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Principaux problemes rencontrés en
microscopie confocale

» La dégradation rapide des échantillons biologiques et du
signal de fluorescence : phénomenes de et de

(photo-atténuation) rendant certaines
analyses /n-vivo difficiles voire impossibles.

> L’épaisseur « analysable » des échantillons biologiques
est limitée a environ (< 80 um) : insuffisant pour
certaines études.

» Exemples : les et les de
mammiferes sont difficilement analysables en microscopie
confocale classique...



Développement de la Microscopie Multiphotonique

» Theorie de I'excitation biphotonique : Goppert-Mayer (1931)

> Expérimentation et validation : Kaiser & Garrett (1961)
Two-Photon Excitation in CaF2: Eu2+

> Application a la microscopie : Denk et coll. (1990)

» Lasers pulsés Titane-Saphir « modelocked » commerciaux (1992)
» Premier microscope multiphoton commercial : BioRad
Microscience, UK (1996)

»> Systemes complets commercialisés par Zeiss (détient la licence),
Olympus, Leica



Principe de I'excitation a deux photons

Processus de fluorescence en
excitation a un photon

Perte d’énergie
vibrationnelle
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Fluorescence

L’énergie d’un seul photon est absorbée  Deux photons d’énergie deux fois plus
par un fluorochrome pour passer d'un  faible (et donc de longueur d’onde deux
état d'énergie basal (S;) a un état excité  fois plus élevée) sont absorbés par la
(S,) molécule dans un laps de 101 s (10
femto secondes)
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Une molecule peut changer d’'état d'énergie
par absorption de 1, 2 ou 3 photons

3P 2P 1P
aMnm)  hvieV) Excitation Emission




Specificité de I'excitation a deux photons

» En excitation a
le nombre de photons absorbes par unité de temps est
proportionnel au flux de la lumiere d’excitation

Nabs =c1(A) Dexc

» En excitation a
le nombre de photons absorbes par unité de temps est
proportionnel au carré de l'intensité de la lumiere

— 2
Nabs =ol exc



Conditions pour I’absorption biphotonique

Probabilite d’excitation biphotonique (E,;) :
E,pn = P2/ (1.F)

P = Puissance moyenne
t = Durée de I'impulsion
F = Fréquence de répétition

Il faut une tres haute densité en photons pour que I'absorption
biphotonique ait lieu :




Spéecificité de I’excitation a deux photons

» En excitation a un photon, le flux de photons nécessaire a
I'excitation est relativement faible : excitation par une source de
lumiere classique (lampe au mercure, laser continu)

» En excitation a deux photons, le flux de photons incidents doit
étre tres éleve : excitation multiphotonique par des impulsions
laser femto secondes (10-1° s)

» L'utilisation de sources laser continues n’est pas adaptée car
la puissance moyenne serait beaucoup trop élevee et
dégraderait tres rapidement I'échantillon

> Les sources laser pulsées femto secondes fournissent le flux
de photons nécessaire tout en conservant une puissance
moyenne d’illumination faible (100 a 1000 fois moins qu’avec
une source laser continue)




Lasers pulses
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Ywves Usson La microscopie a 2 photons




Choix du laser pulsé

Deux lasers separés (Verdi + Mira)

g i

Coherent

» Gamme de longueurs d’ondes :
690 - 1080 nm

» Puissance du laser de pompe variable : 5 -
8-10W

> Grande flexibilité mais moins de
convivialité

Systeme compact (Chameleon)

» Gamme de longueurs d’ondes :
720 - 950 nm

» Puissance du laser de pompe fixe : 10 W

» Systéme scellé mais plus grande simplicité
d’utilisation



Lasers pulsés accordables

ionisé r «d' r ilité » | r
Laser Argon ionisé Courbe « d'accordabilité » du lase

8 - 15 W (488, 514 nm) 300
! < 600
S
Laser pulse Infra- &
Titane:Saphir rouge & 400
Femto seconde <
A :
A 200
0

Laser a solide
5W (532 nm)

700 800 900 1000

Longueur d'onde (nm)

Réglage en continu sur
toute la gamme 680 - 1050 nm



Effet biphotonique

En microscopie a balayage laser a deux photons,

< Y e

Fluorescence suite a une Fluorescence suite a une
absorption a un photon absorption a deux photons







Phénomene de photo-attenuation (photo-blanchiment)

