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c’est-a-dire une déviation des rayons lumineux. Cela crée c
zones de forte intensité et des zones de plus faible intensité, c
Résumé:Nous nous intéressons a des objets microscopiqudiguant un peu plus l'image. De plus, le probleme devient plt
tridimensionnels, et translucides. Ils sont soumis & un éclairagjélu par I'action du flou: les zones flous de I'objet peuvent ét
visible incohérent pour étre observés avec un microscope ¥p-a traversl'objet, et 'image est encore plus dégradee par |
tique. Nous proposons un modéle complet de formation de I'irfflau. Supposons qu’un opérateur humain essaie maintenant
ge. Nous avons modélisé le processus global de formatiorca@@prendre une telle image ; il est presque certain qu'avec
l'image comme étant composé de plusieurs étapes et d’esphergeérience, il y arrivera. Mais le probléme est beaucoup plt
abstraits. L'objet existe dans I'espace objet physique (3D) e€@mpliqué si c’est un programme informatique qui doit analy
est modélisé a travers son indice complexe de réfraction. BAr I'image et reconnaitre le ou les objets de la scene. A no
suite, nous simulons la phase de propagation de la lumiére ageBnaissance, les travaux les plus proches qui existent couvi
un moteur de lancer de rayons qui utilise les lois de I'optiqi@s cas d'objets 3D microscopiques opaques [12] ou bien fiL
géométrique. En tout point de I'espace, nous enregistrons lesigscents [1]. Il n’existe pas de modéle d'objet translucide dans
leurs des intensités pour chaque rayon afin de former 'esp&és général. A partir d’'une théorie adaptée, et d’hypotheses |
objet éclairé (3D). Nous simulons finalement le microscope [§48€s, nous proposons un modele de formation de I'image
sa Fonction de Transfert: en appliquant cette fonction de trargsapplique a des objets microscopiques translucides, aussi k
fert en tout point de I'espace éclairé, nous obtenons une im&yeéa des objets microscopiques opaques. Nous avons choisi
dans I'espace image (2D). Ces objets sont épais devant la redélisation erg étapes. La premiere étape est une étape
fondeur de champ du microscope et un phénoméne de flourapdélisation de I'objet translucide. La seconde est une phase
parait. Ce flou qui est déja génant dans le cas d’objets opaqué@]mation de la propagation de la lumiére a travers la scéne
perturbe grandement I'observation d’'un objet translucide : 1éobjet, qui permet de simuler la réfraction. La derniére phas
zones floues de I'objet sont visibles au travers de la zone focglccupe de simuler le flou. Avec ce modele, nous pouvons 1
sée. Afin de valider le modéle proposé, nous étudions des olgiéliser des objets, et simuler des sequences d'images pour
3D translucides simples comme des billes de verre. Nous conggarparer a des images réelles. Dans la partie 2, nous pre:
rons les résultats du modéle numérique avec des données reiiRsles travaux les plus importants qui aient un rapport avec
afin de mieux comprendre le processus de formation de I'imagésent sujet. La partie 3 introduit notre contribution puisqu’el
dans son ensemble. décrit en détails le modéle de formation de I'image que no
proposons. Nous utilisons ce modele pour créer des séquer
d’'images dans la partie 4, et nous concluons dans la partie 5.

1 Introduction

Cet article* est un résumé de notre thése [5]. Nous y prés@— Etat de I'art
tons un modeéle de formation de I'image, appliqué a des objets

3D translucides. Lorsque I'on travaille avec des objets micro-Noys allons étudier plus en détails les modéles de flou utilis
scopiques, la profondeur de champ se trouve réduite et le figdque les phénomenes ondulatoires dominent, en prenant le
devient préedominant. La plupart des objets de la scéne que fh microscope optique. De nombreux travaux traitent de
observe sont pour la plupart complétement flous (voire invisibjagdélisation de la PSE ou de I'OTFE de microscopes ([9] [1¢
sur I'image), ou seulement en partie flous. Dans le cas d’'un R;]) car c’est un des systémes optiques les plus utilisés.

