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!es methodes en imagerie de contraste

A. Le contexte photophysique : la lumiére

|. Le rayonnement électromagnétique/ multimodalités de la lumieére
Il. Les aberrations optiques (réfraction et diffraction)

lll. Instrumentation (détecteurs et capteurs)

B. Les méthodes contrastes en imagerie cellulaire (excitation monophotonique)
|. Microscopie conventionnelle / Déconvolution
Il. Microscopie confocale

C. Exemples de techniques pour caractériser les Intractions et diffusions moléculaires
|. FRAP: Fluorescence Recovery after Photobleaching
Il. FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfer

D. Microscopie Multiphotonique et dérivées

Il. Microsciopie a excitation muliphotonique

Il. FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
lll. SHG: Second Harmonic Generation

IV. Méthodes Vibrationnelles (Raman-CARS)

D. Développements
Macroscopie en mode multiphoton



CARTOGRAPHIE 3D EN IMAGERIE / VIVANT / BIOMED
IMAGERIES FONCTIONNELLES DE CONTRASTE CORRELATIVES

Macroscopie
s \ \

a2
GAIN 65
CoxP 65

I

Image de phase

CONFOCAL



Agents de contraste :

Sélectivité des molécules
Spécificité de détection et résolution
Invasivité de la méthode

Table of comparison of medical imaging techniques.

Part I: Commonly used radiological imaging modalities

thodes Multimodales d’imagerie Médicales et Biomédicales

Voxelegd.
Conventional X- | X-ray Computed | Radioisotope Magnetic Ultrasound Positron Emission
ray Tomography {CT) | Imaging (Nuclear | Resonance Imaging (1 to 10 | Tomography
Medicine) Imaging (MRI) MHz) (PET)
Projection/Tomography Projection Tomography Both Tomography Tomography Tomography
Mainly Anatomical / Functional | Anatomical Anatomical Functional Both Both Functional
Interventional options? Yes No No Possible Yes No
Maximum imaging depth in soft | Metres Metres Body thickness Body thickness Body thickness Body thickness
| ussue [ | ] ! !
[ Spatial resolution in plane of | 0.1 mm [ 0.25 mm I'5t0 10 mm 0.5 mm 0.5 mm |'5t0 10 mm
Safety lonising  radiation | lonising radiation | lonising  radiation | A range of | Thermal effects | lonising  radiation
leads to a radiation | leads to a higher | leads to a | hazards  arising | and cavitation leads fo a
dose radiation dose than | moderately higher | from strong and moderately higher
for conventional x- | radiation dose than | time varying radiation dose than
rays for conventional x- | electromagnetic for conventional x-
rays fislds. rays
Examination time Short Medium Long Long Medium Long
Physical property of fissue | Linear attenuation | Linear aftenuation | Tracer isotope is | Proton density and | Primarily acoustic | Tracer isotope is
associated with image formation | coefficient coefficient involved in | nuclear magnetic | impedance: involved in
metabolic process; | resonance differences lead to | metabolic process;
measure relaxation times. reflections at | measure
concentration boundaries concentration
Relative capital cost* Low Fairly high Fairly high High Medium High
Relative cost per patient study* | Low Medium Medium to high High Low High
Comments Interventional May be called CAT | Some gamma | Open systems or | Blocked by bone. | A cyclotron is used
studies such as | (Computerized camera systems | special facility | The Doppler | to produce special
cardiac axial tomography). | also have PET | needed for intra- | effect is used for | isotopes; this must
catheterisation take | Current interest in | capability, but these | operative use. | measuring the | be located close
fonger and are | multi-detector CT. | have lower | Tailored velocity of blood | by. Current interest
costlier than sensitivity than | sequences used | flow in combined
radiographic studies dedicated PET | for functional CT/PET  systems
systems measures. and PET/MR

* Indicative only; medical imaging costs depend strongly upon the healthcare environment and method of economic analysis

This Is the January 2006 download from www.voxelera.co.uk. © 2006 by Elizabeth Berry Ltd
E&OE. This information is provided as an introductory guide. It is for educational or informational use only, and is not to be used for patient care.

Part ii of the table includes less commonly used modalities, those offering higher spatial resolution and those in the early stages of development.




Vioxelega,

Table of comparison of medical imaging techniques.

Part ll: Less commonly used in vivo imaging modalities.

{These have higher spatial resolution than those in Part |, and may be in the sarly stages of development for in vive use)

High Fluorescence ||Optical In vivo Speciro- Diffuse Terahertz High
frequency microscopy | |coherence confocal photometric | optical puised resolution
ultrasound tomography | microscopy intracutane- | tomography | imaging MRI

ous analysis

Projection/Tomography Tomography Tomography Tomography Projection Tomography Both Tomography

Mainly Anatomical / Anatomical Functional Anatomical Anatomical Both Functional Both Anatomical

Functional

Maximum imaging depth in | 4 mm 0.5 mm 203 mm 400 pm 2 mm 15 cm Few mm cm

emft tieeor s

| Spatial resolution in plane ; 20 um 1 um ll 10 um 3 2 4n B L % 1inta 10 um 1 462 v AEM 11 PY. T

Depth resolution (typical) 9 um n/a 5f0 15 uym 0.5 um n/a 103 mm 40 pum 100 pm

Safety Thermal May involve Consult Consult Thermal Thermal Hazards from
effects and administration | special special effects effects strong and
cavitations of guidelines guidelines time varying

fluorophores. | regarding use | regarding use electromag-
in eye in eye netic fields

Physical property of tissue | Primarily Decay time of | Refractive Uses reflected | Effect of the Refractive Complex Proton density

associated with image acoustic fluorescence | index. light or skin's index and refractive and nuclear

formation impedance: induced by interferometric | fluorescence | chromophores | scatiering, index affecting | magnetic
differences laser light, techniques (haemoglobin, | chromophore | pulses of resonance
lead to plus spectrum | used to infer melanin, content and radiation. relaxation
reflections at | and intensity, | time of flight collagen, absorption fimes
boundaries give molecular dermal
environment melanin)

Comments 20-200 MHz. | e.g. FLIM — OCT. Canbe | Accessible SlAscopy — Monitor tissue | Also spectro- | Using special
High Fluorescence | used endo- tissue analytical and blood SCopY. mm- small coils in
frequency Lifetime scopically. surfaces, version of oxygenation wave imaging | ® 1.5-3T
Doppler under | Imaging. Visible light. planes parallel | dermatoscopy | levels. Near is a passive whole body
development | Visible light. to surface. or ELM. infrared (NIR). | technique at scanner.

Visible light. Visible light & similar
NiR. frequency.

Note. We might also have included spectroscopic methods such as Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy and Raman spectroscopy, which were originally
non-imaging laboratory tools. They are now being applied in vivo and with data mapping to generate images.

