


2.

3.

4,

5.

Plan du cours

Introduction
Le microscope comme instrument optique
Méthodes de contraste en transmission

. Fond clair

. Contraste de Phase

. Contraste interférentiel

Microscopie de fluorescence

Microscopie non-linéaire



Microscopie : Introduction

Qu’est ce qu’un microscope?

Instrument qui:

- donne une image grossie d’'un petit objet (grossisement)
- sépare les détails de celui-ci sur 'image (résolution)
- rend les détails visibles a I'ceil ou avec une cameéra

Hooke Microscope
circa 1670

Qil

Lamp  Water

Figure 1
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older
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Formation des images dans un microscope avec objectif corrigé a I'infini

Schéma simplifié
Infinity-Corrected Microscope Optical Pathways
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L’objectif et une lentille de tube forment un systéme
afocal => grossissement g, = f,, /f,,
L’'image intermédiaire est au voisinage du plan

focal objet de I'oculaire

L’oculaire travaille sur cette image comme le ferait une loupe : grossissement g, =D/f

oculaire

D : Distance conventionnelle (25cm, distance minimale de vision distincte)
f

wbe - €N général 160 mm



B. Grossissements

Objectifs. Grandissements g, faibles (2,5 a 10), moyen (15 a 25), ou
fort (>40), en général les objectifs 60x et 100x sont & immersion.

Oculaires. Grossissements normalisés g, : 6.3x, 10x, 16x, 25x

Grossissement du microscope G =g,.9,

Parallel
Tube Lens
° aﬁrﬂ Focal Length Infinity System
i

(b)

"Il'lllhl'. .‘

Intermediate
ﬂh}&lﬂl'ﬂ'ﬂ Tube imaae E iec

Lens FI:EE i
Figure 2




Les Objectifs de Microscope

Elément le plus important du microscope, détermine la qualité de I'image
gu’on peut obtenir (forme I'image primaire)

Objective Specifications

= ———Screw Thread
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Flat-Field Correction
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Aberrations optiques

« aberrations chromatiques
» aberrations sphériques

e aberration de coma

» astigmatismes

e courbure de champ



l1l. Aberrations des lentilles

A. Aberration chromatique

Focale f' vérifie 1/f = (n-1)(1/R;-1/R,)
I'indice n dépend de la longueur d’'onde A de la lumiere qui traverse le verre

=> " depend de A !

Axial Chromatic Aberration Euhﬁtﬂgﬂ Condenser
— Chromatic Aberration

Blur = 0.30 mm

Pour une lentille convergente :
T

mmmms 450nm

Single Lens s 550NnM
= == = B50nm

Axial Chromatic Aberration
Blue Light ==
Red Light

White
Light  /

I

Blur = 0.01 mm

Optical i
s Focal Point T
Simple Green (Red Light)
Thin Lens Light
Figure 1
REhposmat Figure 1

Pour une lentille divergente, foyer bleu et rouge inversés...

Correction : association de deux lentilles, une lentille convergente (Crown)
et une lentille divergente (Flint) : achromat, ou doublet achromatique.



B. Aberration sphéerique

Lentilles simples : un ou plusieurs dioptres sphériques.Les rayons lumineux
qui passent a la périphérie ne convergent pas au méme endroit

gue les rayons qui passent au voisinage de I'axe

=l'image d’'un point source n’est pas un point, mais une tache

définie comme le « cercle de moindre confusion ».

Longitudinal and Transverse Spherical Aberration

Paraxial
Focus

Peripheral Circle
(3)

Rays of Least
Confusion

Transverse
Spherical
Aberration

Paraxial

- Rays
" Longitudinal
Sli_r:ﬂe Figure 1 Spherical
Aberration

Conséquences : diminution du contraste et de la résolution (image floue)

Correction des aberrations sphériques :

e limitation des bords des lentilles (diaphragme d’ouverture),

* lentilles non sphériques (difficiles a usiner, peu usitées)
 association de lentilles de courbures différentes (doublet, triplet).



C. Aberration de coma

Image d’'un point hors axe optique apparait comme une comete.
S’observe lorsque la lentille n’est pas perpendiculaire a I'axe optique.

Off-Axis Comatic Aberration

Zone1 ——B Zone 1

Zone 2
Zone 3 £ Zone 2 Zone 3
Zone 4

——A

Optical
Xis

Lens

A .
Coma Blur Figure 7

Corrections : lentille perpendiculaire a I'axe, lentille diaphragmee,
association de lentilles.



Image d’un point hors axe apparait comme

D. Astigmatisme _
un batonnet; deux foyers dus a I'asymeétrie

du montage.
Alry Tangential
Diffraction Meridional)
Pattern ocal Plane

-

Astigmatism Aberration

Airy Sagittal ‘Optical
Diffraction "  Focal ~ K Xis
Pattern Plane
Circle
of Least -
Confusion
Airy
Diffraction
X Pattern
z
\'\. -
Object Point Figure &

Corrections : lentille diaphragmeée, association de lentilles.



E. Courbure de champ

L’'image d’'un plan n’est pas un plan, mais une surface
sphérigue concave (lentille convergente)
ou convexe (lentille divergente).

Curvature of Field

Figure 1
Correction : association de deux lentilles.

Conclusion. Toutes ces aberrations peuvent étre corrigées
par association de lentilles et/ou traitement des surfaces :
objectifs de microscope compliqués, fragiles et colteux.