1. Nous tenons a remercier la région Provence - Alpes - Céte . 1 , ] _
d’Azur ainsi que les sociétés ACRI S.A. et Zambon Group SpA pddeur modéliser 'OTF d’un microscope  Hopkins [9]
leurs soutiens financiers. propose une méthode analytiqgue qui conduit a I'expression




I'OTF d'un instrument a pupille circulaire. Son modeéle tierde plus, cette description permet une analyse plus aisée de
compte de la défocalisation du systeme, et il 'applique a fmmmation de I'image dans le domaine fréquentiel (apres trar
microscope optique. En partant des définitions de I'OTF d’'ufeemation de Fourier) [7].

pupille circulaire, il propose I'expression de I'OTF défocalisée

d'un instrume}n_t d’optique é:clairé en lumiéere in_cohérente. Stq_I%—l synthése d'image s'intéresse surtout a des scénes (dor
seth [14]_ a_mellore le moo!elg d'OTF de H(?pklns_, en montradg_s objets) macroscopiques, plus rarement microscopique. Il f
que cell{l-m n'est pas_symetrilque sel9n la defocfallsatlon,_contgzaé-,[oumer vers les travaux de Kagalwatal. [11] pour y voir

rement a ce qu’Hopkins avait avance. La fonction analytique g8k »njication microscopique : ils simulent les effets d’'un m
symétrique enz, mais pas e qui est la défocalisation (noncroscope a contraste d’interférences sur des spécimens tran

symétrique er, elle). Il en déduit une approximation avec d&g s | eyr modéle est assez proche de la physique car il
coefficients empiriques trés précise, quelle que soit la defocalﬁ les rayons lumineux de fagon plus précise. Un rayon I

sation (Eq. 1): mineux est ainsi composé d’'un vecteur champ électrﬁuet
Hy(p,e) = (1 —0.69 s + 0.0076 52 + 0.43 5°) d'un vecteur champ magnétiqug. Cela leur permet de simu-
x Jinc [4kw(e) (1—5) 5] (1) Jler les interférences de la lumiére et aussi sa polarisation, c'e

2) 2 T z N . .
a-dire des phénomenes plus «ondulatoires». Une technique

ol Jine(z) = 2242) (J; est une fonction de Bessel)eest une synthése d'images qui se rapproche de beaucoup de nos

fréquence spatiale réduite (voir [14] pour plus de détails). Il noyux s'appelle le photon mapping[10]. Elle date de moins
(Eq. 2): d’'une dizaine d’années et qui fait partie de la tendance de

synthése d’image réalisted. qui simule les phénomeénes phy-
w(e) = —dy — € cos(a) + \/d} +2dye+e2cos? (o) (2) siques le mieux possible)_. Par exemple, on peut reprodujre
goureusement une caustique. jpleoton mappingest une me-

lexpressioncos(a) = /1 — orfw‘ étant tirée de la définition dethgde qui se compose essentiellement de deux passes: la
0 miere est la passe dite de «lancer de photons» ; elle va perme

I'ouverture numérigue. Evidemmeniy est I'indice du milieu q truire lohot lative 4 | N vant le t
entre la lame microscopique et I'objectif du microscopgy € construire iphoton mapgelative a fa §cene en stivant e tra
jet de photons. Les photons sont lancés de la source lumine

'ouverture numérique du microscope ktia longueur d’onde .\ i i |
vers la scene et ils se propagent un flux lumineux. En tout po

du rayonnement utilisé. La fonctiom(e) est particuliére : elle , I . e
I'espace, le photon est propagé, réfracté ou réfléchi, et «

mesure la distance maximale entre un front d’onde focaliséjgt = . N X
un front d'onde défocalisé de intensité lumineuse est enregistrée dangHaton map L'in-

tensité totale de la scéne n'est pas la somme de l'intensité

. . tous les points de lmap mais seulement I'intensité totale de Iz
En vision par ordinateur Nayaret al. proposent dans [12] . o
source lumineuse. La seconde est la phase de rendu qui uti

une méthode d8hape from Focuappliquée a des objets opaque

S . . A
. . 2 o els informations de Ighoton mappour étre plus performante.
microscopiques. Leur but est de repérer puis disoler la 2N cela, on utilise un moteur de lancer de rayons classic