This is the May 2006 download from www.voxelera.co.uk. © 2006 by Elizabeth Berry Ltd
E&OE. This information is provided as an introductory guide. It is for educational or informational use only, and is not to be used for patient care.
Part 1 of the table includes the more commonly used radiological imaging modalities. It was the January 2006 download from www.voxelera.co.uk.




odes d’ investigation : dimension objet
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Mure et dualité de la lumiere...interaction lumiere / matiére

A = longueur d'onde

La lumiere est une
onde ¢lectromagnétique

”

Vitesse de propagation :
c=3.108 m.s™

E = champ électrique oscillant
B = champ magnétique oscillant

Longueur d’ onde

(couleur)
-+— Ultraviolet Infrared —»
Spectre visible
400 500 600 700

Wavelength (Nanometers)



I_ight | Matter interactions Photon’s applications

Excited
S1 Emission
Ex<Em (1P)
AE= hc/ A _ Ex > Em (2P)
1P : A (450 nm)
2P : 2 A (900 nm) NIR
Photon Absorption
1P/ 2P (NLO)
Fondamental
S0

Spectral Time-resolved Spatial Orientation

Frequency Lifetime 3D Anisotropy




CYTOFLUORIMETRIE EN FLUX ET EN IMAGE
(X, IR..Raman)

- Aspects statistiques (reproductibilité)
- Echelle d’ analyse (microparticules plaquettaires)
- Nature/conditionnement du matériel biologique (suspension - cellules adhérentes)

?3 Flow Cytometry Dot Plot
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E methodes pour sonder la matiere : processus photophysiques

excitation 1P / excitation 2P excitation 3P
ﬁ A N B
excitation Fluo. | excitation
(visible) 1 (R) 2PEF SHG 3PEF
A A
Focl \ 2PEF, SHG o< I? 3PEF, THG o« B CARS o |21

Différents mécanismes de contraste — informations différentes
MP 800nm CARS 3200 cm-1




Les modalités en imagerie de contraste

IMAGERIE STANDARD APPLICATIONS AVANCEES

Modalité simple : Imagerie Confocale Multi-modalités : Nouveaux outils de détection
en microscopie multi-photonique. F-techniques

2006 2010 2011-2013 2015 2023

Imagerie
confocale

Imagerie
multi-photonique ’ SHG

p Q

MacroMP
FRET/FRAP MacroELIM | CARS
Spectrale MacroSHG J\faman
|\ —
‘ Phase l Macroscopi
|

Spectral : Fluorescence Spectral microscopy SHG : Second Harmonic Generation
FRET : Forster Resonance Energy Transfer FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (OSEO)
FRAP : Fluorescence Recovery after Photobleaching ARS : Coherent Anti-Raman Stockes
FCS Fluorescence Correlation Spectroscopy SPIM : Selective Plane illumination Microcopy



agerie de fluorescence.

Avantages :

e Faiblement invasif
e Spécificité de la détection

e Multi marquage

Problemes :

* Bruit de fond
* Fading

usure du fluorophore
 Phototoxicité

especes réactives de 1’ oxygeéne




I\Iiveaux d’ investigations...la microscopie pour « voir » quoi ?

Question biologique et son périmetre ?

Structures Localisations Dynamique
(mesures...) Numerations Activité enz




l)étection (imagerie/signal): Specificité structurale ou d’ activité biologique

Localisation du rotor dans le réticulum endoplasmique

_CONHGIuAc

Rhodamine 123 :
(mitochondries)

DiOC6 .

Styrylpyridinium (membrane) (réticulum)

C.Chapotot-S.Muller-ML. Viriot-C.Carré



Détection de protéine recombinante (variants GFP, Yellowship, corail...)

Aequoria victoria

Expression de vecteur GFP cytoplasmique
Chondrocyte de rat

JO

protéine GFP

| ] | Introduction de
I’ADN dans la cellule

Construction d’un plasmide \
n#,
}&ﬁ CFP : Cyan Fluorescent Protem

GFP : Green Fluorescent Protemn
™\
2
gt
i 2 /@r

/P’“ 3 2%
@53@ J30

YFP : Yellow Fluorescent Protemn
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FASEB J. 2003 May. 17(8):829-3. L Grossin, D. Dumas.



Chromophores / Fluorophores en biologie/encombrement stérique (taille)

» Organique (chimie carbonée)

* Inorganic : Qdots (semi-conducteur)

» Synthétique (révélateur-histologie)

L
Streptavidin

* Naturel (intrinséque
( que) i
v Atto565
DAE
10-15 nm B aiad
e

Core

&

Alexad488

Shell

’ ‘ Polymer Coating
*‘ ~ Streptavidin

Qdots (semi conductor)
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Deétection : Spécificité sonde / structure

< Golgia (NBDC6-Ceramids, Bodipy ®)

s Immunology
(peptide,proteine, oligonucleotide, )



abcam

530/30 670/40

RPE-Cy7

cy?

APC-Cy7

AF700

APC-CY5.5

PerCP-CY5.5 emimmmtmee="]

DRAQS

PerCP

AF647

RPECY55 .
RPE-CYS Legend

Cys

APC

e ———
P E———

P E————

Fluorescent channel (FL)
e chancel

— Groan channel
——Yelow channel

s Crange channel
— o) chonne

— o ed chennel

Relative brightness (RB)
3 Hon

X Medum

* Low

a
----- Excitation
Emission

Lasers

B Violet lcser (405 rvm)
P Blua kaser (488 nm)

» Yelow iaser (561 nm)
P Rad losar (640 ner)

P Far rad losar (750 nm)

Abbreviations

AF: Alaxa Fluor*

BV: Briliont Blue™

Cy: Cyanine

P8; Pacific Ble™

FTC: Flucrescein isothiccyanate
R-PE: R-Priycoanythrin

P Propidum lodide

TR: Texas Rea®

7-AAD; 7 AminodolrofmyciD
APC: Alophycocionin

PerCP: Peridinih Chicrophyl

5 M Lk W L e e e e Tk e e M LE D M SE S S N S M e T e M N I B

Wavelength (nm): 300 350 600 650 700 750 800 850
How to use this chart Examples
1. Check your instrument
Type, number of lasers, fiters and defectors dictate the fiuorochromes that can be used. Fluorochrome  Target Expression Lasers Channels Brightness Compensation Combination
-Try to choose a fiuorochrome for each laser excitation range
FITC High Blue Green Medium Mild Good
2. Select bright dyes APC Low Red Red High
It Is possible to rank availlable dyes according to their brightness on a particular instrument. — 3 : e . 8 < 5 - : &
- Brightest fluorochromes for dim antibodies and vice versa FTC High Blue Green Medium Moderate Medium
PE Low Yellow Yellow High
3. Minimize spillover
The amount of spectral overlap will determine whether compensation s required. PerCP High Blue Red Low Poor
-Sacrifice brightness to avold spillover 7-AAD Low Blue Red Medium Severg (not recommended)

- Avoid splllover from bright cell populations Into detectors requiring high sensitivity for those populations

www.abcam.com/fluorochrome-chart

Alexa Fluor® s @ registered frademark of Life Technologies. Alexa Flucr® dye conjugates confain(s) technology icensed fo Abcam by Life Technologies.



tion : détecteur PMT-Hyb / APD - CCD ...