Mode Mode
monophotonique multiphotonique




Phénomene de photoblanchiment

Exemple du photoblanchiment de la fluoresceine dans
une bille d'alginate

Excitation en mode Excitation en mode
monophotonique multiphotonique



Schéma de principe d’un
microscope multiphoton

Ti:Sapphire
Laser
Source

Laser Beam
Scan Head




Trajets optiqgues en microscopie confocale et
microscopie a deux photons

Confocal Multiphoton
Microscope Microscope

DETECTOR

dichroic
mirror

scattering
tissue

N\

Coherent

- Source laser continue visible - Source laser pulsée femto secondes I.R.
- Filtrage spatial de la lumiéere - Fluorescence uniquement au point

par le pinhole focal : filtrage inutile donc



Collecte de la lumiere plus efficace

confocal 2-photon

1-3 : photons d’excitation diffractés
4 : photons d’émission balistiques (non-diffractés)
5 : photons d’émission hors plan focal

6 : photons d’émission du plan focal mais diffractés Denk and Svoboda, 1997,
Neuron 18, 351-357



Microscopie multiphotonique Microscopie confocale

puises lasey
(infra rOUQo)

/\:

regon dexctabion

Cellule avec marquage des microtubules (tubuline-GFP)



TPLSM



Résolution en microscopie multiphotonique
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En pratique :

O = 5= A =488 nm :
> ° ON A =900 nm :
Longueur | Reésolution | Résolution
d’onde latérale axiale
(nm) (x-y, im) | (x-z, pm)
Confocal 350-500 | 0,14-0,20| 0,30-10,43
Bi-photon | 700-1000

» La résolution en microscopie confocale n’est pas toujours optimale (le
pinhole est rarement fermé au maximum)




Quelques données techniques

Microscopie confocale a Microscopie a balayage
balayage laser laser a deux photons
Laser (domaine visible ou UV) Laser (domaine Infra Rouge)
- Laser en mode continu - Laser pulsé (femto secondes)
- Puissance du laser : environ 1,5 - Durée de I'impulsion 70-100 femto s
mW au plan focal - Fréquence de répétition 80 MHz

- Puissance moyenne 100 mW

Image Image
- Profondeur < 80 microns - Profondeur jusqu’a 800 microns
- Résolution radiale 0,15 pm - Résolution radiale 0,4 ym

- Résolution axiale 0,6 pm - Résolution axiale 0,9 ym



Spectres d’excitation a deux photons de
quelques fluorochromes courants
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La gamme de longueurs d’onde excitant les fluorochromes se situe
dans le proche infrarouge et s’étend de 700 a 1000 nm



Comparaison entre les spectres d’excitation en un et
deux photons de trois fluorochromes courants
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Spectres d’excitation a deux photons de
quelques proteines fluorescentes
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Principaux avantages de I’excitation a deux
photons

» Reéduction des risques de photoblanchiment des fluorochromes situés en
dehors du point focal

» La photo toxicité (chaleur, création d’oxygene singulet) est réduite au
micro volume de focalisation ce qui permet un bon maintien de la viabilité
cellulaire

» Amélioration de I'épaisseur des échantillons analysables due a la
meilleure pénétration des |.R. dans le matériel biologique (I.R. diffusent
moins et sont moins absorbés que le rayonnement visible)

» Collecte de la lumiére plus efficace (meilleur rapport signal/bruit)

> Le laser accordable (700 a 1000 nm) rend la plupart des fluorochromes
accessibles et les longueurs d’'ondes d’excitation et d’émission sont bien
séparées

> Meilleure localisation du photoblanchiment dans les expériences de
FRAP



Profondeur de pénétration dans I’échantillon :
Comparaison confocal / biphoton
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Coupes de cerveau de hamster
marquées avec le FM 4-64
( J. White, Biophysical journal, 1998 )




Quelgques applications biologiques de la microscopie
confocale a balayage laser a deux photons

» Suivre le développement d’'embryons sans dommage

» Etude de la mobilité des molécules par mesure du recouvrement de
fluorescence apres photoblanchiment (FRAP)

» Analyses in-vivo sur de petits animaux (cerveau de souris)

» Geéneralement, la microscopie a deux photons sera plus appropriée
que la microscopie confocale pour I'étude du matériel vivant sur de
longues durées et pour toute analyse sur du matériel de plus de 50 pm
d'épaisseur



Microscopie confocale a balayage laser a
deux photons: application in-vivo

Suivi du développement feetal sans dommage

MDP des mitochondries d’embryons de hamster
marquées au mitotracker a différents stades du
développement (Squirrell et al., 1999, Nature Biotechnology)