une image, de stocker cette zone, et d increm&

n- e .
NP o |JI se sert de lphoton mappour construire l'image finale. Les

ter le focus pour recommencer I'opération. Cela les conduit a_la . , ~
rﬁyons sont lancés de I'observateur vers la scéne ; aveayun

reconstruction de la partie visible de I'objet. Dans [13], Schech*

.y R ) . ; rgcer sangphoton maple rayon est pris en compte si aprés se
neret al. s'intéressent a des objets translucides. Ce n’est pas Rt . . . )
reflections/réfractions il rencontre une source lumineuse. Av

laméme fagon gue nous, car il s'agit d'objets macroscoplqu%ephoton maple rayon est pris en compte si il frappe au fina

leur travail s’intéresse exclusivement a repérer des objets trans- . S .- .
P ) oint de laphoton mapgui n'est pas d’intensité nulle. Avec

lucides ou transparents grace aux reflets a la surface du mm . , R o
P g Cette méthode, les caustiques sont trés faciles a calculer et le:

[13]. En effet, lorsque de la lumiére passe a travers un mil ¥s de transparence sont aussi tres bien simulés aygmten

transparent ou translucide, il y a toujours (méme pour un éclai- . 'z . .
mapplng[lo]. A I'échelle macroscopique, les auteurs arrivent

rage sous incidence normale) une partie de la lumiére qui e N L
9 ) P AU §luler avec une trés grande précision 'effet de transparence

i
réfléchie. Une fois repérés, ces reflets sont traités pour que f‘o , ) .
P ' P d suﬂ‘ace d’une statue de marbre ou d’'un verre de lait.

puisse retrouver I'image réfléchie, qui est de trés faible intensite.

En microscopie a fluorescence le microscope fluorescent3 | e modeéle

est considéré comme un systeme linéaire [1] [8]. &qity,z)

estla réponse impulsionnelle du microscope, eteuey,z) €st  Nous allons présenter et expliquer le modéle global de form

la repartition d'intensité 3D de I'objet, une imade, («,y) est on de l'image que nous avons développé. Il s'agit d’'un modeé

modélisée comme sur I'Eq. 3: de formation de I'image pour un objet 3D translucide [3] [4]
observé en transmission avec un microscope optique. Nous n

I, (z,y) = /0(% y,2) * h(x,y,z — z0) dz (3) sommes intéressés a créer un modele complet de la formatior



I'image le plus proche possible de la réalité, mais restant toudelairé conduit & une dégradation encore plus importante de
fois utilisable en pratique. Nous avons aussi supposé que méatité (projection). L'information 3D relative a I'objet va donnel
avions une seule source de lumiere, un seul objet et un seul sgssance au phénomeéne du flou. Dans certain cas, il est poss
teme d’acquisition des images. Nous proposons un modélelédese servir de ce flou pour remonter a une partie de I'inform
formation de I'image sous les hypothéses physiques suivantas) 3D en prenant le chemin inverse (déconvolution), mais no
la source lumineuse est incohérente, I'objet observé est 3Pardons tout de méme beaucoup d’information. L'éclairage pe
translucide, et le systéme d’acquisition est composé d’un midaire apparaitre des artefacts optiques, mais I'observation réa
scope et d’'une caméra CCD. Le cas d’un objet translucide étar projection 3D vers 2D qui fait apparaitre du flou.

le plus difficile & traiter, le modele ne se restreint pas aux condi-

tions précédentes, mais peut étre plus général (objet opaquel pasodélisation des objets est la premiére étape du mo-
de microscope, ...). Ce modéle s’articule essentiellement autfle. Afin d’avoir un modéle théorique d’objet, il est nécessai
de 3 modules qui représentent au mieux la réalité de la forng- définir plusieurs grandeurs physiques qui sont utiles pour
tion de l'image. Avant de pouvoir obtenir I'image d'un objet, finir I'objet, sa taille, sa forme, ses propriétés... Nous le déct
faut que plusieurs étapes soient vérifiées: il faut que cet okjgiis de maniére analytique : en tout poimty, ), il est pos-
existe, donc il nous faut un modéle d’objet; il faut que cet okible de définir un indice complexe de réfraction (décrivant I'at
jet soit éclairé par une source lumineuse, pour «voir» quelgégption et I'indice de réfraction de ce point). A tout point ds
chose, il est donc nécessaire de modéliser les interactions dredpace des réels@dimensionsR? correspond une unique va-
lumiere avec l'objet; enfin, il faut qu'un systéme optique (av&sur dans I'espace des complex@sLindice complexe de ré-
une OTF) soit présent, d'ot une modélisation de 'OTF. Toutegction se noté = n + i.x, la partie réelle décrivant la réfrac-
ces étapes sont nécessaires et elles dépendent I'une de l'autiienedt la partie imaginaire décrivant I'absorption.