{c) Center in Focus
Figure 2



Common Objective Optical Correction Factors

10x Achromat

10x Fluorite

Objective
Type

Achromat

Plan Achromat

Fluorite
Semi-apochromat

Plan Fluorite

Plan
Apochromat

Spherical

Aberration

1 Color

546nm

1 Color

2-3 Colors

3-4 Colors

3-4 Colors

Chromatic
Aberration

2 Colors

486&656 nm

2 Colors

2-3 Colors

2-4 Colors

4-5 Colors

10x Apochromat

Field
Curvature

No

Yes

No

Yes

Yes



Resolution laterale et axiale



Résolution latérale Figure 2 NA = (n)sin(u)
(a) p=7° NA=0.12
(b) p = 20°NA = 0.34

(€) p = 60°NA=0.87
A. Ouverture numérique, résolution A=A
Définition : O.N. = n sin o Tk A
- (a) o | tnl
Puisque sin o = D/2f, Numerical Aperture and Airy Disc Elze
r=0.61A/0O.N. i ‘
Airy Patterns and the Limit of Resolution
.- Unresoived EHRESR Airy Discs
Resnlued -

©®®

. \ / J / ' (a) " (b) ' (c)

i Figure 1 Intensity Distributions




Reésolution spatiale

Airy Discs

: Tache de diffractions ou d’Airy:
I(P) =1, (3, (ka sin6)/ka sin6)-

Intensity Distributions

Reaolutmn
=1.22A/2NA

Pour un bon objectif: NA=1.4, R =250 nm
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Augmenter la résolution :

« augmenter I'indice n : objectifs a immersion (eau n=1.33, huile n=1.55)
e augmenter o, en construisant des objectifs a focale trés courte, que I'on approche trés pres

Ouverture maximale : N.A. = 1.4, grossissement x100, objectif immersion huile
Pour une longueur d’onde de 500 nm, r = 214 nm.

Limite de séparation de I'eeil humain : 100 um, soit un gain de 500.

Récemment, N.A. = 1.45 (grossissement x60, immersion huile)
Pour la microscopie de fluorescence en onde évanescente :

N.A.=1.4, n=1.55, a = 64.6°
N.A. =1.45, n=1.55, o = 69.3°

Réflexion totale interface verre/eau 6 = 62.5°



Magnification

4x

10x

20x

40x

60x

100x

N.A

0.10

0.25

0.40

0.65

0.75

1.25

N.A. = Numerical Aperture

Plan Achromat

Resolution
(um)

2.75

1.10

0.69

0.42

0.37

0.22

N.A

0.13

0.30

0.50

0.75

0.85

1.30

Objective Type

Plan Fluorite

Resolution
(um)

2.12

0.92

0.55

0.37

0.32

0.21

Plan Apochromat

N.A

0.20

0.45

0.75

0.95

0.95

1.40

Resolution
(um)

1.375

0.61

0.37

0.29

0.29

0.20



B. Profondeur de champ

Distance entre le point le plus haut et le point le plus bas de la préparation qui donne
une image nette. C'est donc I'épaisseur de la tranche d’espace dans laquelle tous les points
de I'objet donnent une image nette.

Elle dépend de I'ouverture numeérique : la profondeur de champ diminue lorsque I'ouverture
numérique augmente.

Exemples : 25 um a 'objectif x10
1 um a I'objectif x100 & immersion



Gegen das Objekliv « Vers l'objectif =
Towards the ens

0 ~ 0864 axial resolution
min ON
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Methodes de contraste optique

» fond clair
» contraste de phase

» contraste interférentiel (aussi appelé Nomarski)



A. Formation des images en fond clair :
Interprétation en termes d’interférences

Un objet atténue la lumiere le traversant :
E =t E, cos(ot —kz) avec O<t<1 donc | =12 |, et I'objet apparait plus sombre

A E(Y)

En rouge : E,
Envert :E=tE,
> En bleu : -(1-t)E,

~+

Interprétation en termes d'interférences :
On peut interpréter cette atténuation comme due a la somme de I'onde incidente
non perturbée et d’'une onde en opposition de phase (déphasage n) :

E =tE, cos(ot—kz) = E, cos(ot —kz) - E, (1-t) cos(wt —kz)
E, cos(ot —kz) + E, (1-t) cos(mt —kz + )



Il. Microscopie a contraste de phase

Imagerie d’objets de phase (objets transparents: cellules et microorganismes)
Transforme des petits déphasages en variation d’amplitude

f

:!',.

' &

- ..-_.b;':- s . .' y & ; - N -.-.
gy 3 .
e = i

W

Echantillons minces non colorés sont transparents en fond clair.
Pourtant : suivant structure traversée par la lumiere, difféerence de phase différentes...
MAIS I'ceil et les détecteurs ne sont sensibles qu’aux changements d’intensité ou de couleur...

Pendant longtemps : fixations-colorations abiment les cellules, contraste de phase les respecte



A. Formation des images en contraste de phase :

Les objets transparents (cellules et microorganismes, .. ) induisent un déphasage 6 du champ

électrigue (en premiére approximation : pas d’absorption)
O = 2m (n,-n,) e/r e épaisseur, (n,-n,) différence d’'indice

5 faible : n, = 1.36, n, = 1.335, e =1pm, § = n/10

Aprés l'objet : E = E, cos(ot —kz + 0)
Interprétation en termes d’interférences : E = E, cos(ot —kz) cos 6 — E, sin(ot —kz ) sin §
~ E, cos(ot —kz) — E, sin(eot —kz ) sin &

Brightfield Microscopy Wave Phase Relationships

——Amplitude ——

L’amplitude ne varie pas...
comment transformer cette variation de phase en variation d’amplitude ?