...........

=) |[800 Volt

N\

Detection Tim

400 500 600 700
wavelength (nm)

Transit Time Spread PMT === Hybrid Detector Transi t Time Spread

- Gain d’amplification : Photon-Photoélectron-Tension
- Offset (bruit de fond électronique)

http://www.leica-microsystems.com/science-lab/step-by-step-guide-to-hybrid-detection-and-photon-counting/

( N Pt © ( Yoo @ Sensibilité/gamme spectrale

«=« Standard PMT

SP-FLIM PMT



I_ight | Matter interactions Photon’s applications

Excited
S1 Emission
Ex<Em (1P)
AE= hc/ A _ Ex > Em (2P)
1P : A (450 nm)
2P : 2 A (900 nm) NIR
Photon Absorption
1P/ 2P (NLO)
Fondamental
S0

Spectral Time-resolved Spatial Orientation

Frequency Lifetime 3D Anisotropy




L'a fluorescence comme moyen de détection : fluorophore (contraste)

Diagramme de Jablonski

Stokes' Observation

Fluorescence

wnls}sion
>/ - Y N—
) =
S1 -
* Eem
Excitation  Ee€X Q -

Emission Eex > Eem

°. rex < Aem

SO =g

Absorption

10-12g




@ctivation de I’état singulet S1 : sensible a I’environnement

log Iy/1

Dt (ns)

Area :
Fluorescence Intensity
Dependant Concentration

fluorescence lifetime

with k=k, +k,

7N\

INtrinsic environment

4

Environment : , FRET...
Independant Concentration

SPECTRAL IMAGING
POLARIZATION

LIFETIME IMAGING




n pour le processus de désactivation de I’état singulet : la boite noire

Réactivité Photochimique

kreaction [ A 1] [ A} B.. °]

"

Absorption
1

a

Etats Singulets S,
[S:] = L/ Zk;
T = 1/2k;
t Internal
Conversions

kic [Sll

Formation Triplet
Passage Intersystéme

kisc [ S 1]

Transfert d’ Energie

Inhibition

»

Excimeére (états excités
Fluorescence dimére) ou Formation

ke [Si] d’ Exciplexe
k, [Si] [M]




Duree de vie des états excités singulets (précurseurs de la fluorescence)

Energie

A

S

Fluorescence, k;

T,
Abs.

Phosphorescence, k),

L L S()

That = 1 lkF

Tnot - Temps nécessaire a Ir pour atteindre
1/e de sa valeur initiale I ;.5 en absence

de tout processus de désactivation autre
que la fluorescence.

Etats Singulet et Triplet

Signal

IF -_ I t=0 e-t/’l?

A

Relaxation
lExp [-t/7]

/

NN LT

Temps

= K.t
lF = lo€ %

I-' décroissance selon un processus monomoléculaire
I ;.o intensité initiale a un temps zéro
Kr : constante de vitesse d’ émission de fluorescence

v



ITLIM : dureée de vie des états excités TCSPC

- approche quantitative / fluorescence stationnaire
lc =1 .. e-t/r - discrimination / bruit de fond
F t=0 - imagerie de concentration (ions, protéines...)

4 - segmentation (contraste ) / multimarquages
- variations environnementales

L]
Relaxation
Exp [-t/1]
f Détection
Echantillon Emission temps de retard
Photon unique” | par rapport au pulse
pulsée

RN FN Y]

Excitation

v

Nombre
de photons

— Kt
— - ~\\
8@85@ o=
IF: décroissance Selon un process”s monomoléculaire Temps de retard par rapport au pulse d’excitation

I ;.o infensité initiale a un temps zéro

KF : constante de vitesse d’ émission de fluorescence Histogramme des retards des photons : uniques comptés.
L histogramme de ces retards correspond au déclin de fluorescence



lll.LEluorescence Lifetime Imaging Microscopy : TCSPC

At

v

7

At

Lifetime (ns)

v



lIl.Eluorescence Lifetime Imaging Microscopy : TCSPC

At

v

4

At

Lifetime (ns)

v




III.ELIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy

Intensité Temps de déclin

gl a[%] tns]
,’ 29| 0.38
: . / ?1\ 2.09
10004 | %
100- ——
4 6 8




urée de vie naturelle dépendante du Microenvironnement

"Sensing Temperature in Vitro and in Cells Using a BODIPY Molecular Probe" by Marti et al.

25 °C| =% 30 °C

b)
‘-'>\ -
@ N -
o) . &
£ . P =
B E 1.0§
N 3
© O
= - " o
5 ] 058
pa .
vt |, PEG-BODIPY
30 40 50
Time (ns) Temperature (°C)

Indépendante :
- de la concentration en fluorophore

That = 1/ kF - De la puissance d'illumination de la source ‘§‘° A
Dépendante : z 1.5
de I'environnement: 2oty

- Température -
- viscosité

10 Time (ns) 20



!a fluorescence comme moyen de détection...et de quantification relative

Amplitude/intensité/Polarisation de fluorescence

Excitation

I, [

Emission

Echantillon

»

Francis et Jean-Baptiste Perrin I ‘

I

La découverte ... mesure la corrélation angulaire entre
' 7 I” axe de polarisation des photons émis / photons incidents

I pol \ quand les molécules sont séparées (50 a 80 A )

> @ molécules
> Distance parcourue pendant t (temps de déclin)

...a 1" origine de la découverte du FRET

Biophotonics International, septembre 2004

<r>=(/-1L) (I/+21L)

1

1

Io

TRT

1

if T,V and T are constant,
<r> is related to the local viscosity (n)




lCaractéristiques de la fluorescence comme détection

I As 5T 5 D <r>

@®; rendement quantique de fluorescence
nombre de photons émis / nombre de photons absorbés
O,=1;/1, ; valeur absolue

2@, =1 (excepté pour les réactions radicalaires)

I; Intensité de fluorescence ; dépendant de 1 ’appareil
Iy =d¢ 1,

A¢ longueur d ’onde d ’émission (A, : au maximum)
v temps de vie de 1 ’état excite ; T = 1/2Kk;