Photo-toxicité reduite :
preservation de la viabilitée

Imaged Not Imaged

Développement in-vitro d’embryons de
= | hamster, marquage au mitotracker
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From Squirrel
et al., 1999

Réimplantation des
blastocystes
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Microscopie confocale a balayage laser a
deux photons: application in vivo

Mesure in-vivo de I'expression des genes et de la microcirculation

Intra-tumorale
Dorsal Skin-Fold

Chamber
Preparation

N

-y

Dichroic | —
Mirror

27 sections optiques (5um),
Début: 45um de la surface
— tumorale

Photo-Multiplier—|
Tube

MDP dans une région tumorale chez une souris
transgénique exprimant la EGFP sous le contrdle
du promoteur du VEGF (vascular endothelial
Ti:Sapphire Laser growth factor) (Brown et al., 2001, Nature
Medecine)

Computer




Application : imagerie in vivo, en profondeur
et a haute résolution

Figure 5. High Resolution Imaging In Vivo

A neoncortical pyramidal neuronin layer 2-3 of the rat somatosensory

cortex was filled iontophoretically with Calcium Grean 1. Shown is

a basal spiny dendrite approximately 200 pm below the pial surface

(K. S W. D.. D. Kleinfeld, and D. Tank. unpublished data). The Denk and Svoboda, 1997,
axcitation source was a Tisapphire laser (340 nm wavelength), Neuron 18, 351-357




Application : imagerie in vivo, en profondeur
et a haute résolution

A Cellyle de-Purkinje, FITC-dextran Dynamique calcique, terminaison
Yo Y e e g présynaptique, cellule pyramidale
\ ’ N g 7 ? SN TP e du néocortex
_,\“ =+ MRS y w5 - e _;_‘N

Stimulation
des fibres
paralleles

Denk and Svoboda, 1997, Neuron 18, 351-357




Application : décageage de molécules

Tranche de cervelet.

Cellule de Purkinje,

injectée fluorescéine dextran
cagee.

Epines dendritiques.

Mesure de la diffusion de
petites molécules au travers
du col des boutons
synaptiques

Denk and Svoboda, 1997,
Neuron 18, 351-357




Microscopie multiphoton dans le cerveau en profondeur

15 mm, NA =0.1

XY ._<Laser
Scanner illumination "=

Florescence
collection

Microscope
nose piece

GRIN lens
positioning
controls

Piezo fine
focus control
for objective

Gradient index
<«— GRIN lens

Levene et al., 2004, J. Neurophysiol. 91, 1908-1912



Souris Thyl-YFP

A — C : Neurones de la
couche V du cortex,
700 a 800 pm sous la
surface

D : Faisceau d’axones de
la capsule externe, 1 mm
sous la surface

E : Neuropile, région
CA1 de I'hippocampe,
1,5 mm sous la surface

Levene et al., 2004, J. Neurophysiol.
91, 1908-1912




Application : Imagerie intravitale in vivo a haute résolution

Imagerie fonctionnelle du rein chez I'animal vivant

Transplantation de cellules de moelle osseuse
GFP+.

Injection iodure de propidium Injection Hoechst 33342, rhodamine dextran et
et Hoechst 33342 fluorescéine dextran

(Dunn et al., 2002, Am. J. Physiol. Cell Physiol. 283, C905-C916)



Application : transfection localisée

Cellules CHO, EGFP
Perforation : 101> W/cm?, 16 ms, 800 nm, puissance moyenne 50-100 mW
10 a 15 s pour chaque cellule

From Tirlapur and Kdnig, 2002, Nature 418, 290-291



Application : tracage de cellules
ou de compartiments cellulaires

Mécanisme :

1. Bleaching de la
forme mature
rouge

2. Accroissement de

750 n I'émission de la

25 . forme immature

verte par reduction
du FRET

Fluorescence (a.u.)

.... (

Number of cells

Marchant et al., 2001, Nature
Biotech. 19, 645-649

1 2
Green / red ratio
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Marchant et al., 2001, Nature Biotech. 19, 645-649



Application : chirurgie laser dans les cellules vivantes

Kdnig, 2000, J. Microscopy, 200, 83-104



Application : chirurgie laser dans les cellules vivantes

Zebrafish GFP — Neurone de Rohon-Beard
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From Galbraith et Terasaki, 2003, Mol. Biol. Cell, 14, 1808-1817