Ajouter un déphasage de /2 (ou —n/2) au champ non perturbé :

E = E, sin(ot —kz) — E, sin(wt —kz ) sin 6 = (1-sin J) sin(ot —kz )
E = -E, sin(ot —kz) — E, sin(ot —kz ) sin 6 = —(1+sin §) sin(ot —kz )

Positive and Negative Phase Contrast Systems

Vectors ‘

+¥alh ;

Ph
p|§§ Brightfield

Application : observation de cellules vivantes en culture, sans traitement de fixation/coloration



En pratique :

condenseur a diaphragme annulaire : cone de lumiéere « directe » qui passe ensuite a travers
un objectif a anneau de phase

(déphasage /2 et atténuation de 60 a 90%) Phse LoRtagt Wicroscone Opteal T
Apertures Condenser Objective Diffracted
L S ! Light (Red)

Collector

Lens i Phase Surround i
cﬂ::ﬁpus PRI ate Light  Image
i

(Yellow) Plane

Sy

Existence d’'un halo clair autour des détails sombres,
sombre autour des détails clairs... observation des
contours génée et précision des mesures faible

Fond noir : contours OK, mais structure interne
peu révélee.

Passage de I'un a l'autre trés utilisé.




Phase Contrast Microscope Optical Train

Condenser Objective Diffracted
| | Light (Red)

Apertluresh

Collector ' -

Lens Condenser Ep-!anlmen Phase Surmound !
Light Image
Annulus Pk (Yellow)  Plane




Microscopie a Contraste Interferentiel Différentiel:

Méthode pour déetecter des gradients de Differential Interference
. . .- Contrast Microscopy
phase pour les convertir en variations
d’intensité Analyzer —&:
Wollaston —— k._.":_.
Prism =

Interference Planes in Wollaston and Nomarski Prisms

E-Ray O-Ray
Ordinary Extraordinary Interference Objective
Ray Ray il

Waollaston Momarski
Prism

L‘t:q:ntlr.: | | Specimen
hte;‘jereme ptic ml
45Iidtg 1I‘M-‘IEIII:ll:

“Incident = | jnear| Linearly < 45° Inciden

Angle o Polarized Polarized ~ Angle

@S ¢ Ut coures NN S

Condenser

Wollaston —— —_
Prism =
Déplacement entre les deux faisceaux Polarizer—= —

inférieur inférieur au disque d’Airy



Phase Shift (¢)

Phase Shift ()

DIC Image Plane Wavefront Interference

(a) No Bias ABias

AObject

Shear-s-| |-

Amplitude

b
g

Extinction

Shear Axis (x)

Shearas| |-=

Shear Axis (x)

Amplitude

e Specimen
(& Aﬁ litude

with Bias

Shear Axis (x)




DIC contrast

intensity
 ——— A=h/2
3) recombine Dlany —U—n— A=h/4
|
analyzer ) ¥ 4=0
] o.p.d.
r -—u-ErL—
2) add an - peom X
. . +A combiner
additional phase shift (movable) ,1 A "
] | TP
objective
i ] <I=
p | B
object E&“"ﬂ *
d
1) split into perpen- x y condenser < il > e
dicular components N | shear wavefronts
... beam
splitter
polarizer 1
1
POLARIZATIONS RAY PATHS OPTICAL PATH VARIATIONS

FIGURE 27 The optical system for differential interference contrast (DIC, see text),”



Contraste




Microscopie en fond noir

Les rayons provenant du condenseur
ne pénetrent pas dans I'objectif.
N’apparaissent que les zones qui
diffusent la lumiere :

 contours des objets opaques
* variations brusques d’indice optique

Utilisée surtout pour I'observation
d’objets dont les structures présentent
d’'importantes variations d’indice et
qui, faute de contraste, présentent

ne sont pas visibles en fond clair.

Elément d’optique : condenseur avec

diaphragme annulaire : cone de lumiere.

Objective

Cone of
lllumination

Light Diffracted
by Specimen

Specimen —— SENEE = —

Condenser

Central Opaque

(Beneath Condenser)




Microscopie en fond noir
Radiolarian in Brightfield and Darkfield lllumination

Figure 2
Stained and Unstained Specimens in Darkfield lllumination

Figure 7

» Objets plats a structures régulieres (diatomeées, radiolaires)
» Formations linéaires (flagelles, fibres, bactéries)
» Objets punctiformes ou linéaires dont la tailles est < a la limite de séparation
détroné par contraste de phase (sauf quelques cas)



V. Eclairage de Kohler

Plans conjugués dans le chemin d’éclairage:
- Filament de la lampe
- Diaphragme d’ouverture du condenseur*
- Plan focal arriére de 'objectif*
- plan du point de I'ceil

Plans conjugués dans le chemin de la formation
de I'image:

- Diaphragme de champ

- Plan objet (au foyer)

- Plan image intermédiaire

- Rétine de I'ceil, ou CCD

*Plan ou des éléments optiques sont insérés
dans les divers techniques de microscopie

Kdhler lllumination

lHlumination Ima e-Forming
Light Path ght Path
— Film Plane _
Film Plane
Eyepoint
— Lens in
T camera
system
Eyepiece
— Eyepiece — Fixed
Diaphragm
y ) .
; @ Image formed
, by objective
bG:cﬁci’thn:il intermediate
plane mage plane)
— Objective — p