sil'on en supprime une seule, il N’y aura pas d'image.

Les interaction lumiére matiere régissent la création de

Les différents espaces de travail que nous avons modéli{’espace objet éclairé. Nous avons choisi de modéliser un écl
sés sont le8 espaces abstraits distincts suivants : rage monochromatique. En général, nous gardons une longu

L’espace de I'objet physiquéans lequel I'objet existe grace &’onde moyenne d& = 0.6 #m. Nous nous sommes cantonné:
des données physiques, sans lumiére ; dans cet espace 3D,anoegype de lumiere pour notre modele, mais nous avons lai
allons supposer que I'on a un objet (3D lui-aussi) qui «baign&somme parametre, de fagon a pouvoir facilement le chang
dans un milieu homogeéne (vide, air, etc... ) ; ici, 'objet commelleest assez facile de généraliser le modele a une source de
milieu ambiant ont des existences physiques, c’est-a-dire quiliére blanche. Plagons-nous loin de la conception du mod
posseédent des propriétés physiques qui sont mesurables. Cepsoritetudier si cette hypothese est forte. La polychromaticité
par exemple leur densité, leurs propriétés de réfraction de ldadumiere n’intervient pas de fagon notable si I'on fait abstrac
miére, etc... tion de la dispersion de la lumiére blanche lors de sa rencon

L’espace objet éclair@ui est le résultat de I'éclairement déle la matiere (soit I'objet observé soit le systeme optique).
I'espace objet précédant par une source lumineuse ; I'espacedbifait abstraction de la dispersion de la lumiére blanche et o
jet physique est maintenant éclairé par une source lumineli®8.compte sur la correction de I'objectif du systeme optique
La propagation de la lumiére dans I'espace objet va donner iupeut supposer que I'on éclaire en lumiére monochromatiq
a des interactions lumiére-matiére. Des phénoménes commPaies le cas d’un microscope, I'objectif est corrigé de fagon a
I'absorption, de la réfraction vont avoir lieu. L'espace objet éclgi’il n'y ait pas de dispersion chromatique dans les lentille
ré est donc un espace toujours 3D, qui est défini comme Digwis travaillons avec des objets suffisamment gros devant
répartition tridimensionnelle d’intensité lumineuse. longueur d’'onde pour pouvoir faire I'hypothése qu'il n’y a pa:

L’espace imagequi est I'espace dans lequel va se form@g diffraction. La diffusion est un phénomeéne important [15] qu
limage que I'on observe. En plagant un systéme optique de Mm@us n'avons pas inclus de maniere rigoureuse dans notre I
niére a observer la scéne créée par I'espace objet éclairé, ongilet La lumiere diffusée n'atteindra jamais I'observateur. Not
obtenir une image. Le systéme optique va projeter cet espac@bgns donc supposer que tout se passe comme si cette €
sur I'espace image 2D. C'est & ce niveau, pendant cette ptg@€tait «<absorbéex». Ce coefficient d’absorption équivalent, c
projective que peut apparaitre le flou. Il est intéressant demeus allons noteg, a été estimé 8.007 um~" pour une sphére
marquer que la notion d’'«observation» n’intervient que dangmcroscopique d’'une vingtaine de microns.
troisieme et dernier espace modélisé; elle peut sembler appa-
raitre dans I'espace objet éclairé, mais ce n’est pas le cas, ¢esmodele de flou que nous avons retenu est le model
seulement un abus de langage. Les espaces objets sont 3D, tdi@il$- 3D de Stokseth (voir la partie 2). A cause de la profor
gue I'espace image est 2D. Ce que nous essayons de démodtar,de champ finie d’'un systéme optique réel, chaque pai
c’est que le fait d’éclairer dégrade déja la réalité (autrementaht I'objet non focalisée est floue. Tout systéme optique intr
I'espace objet physique), et que I'observation de I'espace oljeit des effets de flou car il a une ouverture finie qui impliqu