<r> anisotropie (axe polarisation photon émis/ photon
incident)




Instrumer

auocorrelator
- Biologie CCD camera compressor \-/Z
- Electronique

- Optique ;_,/77_g %
'_ pulsed laser source

- Informatique
pump laser @
@ ir-illuminator
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@/ detection Il




Microscopie Conventionelle a épifluorescence

Emission
Filter

Dichroic

Mirror

CCD
PMT

Excitation
If_i_lter

Piezo-electric
system

PROVIS AX70 (OLYMPUS)

o088 08




Microscopie Conventionnelle a Epifluorescence ...optique

Relative Intensity

Transmittance (%)

100

50

Fluorescence
—Emission

Absorption
(Excitation) (B

E"‘f’ e ~/" ; B},@,/

.
300 400 500 600 700 800nm
Wavelenath (NM)

7

Filtre
Excitation

Filtre
Emission

486\ _

Filtre
Excitation

Miroir
Dichroique

Lampe
3
|

s
Filtre
Emission
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HBO 100
HBO 200

e

==
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Il XBO75
B XBO 150
=
=

NV30W

Halogen 100 W

L L L L B L B

600

T ]

Wavelength [nm]

Dichroic Mirror

Objective Specifications

Manufacturer, @

== __—— Screw Thread

Aberration
Flat-Field S Correction
Correction f Q

Li 4 Numerical

inear 2 Aperture

Magnification X : P
Immersion

Specialized 7 Medium
Optical .

Properties -~ T Working
Distance
Tube Length

Cover Slip
Thickness'

Color Code
Finger Grip

Spring-Loaded
— Front Lens

Figure 1

Barrier Filter

Exciter Filter



térét de la 3D

\d i"‘\m
x20 x100
Adhésion Internalisation

Nanoparticules (HA) a la surface d ' une monocouche de chondrocytes (cellules du cartilage)



Microscopie a sectionnement optique..coupes sériées virtuelles

Piles d’images 2D

' Nano-déplacement

._|==r (objectif / platine)
« Objectif

< ] Echantillon




randir plus : le microscope pour agrandir

L2 L1
~B Rétine
N A2 LAl i :
A ' ' ]
g ceil
Objectif Oculaire

Grossissement = grossissement de 1" objectif
x grossissement de 1" oculaire (10-20x)

—> agrandissement jusqu a 2000x !



Agrandir ne suffit pas !

Grossissement identique !



-plo a Epifluorescence ...limitations

Réfraction de la lumiere

Refracted Reflection at the Critical Angle
Light 7
/4 Waves —/
: r Vs A Air
\// 2 /
/ ' |_~
& n(1) _

Aqueous @ =

Medium
n(2) > n{1)

Reflected
Light Waves

Phénomeéne de réfraction
de la lumiére dans I’ eau

Indice / cytoplasme / organites » Liquide immersion
(n > fluide interstitiel)



_Epllluomeenee ...limitations

Indice Réfraction (n)

n=1.52 Objectif

n=1.52 Huile Air

\_/

n=1.52 Spécimen n=1.33

<= Couvre- »
objet
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icroscopie a Epifluorescence ...limitations

Microscopie optique :

Une image contient des informations provenant des Lentille frontale
plans inférieurs et supérieurs au plan de focalisation. de |’ ob J ectif

I1 a été déterminé que seule 1% a 2% de l'information
provient effectivement du plan de focalisation.

Plan de fogalisa‘rion Spécimen
(1-2%) __%\
%' Plans adjacents

Flou généré par les plans adjacents

supprimer |'information hors plan de focalisation

. déflouer




iffraction de la lumiere : interférence en optique

Cliché de diffraction d’ordre multiple : Airy

Source lentille
ponctuelle
gt —
@) >
PVQ \\

A

Abbe (1873)

g
Plane X100/ NA 1.65

Intensity

Tdache d’” Airy



ion latérale dans le plan focal et I’ ON de I’ objectif

d,,= 0,61A/ON avec ON = (n)sin(u)

NA = (n)sin(p) Airy Disk
(@) p=7°
(b) pu =20°
—H AS 1A
— 1L | Focal Plane
- ; o o

|



Iésolutions latérales ultimes...STED..100nm et 4Pi (Leica, 1Meuros)

4Pi : Manheim 2008: 10 nm

detector

=A== pinhole

Microtubules in mouse fibroblast cells in the x-z plane

STED : Bordeaux 2008 : 25nm




!es methodes en imagerie de contraste

A. Le contexte photophysique : la lumiére

|. Le rayonnement électromagnétique/ multimodalités de la lumieére
Il. Les aberrations optiques (réfraction et diffraction)

lll. Instrumentation (détecteurs et capteurs)

B. Les méthodes contrastes en imagerie cellulaire (excitation monophotonique)
|. Microscopie conventionnelle / Déconvolution
Il. Microscopie confocale

C. Exemples de techniques pour caractériser les Intractions et diffusions moléculaires
|. FRAP: Fluorescence Recovery after Photobleaching
Il. FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfer

D. Microscopie Multiphotonique et dérivées

Il. Microsciopie a excitation muliphotonique

Il. FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
lll. SHG: Second Harmonic Generation

IV. Méthodes Vibrationnelles (Raman-CARS)

D. Développements
Macroscopie en mode multiphoton



E microscopies optiques dites « a déflouage »

e Microscopes de fluorescence — Méthode de déconvolution

(Wide field fluorescence microscopes)
Capteurs CCD a haute résolution et sensibilité
Déconvolution possible pour éliminer les signaux hors plan focal
Fondamentale, video-microscopie rapide ! En temps réel !
Psuedo-Quantification

e Microscopes confocaux a balayage laser
(Confocal laser scanning microscopes)
Détecteurs : photomultiplicateurs
Diaphragme (pinhole) confocal pour sélectionner la fluorescence €émise dans
le plan focal, colocalisation, 3D
Quantification relative

e Microscopes a balayage laser et excitation bi- (multi-) photonique
(Two- (or multi-) photon laser scanning microscopes)
Avantages : excitation restreinte au volume focal, résolution temporelle
Quantification correcte dans le volume de collection



I. Microscopie Conventionelle a Déconvolution

PSF. Bead (0.17 um). Step : 0.25 um

OTF/PSF

Function of convolution Q
] | Out-off
- - focus plane
Objective
Pos1t10r‘z U Focus plane

Emission Filter
Function of deconvolution Out-off

I—|ﬁ/Dichro'1'c Mirror focus plane

Excitation Filter g=h® f+n

f: real object
n : noises
h : Point Spread Function (PSF)
® : deconvolution symbol

Lamp

Mathematical reversion



I: Conventional Optical Scanning Microscopy: Deblurring

Description

g=h® f +n

|

Convolution

T

noiset

¢ : Blur image observed via microscope
h : PSF (point spread function)

f : Real distribution of the fluorescent probe

Exhaustive Photon Reassignment (EPR ) by Scanalytics

~Input

Specimen:

Define...