Specimen
—Slide — .
Aperture Specimen
Diaphragm
-Substage
g Condenser

— Field —
Diaphragm

Figure 1



Condenseur ;

L'éclairage de Koéhler permet d’obtenir des images de tres bonne qualité
Eclairement optimisé: - illumination suffisamment intense de I'objet
- uniforme sur le champ de vision

Collector Lens Image Planes
Lam

p
House Collectorlens s 8, = Conjugate Points
| - Fielg Condenser

Front _
Diaphragm Focal
Focus Plane
v

Plant=.~g{1}

b s
Figure 6

Image Planes of the Condenser Lens

Collector Field
Lens Diaphragm Condenser Lenses

Image

I-— Image
. Plane (1) Condenser —J
' Diaphragm '

M—

Figure 7




Une amibe vue sous différentes techniques (a vous de reconnaitre)




Microscopie de fluorescence




Fluorescence

Lorsgu’ils sont dans un niveau excite, certains
systemes (atomes, molécules, cristaux,...) peuvent se
desexciter en émettant des photons.

excitation \ ‘ /

—_— o —

La longueur d’onde d’émission est (souvent) plus grande que plus celle
d’absorption et il est possible de sélectionner spectralement la lumiere
émise — microscopie de fluorescence



Microscopie de fluorescence

source lumineuse:
lampe
laser

détecteur
A

e filtre d'émission

; s miroir dichroique

filtre d'excitation

y

L“___'“‘“\i— ) echantillon
fluorescent

miroir dichroique

filtre d'excitation filtre d'émission

longueur d'onde

Il s’agit donc d’une détection sur fond noir



Systeme commercial

Olympus IX70 Filter
Inverted Tissue Culture

Microscope ’ b= Tungsten
g
Peltier-Cooled ™ é ]
CCD Camera | _ :

Microscope
— Condenser/Lamphouse
Pillar

Eyepiece . -
! Bt DIC Prism and Phase Ring
Condenser Turret

Mercu T;Ienon
Arc Lamp
Housing

L
Q’t“ Phototube
Prisms
e ’&iq Stage Specimen
Binocular i — o
Observation £ e

Tube | - i
Beamsplitter | ' ‘ .

38-Millimeter
Camera
System

1
-
; . Microscope
e - o e Electrical
1 : YW, B Control System

Stage Focus ' Microscope
Meghanism Mirror BaserFrarﬂe



Voir des biomoléecules en fluorescence

* En général, les molécules biologiques (protéines, acides ne sont
pas fluorescentes dans le visible (quelques exceptions: flavines,
NADH, protéines fluorescentes,...). Certains acides aminés ont
néanmoins des propriétés de fluorescence dans I'UV (tryptophane).
» On attache spécifiguement des marqueurs fluorescents :

» couplage covalent (liaison chimique)

» marquage d’affinité: on utilise une molécule fluorescente
qui vient s’attacher spécifiguement (anticorps, toxines,...)

» clonage d’'une protéine fluorescente






Sources lumineuses



Laser lllumination Source Emission Spectra

Sources lumineuses pour la

microscopie de fluorescence S
Tungsten Lamp Emission Spectrum ;g w
« i
-] e =
6 g 1 =
5 8 mEE:
g 3
E 4 E | Argon Emission Spectrum
$ $
= 8
22 g
Infrared
200 400 600 800 1000 S33 . Figure 10
Wavelength (Nanometers) a8 = i
1 1
300 400 500 600 T00 800
Wavelength (Nanometers)
Mercury Arc Lamp UV and Visible Emission Spectrum Xenon Arc Lamp Emission Epe-ctrur'n
=2 et
g 2 e
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ST ug
£ 23
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2
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Marqueurs fluorescents:

molécules, protéines, nanocristaux




Spectres moléculaires : quantification des énergies

A. Formation d’une molécule diatomique
Potentiel
d'interaction (Eg)
Molécule stable : il existe un minimum
du potentiel d’interaction entre

deux atomes \

\/

B. Niveaux électroniques, vibration et rotation

Energie totale E = E_ + E, +E,, ces trois énergies sont quantifiées.



1) Niveaux électroniques:

Niveaux électroniques : niveau fondamental, niveaux excités,
transitions entre niveaux (comme dans I'atome d’hydrogene).

Transitions possibles dans le visible ou 'UV (1 a 10 eV) entre deux niveaux
2) Energie de vibration :

Fond du puits de potentiel : approximation harmonigque
E, = hv(n+1/2) avec v? = k/m

Transitions possibles dans I'IR (0.1 eV) entre deux niveaux.

3) Energie de rotation

Spectre de rotation E, = J(J+1) h?/8n?l | : moment d’inertie de la molécule

Transitions possibles dans le domaine p-ondes (0.001 eV) entre deux niveaux



kT = 0,025 eV : niveaux rotationnels peuplés, mais seul le niveau
fondamental électronique et vibrationnel est peuplé.