une profondeur de champ finie. Si on ne considére un objet 2D
défini par un seul plan 2D(x, y), positionné erx; et défoca-
lisé d'une distance = z; — 2y, Son image est le résultat de sa
convolution par la PSF du systéme défocaliséEq. 4):

i(x7y)’z1/z0 = O(JZ,y, Zl) * h(xa Y,z1 — ZO) (4)

Nous appellerons imagette le résultat, indépendant des autres,
la convolution d’'un plan image indicéavec un la PSF 2D dé-
focalisée correspondante. Si on généralise a tout I'espace (obj

3D), chaque partie de cet objet va contribuer a la formation defﬂ o
'image. L'image finalel(x,y)|., est donc I'addition des ima-
gettes, correspondant & chaque plan objet lumineux de I'espac
objet éclairé. Pour obtenir un modéle exploitable en pratique
nous proposons une formule discréte (Eq. 5) :

I($7y)|20 = Z 0(x7y7 Zn)*h($,y,€) (5)
zn€ €space object

10um 10pm

(a) espace image calculé (b) espace image réel

ou la convolution est, elle aussi, discrete. Pour calculer une image, 1 —Les résultats pour une bille de verre de diamétr
on applique le modele de flou 3D a chaque plan-objet, le foges + 2)m, dans I'air. (a) espace image calculé et (b) es
définissant la valeur = 0. Alors, chaque plan objet est convolugace image réel. Dans (a) et (b), 'image du haut est ur
avec le masque 2D de la PSF qui lui est propre, pour former gggipe latérale (XZ), et les images en-dessous numérot
imagette. La PSF est une fonction 3D qui dépend de la défocge 1 3 4 sont des coupes transversales (XY); elles cc
lisatione comme nous I'avons vu plus tét: rappelons que Ceﬂfspondent aux pointillés verticaux de la coupe XZ. No

PSF est en fait la TF dl_J modéle d’OTF de Stokseth. lé’lestrTPouvonS remarquer sur 'image (b) que la bille n'a pas
grand et plus le flou est important. Nous proposons donc conime . . .
une section circulaire.

modeéle I'algorithme de I'Eq. 5. Pour plus de détails concernan
cet algorithme, se reporter a [3] [5].

n D4 g

4 Les résultats .

Nous allons maintenant valider le modéle avec les objets 3C ==
translucides. Dans cette partie, nous présentons les résultats g
tenus avec notre modeéle avec des objets simples (microbille d i
verre) et plus complexe (pollen de graminées). K

Les microbilles de verre sont les premiers objets qui nous 22 lracy ==
intéressent. Simples a modéliser, d’indice connu, elles sont [
premiére étape pour valider le modéle. Nous représentons le ﬂ ﬁ ;
résultats obtenus avec une microbille (d’'indicg = 1.52) a -

I'air libre (indice no = 1.0003) de (63 + 2)um de diamétre. : i i
Nous avons donc simulé cette bille translucide par une sphere de- : - =
(63 i\2)um de diamétre, d’indice.52 et de c_Iiffusion équiva- (@) difiérence sans (b) différence  avec
lente & une absorption @007 pm~'. Sur la Fig. 1, nous avons seuillage seuillage

représenté I'espace objet calculé, et les espaces images réel et

calculés. Sur les images calculées (Fig. 1 (a)), la caustiquegui

il

i

L
:
A

i
iy - t'l. by

apparait (voir la coupe XZ) est plus localisée et moins étalée ug" 2|,_ Imageg resulta}ntles de dlff?’rences 'mage a m;laq
dans la réalité (Fig. 1 (b)). En effet, une bille réelle est loin d'aff&'re I'espace image reel et avec 'espace image calct

parfaite, contrairement a la sphére du modele ; une surface H@h et (€)). Les erreurs s’échelonnent dgblanc) a232
sphérique rigoureusement entrainera un étalement de la cBEUN Maximum absolu A5 (noir). La figure (b) se dif-
tique. Le point le plus lumineux de la caustique (point focdfrencie de la (a) par un seuillage®, qui couvres1.7%
correspond bien au point focal réel. Nous pouvons remarquefiinmaximum d’erreur. Cela met en évidence le fait q
effet de diffraction sur la coupe centrale de la séquence réelld’eiireur est tres localisée.