C:\PYR3HUV1.RAW

~ Wide Field
" Confocal

PSF: Define...

C:\R0251B4.PSF

Params...

~EPR Parameters -

Convergence [1.pe-004 v]

~Experiment

Open... | Save... |

Max Iterations |5

Smoothing 12

Scaling Factor:
" Auto
" User Defined W

“EPR

Start | Add to Serverl

| Queue Manager... |

v High Speed Server

Exit | Help |

Real
Image

/
L]

PSF

|

j
|

‘u

Visualized
Image

g

L

224

1| I PI




I: Restauration d’lmages : déconvolution

¢

sceéne originelle observations dégradées

\ 4

v Fondion de convolution ©
Plans
adjacents +

Plan Focal

Foncdion de déonvolution Plans
adjacents -
f: real object g=h ®f+ll
n : noises

h : Point Spread Function (PSF)
® : deconvolution symbol




I: Restauration d’lmages : déconvolution ou pseudo-confocale

PSF . |
X100/ NA 130 Fonction de Transfert Optique

PSF et déflouage

N ENES

Chondrocyte Rat cultivé en alginate/éponge. 60x/1.25NA

X100/ NA1.65




Restauration d’lmages : déconvolution ou pseudo-confocale

EPR™ System
Deconvolution
(iteration : 15))

Microtubules

Vert : GFP
Rouge : Mitochondrie

UMR 7561. UMR 7561.
M Ouzine. M Ouzine.




. Le principe de confocalité : le Confocal

Marvin Minsky
(1957)

Informaticien et Roboticien ameéricain
En 1958, il fonde le Laboratoire
d’intelligence artificielle au
Massachusetts Institute of Technology. Il
est le créateur de I’intelligence artificielle
et pere de la révolution informatique et
du confocal...




Il Le principe de confocalité : le Confocal

laser N\\ galvanometre

Optique de
balayage
pupille
objectif

- Peigne

- Matrice : Ligne / Colonne /\ /\ focus

- Spot discriminateur
- Temps de résidence (s/pix)




oscope confocal : le diaphragme pour rejeter la lumiére parasite

Photomultiplicateur

Sk g_<%° %

Pinhole
Miroir Dichroique

Source
Laser

Objectif ,
o Echantillon

< p Scanning




/
/
/
/
/
/
/
/
/
/

NN




y

olution en mode confocal

II. Diffraction et re

Rx,y =400 nm Rx,y =250 nm
Copyentionnelle . Confocal

Ol'

—_— 3
c - ! /
|

x,y PSF x,zPSF ¥« x,y PSF x,2 PSF Y+

dy, = 0,61.2,,/(n sina) dy, = 0,4.A/(n SINQL)
d,, = 2.A.,/(n sina)? d,, = 1,4.A../(n sina)?



Il. Microscopie Confocale a balayage Laser

- specimen

- —

U
|

EEEERERN IIIIIIIIIS1 Diaphragme

(pin-hole) : B
% AN I PMT




lI. Microscopie Confocale a balayage Laser

Prisme

AL

Lumiére / \,' Lumiére
blanche décomposée




. Microscopie Confocale a balayage : type d’illumination Laser

Lasers solides continus conjugués
Excitation Spectra

488nm 543nm 633nm

e T — T T

400 450 500 550 600 650 700

= No tunability
= Sub-optimal excitation
= Cross-excitation fixed

Lasers Blancs pulsés (470-670nm) :

M) roi [ Bieach Point
L

350 457 488 514 610 632 «———  Common Laser Lines
nm 400 nm nm nm 700 nm
I PE-TR Conj.
Texas Red
PI
— S
Ethidium
‘ —
PE
| FITC
cis-Parinaric acid

* Supercontinuum Fiber Laser

* 470 — 670 nm continuous
Emission

+ AOTF-system: 1 nm tuning step

Exteyifal hox: Supercontinuum TCS SP5 X Basic System.
La§e Sh ger mnaverage

Incl. (optional) Ar-ion laser




icroscopie Confocale a balayage Laser

@ Prism
© Sliders
© Detector

SP-Detector: Leica 1997

(PMN BT | PMT2 I | PMT DN (| PMT4 PMTS I \
!] Active g] Active !] Active !J Active !] Active




I Microscopie Confocale a balayage Laser: séparation spectrale

Ch 01 Ch 02 Ch 03 Ch 04 Ch 05

» ol

Specimen

AOBS




ll. Microscopie Confocale a balayage Laser: séparation spectrale

Xy Wy % Ay 8

Radio
frequences
1et?2

Détecteur

2 Laser(s)



-

ll. Microscopie Confocale a balayage Laser: séparation spectrale

Double Dichroic 488/543 Jaune= perte de fluorescence

(measured curve)

1.00

oo P FITC

0.80

0.70
0.60 |
0.50 |

040 Beam splitter

0.30 ¥ o

0.20

0.10

0.00
450 500 550 600 650 700 750

1.00

0.90
0.80
0.70 AO B S
0.60
0.50
0.40 > +30 %
0.30
0.20

0.10

0.00 —
450 500 550 600 650 700 750



II. Multimarquage et illumination Laser

Image MultiCouleur (3)

A —\scan

Combine 405 & WLL: Hela cells, quadruple staining

Image Spectrale Image MultiSpectrale

f
2. '4
-, V¥
‘J

' e
R

A2-Mapping®.

5
A-Mapping

Excitation | Emission
[nm] [nm]
Nuclei (DAPI) 405 410-450
Microtubules (Alexa 488) 490 496-540
F-Actin (TRITC) 548 555-590
Mitochondria
(Mitotracker 590) 600 608-800

Alexa 488
TRITC
Mitotracker 590



lI. Microscope Confocal : Multi-voies

wr

3




lI. Microscope Confocal : Multi-voies




lI. Microscope Confocal : Multi-modes (x, y, z.,t, ...)

20.00 pm




lIzlMicroscope confocal / Multi-applications

Biomatériaux sur Films PLGA - Réseau Collagéne Type 3
Fibroblaste (tendons)

TR _——

40.00 um




lI: Microscopie Confocale a balayage Laser: séparation spectrale

Filtres et miroirs dichroiques :
- separe ’excitation de I’émission

- fixe la bande passante (1)

Application

TRITC

Conventional
Filters

Excitation

Fluorescence




lI. Microscopie Confocale a balayage Laser et analyse spectrale

Beam Path Sefting:

M atene W |HR|

nm 400

v
active

= Leica

L 2Ph
CFP-YFP
CFP

Cy5

DAPI (2Ph)
DAPI (UV)
DAPI-Vis
DsRED

| e e e e

| of]

DD 458/514

I : |
‘Specimen

PMT Trans—

|

[~ Active
= Bt Dy

[nm] 400

PMT 2 PMT 3
I<None> E| I<None> Z|
[~ Active IV Active [~ Active
I= | Bt By I= | Bt Dy I= | Bt Dyr.