Transitions optiques dans les molecules

Opérateur dipolaire: V = —d.E
\ excité Sq 1

= — <fN|i>:<nf®eani®ei>

e A =(n, ‘n‘><ef \7|e‘>

émission r

1 —
l{’_\\-— ’f_‘x“‘_-’f_“u. f
L_\ :
=] fondamental Sg
n=2
n=1
n=0

Recouvrement des Déterminé par la

H H
fonction d’ondes des symétrie des états
noyaux électroniques

2
Facteur de Franck-Condon : ‘<nf ‘ni >‘



Spectres d’absorption et d’emission

absorption & emission of Cy3

wavenumber (cm

JO000 25000 20000 150
¥ T

140 -
1204 |
E o
L oo || , E_" =
= | 1o E
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= o | 1] =
2 ' @ N =
-
0 o Il“l. 4w 0 s &l
€ \ 18 3 ] |
= &= 1
E‘ 9 |l § - -% b |II
8 o S¢Sy I \ . @ o \
B \ | D |
E Lﬁ?“*‘- ——————— e, W00 1700 18000 10000 Z0ODOD 2000
w0 00 800 ] oo o
1 n wavenumber (cm’)
wavelength (nm) \€7 .

Absorption et émission sont (a peu prées) symétriques

Il existe un décalage entre les pic d’absorption et d’émission
(decalage de Stokes)

@aueasalony



Description d’un systeme fluorescent a 2 niveaux

|le> N

kexc kdes
9>
kdes — kr + knr
(=L

Tfluo
K., = Gil

hc

La molécule peut se désexciter de
deux manieres différentes : en
émettant un photon ou non
radiativement.

T, . estla durée de vie radiative

fluo

c est |la section efficace d’absorption

2303¢

A

¢ est le coefficient d’extinction  o(cm?) =




Taux de fluorescence

ddl:::e = _kdes I:)e + I'(exc Pg
P, +P, =1

Solution a I’état stationnaire:

o
oo
1

111,
1+1/1,

o
(e}

L 1 L
~

I=kP, =
=

fluo

Fluorescence (a.u.)
o
D

o B
N

L 1 L 1
-~

I, =(k, +k, )h—; (intensité de saturation)
O.

o
o

Intensité



Fluorescence (a.u.)

o
(o]
1

o
»
1

o
N

o
~
1 "

o
o

Cas limites

A faible intensité, régime linéaire :

Pour | << I, F:Qa—/il
hc

/ |
/ 1 Q= K, Efficacité quantique
Iy | k +Kk, radiative
S probabilité qu'un photon absorbé soit réeémis
0 1 2 3 4
Intensité

A forte intensité, regime saturée :

Pour | >> 1|, F:kdes:i
T

fluo

Pour gagner en signal sur bruit, on essaie toujours d’avoir | <<




Saturation N

(a)
e L,=5ms
+ » ] +
k.
Fou = |
1 + 1;.”:.' !1'.
,= 7.6 kW/em®

/ J /
1040 150 200




Etude resolue en temps

Si on excite avec un laser pulseé (a la frequence 1/T,,):
Trep 1/kdes
Si on connait :
: (k.. +k )t 1
3 —(Kpr TKy T =
§ 0.1 e kr + knr
g '
a Q=X
. K. +k.
AL On peut déterminer k, etk

time (ns)



structure and photophysics of eYFP

N-terminal C-terminal ¢ 238 amino acid

residues
® 514 nm
@ o = 927 nm
® 4 00(
e &_=0.63
B
® S
@ 310

11 strand B-sheet
in B-barrel; central a-helix

% >
4 nm




BFP
CFP
GFP
YFP
MRFP1
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Absorption  eo|
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Nanocristaux semiconducteurs

>ZnS Nanoparticules composées de 100 a
2-5nm @ 100000 atomes of CdSe recouverts par

une coquille de ZnS
CdSe




Du semiconducteur massif a l1a boite

quantique

Semiconducteur : matériau cristallin isolant dont la bande interdite (« le
gap ») est relativement petite.

 Les électrons sont soumis au potentiel périodique du réseau cristallin

e || existe une structure de bande des niveaux d’énergie

A

Bande de Dans un semiconducteur, la bande de
Conduction valence est remplie, la bande de

GapJ conduction est vide et E . n'est pas

Bande de
MME tres grand.
»




Proprietes optiques de fluorescence

Que se passe t-il quand on excite le matériau avec de la lumiere ?
A A A

L
-

A 4
Y

Des photons de fluorescence sont eémis dont I'énergie
correspond a E

Que se passe t-il lorsqu’on réduit la taille du matériau ?



Des boites quantiques de quelques nanometres

Quels sont les niveaux d’énergie des électrons ?

Une particule dans une boite a1 D :

Fonctions propres:
()= 2in(AX)

Energies propres:

V(x)

Yl
N=2m L2

(en fait la boite est tridimensionnelle...)



Emission et absorption ajustable avec la

taille des nanoparticules

— |
2 absorption
1,8 -
s | /
14 1 5.0 nm
= 1,2 1
........... l 2 1 CdSe
=~ 0,8
......................... 06 |
041 2.2 Nnm
0»(2) 1 CdSe
350 450 550 650

Wavelength (nm)

eseee  3decscesss

Plus les particules sont petites, plus I’emission est décalée vers
les courtes longueurs d’onde (grandes énergies)



Semiconductor Quantum Dots




Many sharp, distinct emission colors

ZnSe CdSe CdTe
DAL
= ==
>
D
{ et
)
£
=]
Q
N
©
3
Q
—
T = T T -|_ I
350 400 450 500 550 600 650 700 750

Emission Wavelength (nm)
Excitation: ZnSe @ 290 nm, others 365 nm

@ Extremely broad absorption spectra allow all
colors to be excited with a single excitation
wavelength

@ Water-soluble nanocrystal quantum yields
are as high as 90%

@ Narrow, symmetric emission spectra minimize

overlap of adjacent colors



Bruit de photon et

rapport signal sur bruit




Probleme de detection:

quel est le rapport signal sur bruit ?