y a un anneau brillant autour de la bille, qui n'apparait évidem-
ment pas sur I'image calculée, faute de modélisation. La Fig. 2

représente la carte des différences des niveaux de gris des images

réelles et calculées. Les écarts les plus importants se situent bien

|4 ou nous les attendions : aux endroits ou les effets de la diffrac- z
tion se font sentir, et aux endroits ou la caustique fait défaut aux '
images calculées. Sur la Fig. 2 (b), nous avons seuillé les erreurs

a 50 niveaux de gris su2b5 pour faire ressortir les zones dans
lesquelles les écarts sont les plus importants. Sur les Fig. 2 (a) et
(b), on peut voir que les images réelles correspondent assez bien
aux résultats de I'espace objet éclairé. L'extérieur de I'objet est
identique au bruit de fond preés, et la diffraction (image<(a)

(b) 2) est la plus forte erreur. La plupart des images ont une er-
reur maximale moindre dans I'espace image modélisée que dans
I'espace objet éclairé : dans notre modéle, I'étape de création de (@)
I'espace image (systéme optique) diminue I'écart par rapport a
des images réelles. Nous allons maintenant appliquer le modeéle
complet sur un modéle de pollen de graminée, identique au pré-
cédant. Nous allons en plus simuler la réfraction dans I'objet, en
plus de I'absorption.

/ |

Pour de objets complexes comme des grains de pollen, N
la détermination de l'indice de réfraction est plus compliquée. (b)
Pour des spécimens biologiques contenant de I'eau, on peut [16]

prendre un indice de réfraction de I'ordre #83. Un pollen

est une cellule, qui répond donc a cette définition. Plus pré-

cisément, dans [2], on trouve que l'indice de réfraction d'une

exine (carapace) de pollen varie entré5 et 1.60. En ce qui

concerne la glycérine, son indice (@lel7) est supérieur ou de

I'ordre a celui de la fuchsine (le solvant), toujours d'apreés [2].

Nous avons reproduit un pollen Beaceaemais sans inclure de

.\
(c)
taches sombres au centre comme sur les images réelles (voir la
Fig. 3 colonne de droite). Le modéle d’objet est donc composé
de 2 sphéres non concentriques. Le pore est représenté a l'aide
de 2 sphéres lui aussi. L'intérieur du pollen (le cytoplasme) est
peu absorbant tandis que la cro(te externe du pollen (I'exine)
I'est plus. A l'aide de ces données, nous avons simulé le trajet .
(d)
(e)

de la lumiere dans le pollen (espace objet éclairé) avant d’appli-
guer le modéle de flou. Les résultats se trouvent sur la Fig. 3;
la colonne de gauche donne les résultats obtenus avec le modeéle
prenant en compte la réfraction, et la colonne de droite présente
I'objet de référence. Par rapport a [3], nous avons résolu le pro-
bléme de forte diminution de la taille du pollen sur les image
(a) et (e) et nous conservons une taille moyenne approximative-
ment constante quelle que soit 'image de la séquence. L'image
centrale (c) est la plus nette de la séquence; on voit apparaitre

le pore (qui apparait sous la forme d’'une tache sombre sur le i o
bord en bas a gauche) sur presque toutes les images, commigl§ur3 — Les résultats pour le pollen de graminée dan

les images réelles (f) a (j). Sur les images (d) et (), la réfrigfuchsine. Son diametre est g2 um: (a) espace image
tion apparait comme sur les images (i) et (j) : c’est une zone ph@dculé avec le modele prenant en compte la réfraction
claire qui encercle le cytoplasme du pollen. Sur les images (o) espace image réel de référence.

et (e), I'effet de la réfraction est beaucoup plus intense que sur

les images (i) et (j); ceci est toujours di au fait que nous tra-

@
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