" Sequential Scan

M

Save

—PMT 1
[ALExA 488

PMT 2
¥ “ALE)G‘« 532

—PMT 3 PMT 4
- ~| ﬁALEm s68 x|

Accordabilité :nm

gl
A Beg. || A Step
A
A End




II. Microscope Confocal : contamination spectrale / Multimarquage

Spectres normalisés d” absorbance et d’ émission

Emission : Fluorescence relative

TX Red = Texas Red

- Optimiser la fenétre spectrale / signature

- Collection du signal (bruit, autofluorescence...)

- Identification dynamique de I’ autofluorescence

- Discrimination / multiples marquages

- Caractérisation interactions moléculaires (liée-libre)
- Distance inter-moléculaire (donneur-accepteur)

- Techniques ratiométriques | (FISH, pH, ions, ...)

500

TX Red
BP BP BP
530 530 530
i NN E— i
550 600 650

Longueur d’ onde

(nm)

70C

L (OSSO ] o S| (R P R ) S R S e B PR T |
520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Autofluorescence /GFP Transfert Energie



Il Microscope Confocal s moderspectral

JC-1:
- Lipophilic cationic probe
- Mitochondrial Mb depolarization

- Early Apoptosis
2 Monomer Aggregat IR

Jm

Channel 1

[nm]

T T T T T T T
525.5 5455 565.5 585.5 €05.5 6255 8455




ll. Microscope Confocal :

Muscle cardiaque porc
STack 3D (230 pm)

4
,-_.r:, v, (9 -
-"u ‘T\N"\ :_ﬁ

N Tran, D.Dumas, JF.Stoltz, JP Vlllemot

décovolution spectrale

Noyau : Hoecht
Cx43 : Alexa-488
Myosine:Cyanine 3

& 4

// lex : 820 nm




II.Microscope confocal / acquisition séquentielle de la fluorescence

o0 o
o0 =t
-t w0

—PMT 1

—PMT2———————PMT 3

AP

|| =Y | ICY3 18 ~]

simultaneous

sequencial

(1 Track 1
PMT 1

()

®) Track 2
PMT 2




mnicroscope confocal / acquisition séquentielle de la fluorescence

HOECHST 33258 Alexa Fluor 488

Alexa Fluor 594

Paramecium,

Anne Fleury, UPS, Orsay

Simultané

Lasers 488 et UV

Séquentielle

Laser 488 puis UV




II.Microscope confocal en mode séquentiel / Multi-marquages validés

200.00 pm

Live/dead kit

PAH- Rhodamine
Endothelium monolayer Chondrocyte / Téte Fémorale

H. Kerdjoud)j, C. Boura, D. Dumas Adhésion cellulaire (CD44)



pplications au confocal : limitations en micropositionnement

* Moteur du statif

* Surplatine galvanométrique

» Précision du déplacement

» Reproductibilité
» rapidité

% Axe Z

Pas déplacement : 100 nm +/- 10 nm Microscopie confocale

Echantillonnage optique: 250 nm
Voxel: 250 nm x 100 nm !



pplications au confocal : 3D + temps ... limitations dues au balayage laser -

Photodégradation : extinction du signal de fluorescence

Pas déplacement : 100 nm +/- 10 nm
, Echantillonnage optique: 250 nm
v Axe 7 Voxel: 250 nm x 100 nm !!

- Fréquence de Balayage / phénomeéne trés fugace (400 Hz)
De 400 a 4000 Hz - dms / ligne de 512 points et 3s / frame (512 x 512)
- Temps de résidence / spot discriminateur (6 us/pixel)




II- Dispositifs pour la culture et observation de matériel d’origine biologique
te autour de 'instrument d’analyse

2010 2015 2020
Chambre de culture cellulaire Enceinte d’observation Pas d’évolution

Cellules

* Encombrant/peu mobile

* Condensation/non stérile

* Besoin énergieT° C

* Pas perfusion/viabilité cell
*  Monovoie / 1 condition exp
* Métrologie/peu pratique

Tissus

Petits organes

~

. 45k€
* Pas adapté
* Peu utilisé




S pour la culture et observation de matériel d’origine biologique
our du support de culture.

Nanolive-ibidi Heating System for 1 Chamber

q A heating system for live cell imaging on the 3D Cell

Explorer PDMS/Glass

_ structure

Microfluidic circuit Heater

Fully compatible with the Nanolive 3D Cell Explorer

Excellent illumination of the sample - no condensation due

to heated lid and optimal sample stabilization vacuum

Perfectly suited for live cell imaging applications - full
incubator conditions on the microscope

System includes: Nanolive-ibidi Temperature Controller,

Heated Plate in Multi-Well Format for 1 Chamber, 1 Heating

Insert, Heated Lid Cell culture chamber Bubble trap

Si/Glass
microfluidic chip

in cooperation with

“Constrained spheroids’
NaNoLIVe @= a e
Looking inside life

System includes:

PO <

4 Vacuum chamber ~ Bubble trap

Nanolive-ibidi  Heated Plate in Heated Glass  Heating Insert c
Lmpoaure. Mubwel U Unversal e for b s Cel culture chamber Vacuum Bubble trap  Heater
Cat.No: 10918-NAN connector
* 1 seule voie . 1 seule voie
_ - ) . Perfusion non
» Perfusion de milieu non automatique automatique

. Microfluidique

* Non transportable . Non transportable



lI. Confocal : 3D + temps ... MICA Micro Incubateur Cellulaire Avancé

- Imagerie Cellulaire et Tissulaire

- Distribution de fluorophores (co-localisation)

- Imagerie Multicouleur (co-localisation) pour immunomarquage
- Quantification relative (pseudo)

- Observation sur le vivant



Ispositifs MICA pour la culture et observation de matériel d'origine biologique
inte autour du support de culture.