« Signal S de fluorescence

 Bruit B de variance de moyenne mg et de variance cg:

—>>1

1 1 1 1 1
-60 -0 20 0 20 a0 1]



Sources de bruit

*Fluctuations intrinséques (bruit de photon / shot noise)

*Signal optique parasite (autofluorescence, lumiere
diffusée,...)
proportionnel a l'intensité lumineuse |

*Bruit électronique (courant d’obscurité, bruit de
lecture,...)
indépendant de l'intensité lumineuse

Stotal — Sphoton +S par +Selec
les processus sont indépendants:
2 2 2 2
Gtotal — Gphoton +Gpar +Ge|ec




Bruit de photon

On considére un flux ou des particules (des photons)
arrivent avec un taux k sur un détecteur (une photodiode)

Quel est la distribution des temps entre 2 évenements ? Quelle
est la probabilité IT qu’on ne détecte rien entre O et t ?

[(t)=e™™

Quelle est la probabilité de détecter N photons durant le temps t ?

p(n)— et KU’

| (distribution de Poisson)
n:



Distribution de Poisson

P(n=N)=e™ (kt)
nl

Valeur moyenne : <n> — Z NP (n) = Z ne (kr:!)n = kt
Variance : o’ = <(n — <n>)2> = <n> = kt

0.25 =
0s m =2 _ m =5 m =10 m =25

1 o1t _
1005 ' .
0
0




Bruit d’origine lumineuse

* Bruit de photons des molécules (non saturées):

2 _
S = At . 0% = it
e Bruit da a la lumiére parasite :
2 _
N .. =alt . |0 =alt




Sources de bruit electronique

Lumiére
incidente

Crée des
photolélectrons

lecture Nombre de

v

coups

« Courant d’obscurité : du a I'apparition de N, . photoélectrons
a cause du bruit thermique (proportionnel au temps)

N, =a‘t

2 A2
Gobs T I\Iobs _at

 Bruit noir de lecture : di au convertisseur analogue-digital

2 2
Glec_b




Rapport signal sur bruit

Signal (u.a.)

S At
Oy +Blt+alt+a’t+b?

—— Signal parasite (diffusé)

Fluorescence des molécules

Bruit électronique

Cas limite du « shot noise »:

10

20 30 40 50 60
Intensité |




Peut-on voir une seule molecule ?

» expérience a froid (4°K): Moerner 1989, Orrit 1990
» expérience a température ambiante : Betzig 1992
» expérience sur une molécule biologique : Xie 1998

» expérience sur une molécule dans une cellule : 2001



Identifier une moléecule unique

Pour un fluorophore : Pour un nanocristal :
photodestruction instantanée scintillement

w
5]

N w

6] o
1 n 1 1 n 1
.« 0.

¢

’>.

—‘:
TT.;..ST

=
o
P T S

Fluorescence (u.a.)
&

Intensity (photons/s)
S
8

(&)
Lo

|

0 [l Pt
temps (s) 0 10 20 30
P Time (min)





Tableau comparatif

Taille Photostabilité Absorption
Cy3 1 nm ~5s e =10°
GFP 2-4 nm ~10-100 ms e =104

QD 10-30 nm > 20 mn e =106




Microscopie et imagerie de fluorescence

* microscopie en épifluorescence
 microscopie confocale
* microscopie en onde évanescente

* microscopie a deux photons



Microscopie en epifluorescence

Lampe UV
ou
Laser

f—— —

N

CCD Camera

On éclaire I’échantillon avec une
lumiére collimatée. Pour cela,
on focalise la lumiére dans le
plan focal arriére de I’objectif.



Exemple : le cytosquelette d’une cellule

microtubules

On voit des zones nettes et des zones plus floues



Probleme

Dans un échantillon épais, on collecte la lumiére de tous les plans de I’échantillon

Excitation Détection

B e J — Champ

Objet dans le Objet au Objet en
plan focal dessus du dessous du
plan focal plan focal

Comment se débarasser de la lumiére provenant des plans hors focus ?



Al

Microscopie confocale

Confocal Microscop

detector

confocal
pinhales

=

dichroic
mirroar

: 5 objective
3-D spacimen

- point of focus

fluorescent specimen is lluminated
with a focused point of light from
a pinhale

(]

arnitted fluoreascant
light from in-focus
point is focused at
pinhale and reaches
detector

amittad light from aut-
of-focus point is out of
focus at pinhole and

is largely excluded
from detector



Microscopie en balayage

On déplace le point de focalisation
sur I’échantillon.
I
0.8

10.6

Laser

Objectif
100

80

Trou de filtrage ——A—
60

10.4

40

20

Photodiode, PM i

20 40 60 80 100



100 Inconvénient : le temps

passé sur un petit objet

e est bref

60

40

20

20 40 650 80 100

Tallle de I'image : N *N, pixels - Talille de la molecule : N*N,; pixels
Fraction du temps passée a exciter la molécule : F = (N /N)?

Exemple : taille d'un pixel : 200 nm, N, =100, N, = 4, soit F = 0,16 %

Si durée totale de I'image : 100 ms (10 ps/pixel), cela correspond a 160 ps.



