de section

0
20

40
60

80
100

0

20 40 60

N
um

éro de section
0

20
40

60
80

100

0

20 40 60
5,0

2,0

3,0

4,0

V
ue latérale après com

pensation par une
fonction log-logistique (R

igaut et al., 1991)
V

ue latérale après com
pensation par une

fonction log-logistique (R
igaut et al., 1991)



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

Photodégradation
d'une préparation hom

ogène

P
hotodégradation de la fluorescence

Photodégradation
d'une préparation hom

ogène

P
hotodégradation de la fluorescence

L
es m

olécules de fluorochrom
e

situées dans le double cône de
lum

ière sont altérées

L
es m

olécules de fluorochrom
e

situées dans le double cône de
lum

ière sont altérées
T

em
ps en m

in.

Photodégradation  en fonction
du tem

ps d'exposition
Photodégradation  en fonction

du tem
ps d'exposition

0 50

100

150

200

250

T
em

ps en m
in.

0
2

4
8

10
12

14
16

G
el de F.I.T

.C
.



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

ixy  =
 h

xy  ⊗
 o

xy
C

onvolution par un filtre passe-bas

F
orm

ation de l’im
age par une lentille

Plan im
age

rayons diffractés
rayons diffractés

Source ponctuelle
Source ponctuelle

F
orm

ation de l’im
age par une lentille

C
onvolution par un filtre passe-bas

ixy  =
 h

xy  ⊗
 o

xy

o
xy

h
xy

ixy

D
isque de A

iry

R
estauration par déconvolution

ô
xy  =

 h
xy  ⊗

 ixy
R

estauration par déconvolution
ô

xy  =
 h

xy  ⊗
 ixy

-1



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

R
eco

n
stru

ctio
n

s

Sperm
atozoïde dém

em
brané de X

enopus laevis incubé dans un extrait d'oeuf
 E

tude de la cinétique de recondensation chrom
osom

ique (1h30)
M

arquage  Y
O

Y
O

  (de la B
arre &

 D
im

itrov)

21

S
ectio

n
s X

Y
S

ectio
n

s X
Z

D
o
n

n
ées

R
estauration de la résolution par déconvolution

21

Sperm
atozoïde dém

em
brané de X

enopus laevis incubé dans un extrait d'oeuf
 E

tude de la cinétique de recondensation chrom
osom

ique (1h30)
M

arquage  Y
O

Y
O

  (de la B
arre &

 D
im

itrov)

R
eco

n
stru

ctio
n

s
S

ectio
n

s X
Y

S
ectio

n
s X

Z

D
o
n

n
ées

R
estauration de la résolution par déconvolution

21

D
o

n
n

ées resta
u

rées

21

D
o

n
n

ées resta
u

rées



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

R
econstruction surfacique - Seuillage objet

R
econstruction surfacique - Seuillage objet



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

Projection dans le “Z
-buffer”

C
onstruction d’une topographie

V
olum

e 3D

C
odage en distances à

l’observateur

V
aleurs de profondeur

R
econstruction surfacique - codage de distance

V
oxels "objet"

axe Z
 (profondeur)

Projection dans le “Z
-buffer”

C
onstruction d’une topographie

V
olum

e 3D

C
odage en distances à

l’observateur

V
oxels "objet"

axe Z
 (profondeur)

V
aleurs de profondeur

R
econstruction surfacique - codage de distance



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

R
econstruction surfacique - T

am
pon Z

Z
-b

u
ffer

X

Z

Y

Z
-b

u
ffer

C
arte de distance

C
arte de distance

R
econstruction surfacique - T

am
pon Z



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

α

D
irection d'observation
&

 lum
ière incidenteN

orm
ale à la facette

M
odèle sim

plifié d'illum
ination

par  diffusion et réflexion

I =
 I0  (k1  +

 k2  cos α)

α
 angle entre la norm

ale à la surface 
et la lum

ière incidente I0

k1  constante de lum
ière diffuse am

biante
k2  constante de lum

ière réfléchie
avec k1  <

 k2  et k1  +
 k2  =

 1.0

R
econstruction surfacique - M

odèle d’illum
ination

R
econstruction surfacique - M

odèle d’illum
ination

D
irection d'observation
&

 lum
ière incidenteN

orm
ale à la facette

α

M
odèle sim

plifié d'illum
ination

par  diffusion et réflexion

I =
 I0  (k1  +

 k2  cos α)

α
 angle entre la norm

ale à la surface 
et la lum

ière incidente I0

k1  constante de lum
ière diffuse am

biante
k2  constante de lum

ière réfléchie
avec k1  <

 k2  et k1  +
 k2  =

 1.0



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

direction de visualisation

Z
-buffer

Z
-b

u
ffer

N
orm

ale à la surface
 dans l'espace voxel

N
 =

 G
z  (      ,       ,  -1)

d
z

d
x

d
z

d
y

X

Z

Y

d
z

d
x d

z
d

y
N direction de visualisation

Z
-buffer

Z
-b

u
ffer

N
orm

ale à la surface
 dans l'espace voxel

N
 =

 G
z  (      ,       ,  -1)

d
z

d
x

d
z

d
y

R
econstruction surfacique - M

odèle d’illum
ination

R
econstruction surfacique - M

odèle d’illum
ination



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

Prise en com
pte du m

arquage
fluorescent et ajout d'om

brages
M

odèle d'illum
ination

diffuse
C

odage en distances
et ajout d’om

brages
Prise en com

pte du m
arquage

fluorescent et ajout d'om
brages

M
odèle d'illum

ination
diffuse

C
odage en distances

et ajout d’om
brages

R
econstruction surfacique - M

odèle d’illum
ination

R
econstruction surfacique - M

odèle d’illum
ination



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

observateur
écran de visualisation

volum
e 3D

rayons

R
econstruction par suivi de rayons

M
icroscopie confocale - V

isualisation 3D

observateur
écran de visualisation

volum
e 3D

rayons

R
econstruction par suivi de rayons

M
icroscopie confocale - V

isualisation 3D



M
icroscopie photonique

M
icroscopie photonique

U
niversité Joseph Fourier

Y
ves U

sson 2000

M
icroscopie confocale - V

isualisation 3D

Ik  =
 α

k  V
k  +

 (1-α
k ) Ik-1

α
k  =

 f(V
k )  

{

R
econstruction par suivi de rayons - T

ransparence

R
ègle de transparence

Ik  est l'intensité collectée sur le chem
in du rayon, Ik-1  la

valeur précédente; α
k  est le coefficient de transparence

qui dépend de V
k , la valeur du voxel courant

observateur
écran de visualisation

volum
e 3D

rayon

P
ij

R
econstruction par suivi de rayons - T

ransparence

M
icroscopie confocale - V

isualisation 3D

R
ègle de transparence

Ik  est l'intensité collectée sur le chem
in du rayon, Ik-1  la

valeur précédente; α
k  est le coefficient de transparence

qui dépend de V
k , la valeur du voxel courant

observateur
écran de visualisation

volum
e 3D

rayon

pij

P
ij

Ik  =
 α

k  V
k  +

 (1-α
k ) Ik-1

α
k  =

 f(V
k )  

{