* Miniaturisation
* Mobilité

« Perfusion et maintien des conditions cultur
« Multicanaux en paralléle B
« Conditions multiples (normoxie/hypoxie — %

« Consommables codt unitaire
 Recueil des déchets /enceinte
* Universelle (tous supports)

* Transportable (Iégere et amovible)
* Dynamique (sup. 28 jours)

WASTE




!es methodes en imagerie de contraste

A. Le contexte photophysique : la lumiére

|. Le rayonnement électromagnétique/ multimodalités de la lumieére
Il. Les aberrations optiques (réfraction et diffraction)

lll. Instrumentation (détecteurs et capteurs)

B. Les méthodes contrastes en imagerie cellulaire (excitation monophotonique)
|. Microscopie conventionnelle / Déconvolution
Il. Microscopie confocale

C. Exemples de techniques pour caractériser les Intractions et diffusions moléculaires
|. FRAP: Fluorescence Recovery after Photobleaching
Il. FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfer

D. Microscopie Multiphotonique et dérivées

| Microsciopie a excitation muliphotonique

Il. FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
lll. SHG: Second Harmonic Generation

IV. Méthodes Vibrationnelles (Raman-CARS)

D. Développements
Macroscopie en mode multiphoton



lll. Microscopie Confocale a balayage Laser: durée de vie (FLIM)

470 — 670 nm
IMAGERIE CONFOCALE
ET NON DESCANEE
'Applications: g
E==3 - FRAP (Gap)
B -FRET (I, A, T)

- Polarisation (<r>)
- Co-localisation

IMAGERIE DE DECLIN |
DE FLUORESCENCE FLIM

TCSPC-730 Becker-Hickl
a7

Discrimination de la durée de vie de fluorescence au niveau de la

matrice extracellulaire (MEC), des loges chondrocytaires en présence
ou non de collagéne (pas de signal SHG).
La durée de vie des états excités de fluorescence (temps de déclin t) est indépendante de la
concentration mais refléte le microenvironnement.
Le FLIM permet de discriminer des molécules fluorescentes (localisation, caractérisation) alors que
leurs spectres d’ émission se chevauchent (cross-talk).

Source seed/diode (1064nm/30ps)
Fibre photonique

470

‘ Fluorophores .

multiples

FRET
FRAP
FCS

Spectres
similaires

Pulsé

/670 nm

IMAGERIE SPECTRALE

Le spectre d’émission est
“  reconstruit pas par pas (bande
passante>5 nm) en collectant le
S . - signal de fluorescence décomposé &
== e mmscmm= |’ qide d’un prisme.
———— 1 |e

Explant de cartilage Humain
Aexc : 800 nm en multiphoton

Discrimination spectrale entre les matrices cartilagineuses
extracellulaires (MEC) et péricellulaires (PEC)

Typical spectral performance of SuperK range



C.l. FRAP: Fluorescence Recovery After PhotoBleaching

« Gap Jonctions Intercellulaires »: diagnostic-prec
N ~ :
4 g : ’ P L ; -« ; Fibroblaste

Intensite de fluorescence

600 800 1000 1200
Temps (s)

Intensité de fluorescence

4 200 400 600 800 1000 1200
_ doopm Temps (s)

Control [Fibroblast
Cancerous| CasKi
Cancerous| Fadu +/-

Cancerous| KB --
Cancerous| HT29 --

- System identification of the fluorescence recovery after photobleaching in gap junctional intracellular communications. Jean-Baptiste Tylcz
The IEEE Control Systems Society Conference Management System December 10-13, 2013, Firenze, Italy.
- Gap junctional intercellular communication capacity by gap-FRAP technique: A comparative study. M Abbaci. Biotechnology Journal 2 (1), 50-61, 2007 .



Intensité

Donor J(A)
fluorescence

Acceptor
absorption

Colocalisation

ACCEPTEUR

Interaction
- distance
Molecule 1 Molecule 2
\ Fluorescence Fluorescence

v

»




QUESTION: voit-on du FRET par FLIM entre GFP- Distance >10 nm
AT1R ou GFP-AT2R et son ligand Cy3-Angll

) FRET ? —_—
% Récepteur GFP-AT1R a la membrane plasmique
I A E N

Donneur Accepteur

Transfert d’énergie

Ex Em Em

Intensité

';F ra

Q.. .

|
A A
..III— exc. ém.

Longueurs d’ondes (nm)

Récepteur GFP-AT1R dans les endosomes




C.II.. FRET: Fluorescence Resonance Energy transfer

Typical Values of R

Efficacité :

Donor Acceptor

Fluorescein | Tetramethylrhodamine

k(r) = 1/tp (R,/r)°

IAEDANS Fluorescein

r : distance entre donneur et accepteur | EDANS DABCYL

R, : distance de Forster (chevauchement spectral)
Tp : Durée de vie de fluorescence du donneur

Fluorescein | Fluorescein
BODIPY FL BODIPY FL

Fluorescein | QSY 7 dye

Ry =[8.8x 107 ¢ 2 e n¥ e QY « J(A)])" A Donor Acogptor

abs
2 i ; o : Acceptor
where K= = dipole orientation factor (range O o 4; x==2/3 em

for randomly oriented donors and acceptors)
QY ,, = fluorescence quantum yield of the donor in the
absence of the acceptor
n = refractive index
J(X) = spectral overlap integral (see figure)
= [€, (M) * Fy(A) » Aidh em*M-!
where €, = extinction coefficient of acceptor

F,, = fluorescence emission intensity of donor
as a fraction of the total integrated intensity Wavelength (1)




C.II.. FRET: Fluorescence Resonance Energy transfer

Detection of early apoptosis on U937 cell
(human promonocytic leukemia cells)
7-keto-cholesterol (fluo) induces apoptosis (programmed dead)

Donor : 7-keto-cholesterol, Aex: 750 nm

.. Nile Red
| yellow Red
Polarity of SPL
Yellow

D.Dumas, E.Kahn, G.Lizard



C.IILERET: Fluorescence Resonance Energy transfer

Shift toward the red channel
(polar lipide : 7-kéto-cholestérol/Nile Red)

lailnm]




IV. FRET Voltage-sensitive dye (membrane potg.

Spectral/FLIM

NO FRET FRET

Aem TRITC , _
Control KCI + valinomycine

external

membrane

606066

internal -————

depolarized
—_—
AV
—
hyperpolarized

O Mobile Donor (oxonol) DiBAC4(3)
‘ Acceptor PL-TRITC (DHPE-TRITC

s 0 v .0 b 8. 5. 3.8

¥y ¢ 8 3 8 8 % 8 8

Control Fibroblast

Cancerous| A949
Cancerous| HT29
Cancerous| EMT9
Cancerous| KB

D Dumas et al. Clin. Microc., 2005,33(3):293-302



Maria Goppert-Mayer =y §° P
Processus d’ absorption 2-photons ¥ A i T v E R
(1930) atmienwirken gsweier Lichtyuanten io .aine ym Flementarakt

Excitation monophoton ( UV-Vis) Excitation biphoton (IR)