Epifluorescence Section confocale




conventional  confocal

ID-slices
through the
nucleus

4pm steps



Neuronal tissue (brain) Drosophila nervous system

Mouse intestine Mouse kidney

Apotome - http://www.zeiss.com



Microscopie en onde evanescente

Total Internal Reflection Fluorescence

oo f/(

el
(= ,Ii G Pa7)

Excited
Fluorophores riyorophiores g

" Evanescent + _ ¢ § | ¢ Membrane
Wave —»-"-—

__F'a

= ] —
. . —

Irr!:erl'ane

~
A Lase
Excitatio Gass /
e Eﬂﬁ'ﬂ
(N=1518) " Angle

Figure 1



Portee de I’'onde evanescente

nz

m

1(2)= 1.6/

n=15 et n,=10->6, =418

0 d
41.8 o0
50 84,4 nm
60 57,6 nm
65 51,8 nm

1 4n :
= JnZsin? g, —n?

Angle critique : Hc = arCSin(n2 / nl)

n=15 etn,=133—>60, =625

0 d
62.5 00
65 170 nm
70 100 nm
75 83 nm

(1 =600 nm)



Prisme

—  Objectif

Objectif —— =
Plan focal
arriére
LT = —
o e
U Il faut que I’objectif ait une ouverture
E numérique supérieure a n,
U

0. =arcsin(NA/n,)
pour NA=1.4etn =15
0, =09°




Verification experimentale

L] 10—

TIRE = 05 1, <"

3 1 e
iy \\ T e
Vrtical Distance my

o mmm
[
C 1.0 et
L1
08 \
= 06— forward TIRF trace
= redurn TIRF trace .
04— —*
T,
0z
\\\M,
0.0 o e | WM YW o
= surface -
contact
. 0 S B
E
=
g 50 -| /
% 100 i forward AFM trace
-] }f return AFM traca
[T
& -150-
= f
8 200/
o 200 400 600 #00 1000 ' ' '
Distance (A ] 200 400 600 800

Distance from Surface (nm)

Sarkar, Atom et al. (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101, 12882-12886



epifluorescence onde évanescente




Exemple d’application :

visualisation de I’exocytose de vesicules

--n. 1 um

-466 ms -33ms 700 ms

0omy

—60 mv —

20 ms




Microscopie non-lineaire




MICROSCOPIE A 2 PHOTON

Questions :

* quel est le processus physique de la fluorescence a 2
photons

e qu’est ce que la section efficace a 2 photons ?
e pourquoi faut-il un laser pulsé femtoseconde ?
o quelle est la résolution spatiale ?

e qu’est ce qui limite la profondeur d’observation ?



One-photon excitation Two-photon excitation




o .. *107° cm? (resonant)
2303¢
O =

abs
N A

diffusion Rayleigh (le ciel est bleu,
les couchers de soleil sont rouges...)

4
O yifr & W



9 o .. *107° cm? (resonant)

(Uncertainty principle - Heisenberg)

E,0txh ) Jt=10"sec

""""" } ot GZp—abs ~ Gabs Gabs §t

'\v\ (non-resonant)

GoOppert-Mayer
(1 GM = 10°° cm# s/photon)



Two photon Excitation

. . Rhodamine B

= 10 L

E

10 q-

E . Bis-MSE 0il

2 10" Dansyl :

E 1 DA;I \cein

bt 107 | .

Lo Luciear Yealloyw

©  10°L

ol Pyrene Cascade Blue

U 1':3.3 i i i [ § [ § i

G500 700 300 900 1000

Wavelength (nm)

Ti:Sapphire

SHG of Cr:YAG
mm= SHG of Cr:Forsterite
mmmm Cr:LiSAF
Cr:LiSGAF s
Md:YLF or Nd:.glass =

Rhodamine : ~ 100 GM
GFP: ~2GM (?)
Fluorescein : ~ 10 GM
QD :~30000GM

1100



Fluorescence

efficacité quantique
iy,

radiative
F

\J\|\l\]\7 O1per = 7] O pp_abs

_1 2
F =2 Orper |

Absorption spectrum of Fluorescein
1 photon

2 photon

(a.u.)

600 700 800
Wavelength (nm)

900 1000 1100



time ——

% > 4+—>
-

T

2-photon enhancement factor > T/t



Intensité moyenne

N 1

Fluorescence _ 1 2
pendant une Fp 2 OTpEF | p
impulsion
2
Fluorescence _ F t 1 (T -
moyenne F = — —O1pgg = — |
T 2 T
1 T) -
:EGTPEF ~ |
Va Laser ti:saphire:
“enhancement
factor” J T~10ns } g~ 10°
7~ 100 fs



Quelle est la fluorescence émise
par cette tranche d’épaisseur Az ?

AR, (2) = AzS(2)1(z) = Azl

Azl

AF, (z) = AzS(z)1°(z) = S(2)




‘Excitation a 1 photon | ‘Excitation a 2 photons |

Fluorescence dans chaque plan

La fluorescence n’est La fluorescence est confinée
pas confinee en z dans le volume d’excitation
(PSF 2 photons)






Résolution

G-L

N 1.3nA Gaussien
T NAZ 3d

Gaussien-Lorentzien (G-L)

W, i s 2N 2 ﬁ
1(r,z)= IO(W(Z)) exp{ wz(z)} w*(z) = wg (1+ Zéj



—_
N

o o o
A o o =

o
N

PSF 2 photons radiale [u.a.]

o

o
®

Reésolution 3D (PSF 2 photons)

Y

/ PSF radiale

o
o

=
~

PSF 2 photons axiale [u.a.]

o
[}

PSF axiale
Objectif de microscope PSF radiale PSF axiale
NA=09 W
Theoriquement 450 nm 1.68 pm
Expérimentalement 467 nm 1.85 um

I

Mesure avec des billes fluorescentes de 100 nm



Facteurs limitants pour la fluorescence

, ) maximum 1 photon
Durée de vie ~1ns fluorescence par pulse
10 ns
} B : L L L L
- << 1 ns
F. .. < 109 photons/s F... < 108 photons/s

(taux de répetition laser)



Quelle est la limite en profondeur ?

Principalement limitée par la diffusion et I’absorption du
milieu.

 photons balistiques : trajectoire rectiligne

 photons diffuseés : le photon dévie de sa
trajectoire rectiligne

—~_



Le nombre de photons balistiques décroit
exponentiellement avec la distance

Py

max

A\ 4




Coefficient d'extinction {cm )
105 '

104

107

102

10

1
101

MELANI

N

E

1002

01 02 04 086081

2

4

6 810 3 (um)

-m- retinol (vit A)

-m riboflavin (vit B2)

= NADH [chmmomaE from niacin)
-w pyridoxine (vit

-m folic acid

-m cholecalciferol (vit D)

?00 750 800 B30 900 930 1000
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____
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What Is the collection efficiency?




What if sample Is
scattering?
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Field stop

Field-of-view

Relative collection efficiency
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N
3 N~ (o /z0)?
[—m— r=135 | = ’(/
N
0.01 L \ T
(f0y, =135 um | \
2 '2
D oc b O\a



Relative collection efficiency
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La taille du champ de vue est aussi importante

gue l'ouverture numeérique

* en géeneéral, les objectifs de grande ouverture numérigque ont
un fort grossissement. Cela veut dire que le champ de vue est
plus petit.

e nouveaux objectifs pour la microscopie biphotonique :
grande ouverture numerique et faible grossissement
Ex: Olympus, x20 et NA~0.95

(rappel : pour un microscope a balayage, la taille de la
zone observee n’est pas liée au grossissement)



Application: imagerie sur des petits animaux

L

Systeme vasculaire

Mitral cell




Mouvement d’un embryon de drosophile




Imagerie de molécules uniques




Reésolution spatiale vs Localisation

résolution spatiale : déterminée par la précision de pointé du centre de
la PSF (réponse impulsionnelle du systeme optique)

NA = (n)sin[p)
(a) p=7° NA=D12
(b) p = 20°NA =D.34

HJ (€) p = 60°NA = 0.87
(<) e

Figure 2

=

(2) (b)

/ e pom
Mumerical Aperture and Airy Disc Size

& > 4



Reésolution spatiale

Airy Discs

: Tache de diffractions ou d’Airy:
I(P) =1, (3, (ka sin6)/ka sin6)-

Intensity Distributions

Reaolutmn
=1.22A/2NA

Pour un bon objectif: NA=1.4, R =250 nm



PSF expérimentale

1200~
1000
B0~

E'uﬂﬂ-—-"_i

4ol

i
| E- znum--"é"_

y (pixel)

¥ Axm [pical|

Yildiz et al., taille du pixel: 86 nm Taille pixel : 216 nm



Réeponse impulsionnelle

Une molécule uniqgue peut étre considerée comme une source
ponctuelle pour le systeme optique. La reponse impulsionnelle (la PSF,
point spread function) est une fonction d’Airy, souvent approximeée par une
courbe gaussienne 2D.

"| Fonction d’Airy || Rayon d’Airy (premier zéro) :

Gaussienne |
" | R, ~ 2% L 955 nm
2NA

0.8}

0.6 Gaussienne 2D :

X° + Yy’
PSF, = Aexp| ——— 2
© p[ 252 j

0.4;

0.2+

400 300 200 100 O 100 200 300 ou S~= RA/3
X (en nm)

NA =1.45, A = 600 nm



Localisation

La précision du pointé dépend de la capacité a déterminer la
position du pic

De maniere genérale, la précision ¢ dépend de :

. nqmbre de p_hotons collecté N . \/Sz ] 22 /12 ) 875207
. ta_ulle a des p|>_<els N N 2N 2
 niveau de bruit b

Dans le cas d’un signal dominé par le bruit de photons:




Explication qualitative

On imagine que le point d’arrivée X, de chaque photon peut
étre localisé sur le détecteur avec une précision infinie
(pixel infiniment petit). On collecte N photons dont la
distribution des positions (X;) correspond a la PSF (de
position moyenne m et de largeur o).

)?—ZXi N Nmi\/ﬁ(f
N N

On a un estimateur de la position moyenne.



Mouvement d’un moteur moleculaire : la myosin V

Hand over hand Inchworm

Catalytic

domat -— Cargo binding domain

/ Light chain domain

A/ nm

,A-, ' B 37 om ;l, A B 3T nm A‘,

Myosin V Walks Hand-Over-Hand: Single Fluorophore
Imaging with 1.5-nm Localization: A. Yildiz et al., Science
300, 2061-2065 (2003).
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Rotation de la F1ATPase

Actin filament

Streptavidin




Revolutions

Le moteur tourne avec des pas de 120°

50 100
Time (s)

150

™

Number of events

B

BE 2 & #

—
Q2
1

=]

|

i

Drwell time (s}

0

i



Mecanisme de synthese de I’ATP

La FOF1 ATPase convertit une différence de potentielle chimique
10-12 protons pour produire 3 ATP

Efficacité du moteur rotatif ~ 100 %
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