OspE = Gy = 10-16 sz OT1pPE = Ga1 Gaz'AT = 10'340m4.10'158

d a

S1 Sias——

Ya - ka ¥ e < hz
e < 0) G > )z

/]
7
So M%?a So

Absorption Linéaire : 450 nm

Emission dans le visible Emission dans le visible



D.l. Microscopie a excitation Multiphotonique

Temporel : Laser IR pulsé

(0.1 - 10 MW/cm2)

10ns

M[1qeqoid

10ns

s FITC %olution

N
Cénede

Fluorescence
L\n
- Obj'egtiv%

1P - 488nm

Dilution Spatiale
Confinement Temporel

2P - 976 nm

Confinement spatial
(plan focal) et temporel



D.l. Microscopie a excitation Multiphotonique : modulation P (EOM)

Connector (position 0° )

rotation \ /

=

Driver EOM

Pmoy: 30mW - 193mW
Angle E: 188pJ - 2,5nJ

X

0

I : angle q between axes of polarisors
— I=TIy*cos?q

8 positions (45°

Power (mW)

0 40 60 80 100
Offset (en %)

0 200

Offset (en%)

Angle of rotation (°)

Power delivered (mW) as a function of offset values applied to driver at 780nm. ) ]
Calibration in « High » mode at 780nm, for several angle of rotation values. Calibration



D.l. Microscopie a excitation Multiphotonique: applications

Fluo (ex700 — 980 nm/ em 350-700nm)

' ) e Graft Rat articular cartilage
IMAGERIE MULTIPHOTON 3005»m s34 Cardiomyocyte Chondrocyte (nucleus in blue)
: Mg 450 pm Depth : 219 pm
Transfert < TR Y TR
d"‘aEnnsefgie Q { ){%3;&.‘.‘*"‘ ~ S""!-,éf'.”s ¢
ersion interne é / '?-\*!‘ Wy :‘Q"";“- I
~ i Ay -'\,.' KNS \:‘V'“.“.‘ ]
Laser de Pompe (532nm) & ,g"i t.!,.i\)iw’ “\. ¥ i‘! b
Fluog";scen Oscillateur (700-1100nm) . = = ;"? i ALY r;' A
: ; ARR T BLraus s ot
»>Photobleaching réduit ‘ » -~ Vird-0) ) '--\‘:::u.,(?
»Confinement spatio-temporel / ’1? AR ."E '\; s
> Profondeur de pénétration = _", ‘-“k BT N
» Compatibilité cellulaire g '!}‘\';, ':“m ﬂt-tk‘ (o]
Téte fémorale de rat (cartilage) P ¥ ;’ Ay N
Aexc : 800 nm e ?ﬁb . Qs
64 um 219 pm : : FoA k & = - ‘\.
' Kl

4 o. 00900 e - -
v ™ gy g R gt Ry AR
p " ., ) 'ﬁ’,. ‘ '..:!...;. 3s° ".*‘.‘.c o -
s . ‘ P e : e i® e", D Ve -
|..~. g ' ‘.z» {:;;..:ﬂ_}g ,.;( ‘:(.
; =0 & ‘ o WP LIRS oy

) i @ . - w*,“'*\{. v B
A _.:’ "“o;vw!"»;&, &2 &
Efficacité de I’ illunination en profondeur accrue en mode multiphoton (2P) par =
ORI R R e ) Femoral artery Apoptosis Chondrocyte in
+ film PAH- Rhodamine (live/dead) aliginate bead

Depth : 1600 pm



Green Channel: Beads (0.22 ym) Red Channel: mTHP

5
o= »

jju .

C(PDT)

30

after PS
injection

mn

0-15 mn:
from vessel to tumour
(co-localisation)

>20 mn:
major location in tumor

>1h:
complete location in tissue

Correlation between in vivo pharmacokinetics, intratumoral distribution and photodynamic efficiency of liposomal mTHPC. Henri-Pierre Lassalle et al,. Journal of

Controlled Release, 134(2):118-24, 2008.




D.l. Microscopie a excitation Multiphotonique : bilan

Inconvénients = _Avantages
* Résolutions xyz inférieures (x2) 1P/ ;Q»*‘ADSOFD’CIOH confinée au volume focal
(1,e4c, fluorophore...) " - pas de déflouage
- pas de photodégradation
* Temps de mise en oeuvre (mn) / plans adjacents
* Photodégadation (x2,5) / plan focal * Diaphragmes confocaux ouverts
- efficacite de collection maximale
* Effets thermiques IR - - quantification

(eau, [fluorophore]...) A

* Mode NDD (Non Descanne)

* Colt d’ acquisition et de maintenance ’
- Barrette de diode (laser de pompe) ™ Proche IR

- Classe IV - pénétration / tissus
- cellules vivantes (UV)
* Stabilité puissance (lasers de pompe) - échantillons épais et/ou opaques
* Recul nécessaire * Modes de résolqtipn de la fluorescence
- effets cellulaires (DNA/3P) - faisceau polarise

- caractéristiques spectrales - mode impulsionnel (FLIM-CARS)



DIIELIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy

log I/1

Dt (ns)

Dependant Concentration

Area :
Fluorescence Intensity

SPECTRAL IMAGING POLARIZATION
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MCEF-7 Incubation: 12h

Tumor

DILELIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy . Application

PS / Beads
2000 ps /4000 ps
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1000057~

1000
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~—— Monomer / Excimer

Intensity. -~ Lifetime 800 ps /1700 ps




Vascularization and Distribution of PS (depth:
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- Blue : 2000 — 2800 ps
- Red : 2800 — 3300 ps
- Green : 3300 — 6000 ps

Intensité relative de Fluorescence
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fluorescence decay :
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SHG Fluo : T 2PE -

PMT (Lumiere transmise
Filtre BP 400 = 25 nm
(=800/2)

Filtre LP 700 nm (IR)

Photomultiplicateur

Filtre Passe-bande
/ (Selection de A/2)

Filtre Passe-bas
Rejet de A,

Lentille (NA > 0,9)

Faisceau d’
Excitation (A

Faisceau
d’ excitation (A;)




II. Microscopie a excitation Multiphotonique SHG

SHG

Ad =05 Ai
®d = 2 ®i

Diffusion non linéaire

SHG

Aspg = 0,57 A

time

- Génération quasi instantanée (quelques fs)

—> Signal cohérent
- Pas de fluorophore exogene

- diminution effets cytotoxiques et phototoxiques
- Pas de photoblanchiment (+ Fluorescence)

- Pas d’ absorption

- Pas de perte d’ énergie (diffusion élastique)

- Principal composant tissulaire générateur de SHG.

Fluo 2PE

)‘“ﬂuo

microﬁbrite/,. S

fibrille

N
%1 Tropocollagen
fibre faisceau

Figure 4 : Structure du tendon (D aprés Nordin et coll., 2001).

= collagene




D.III. Microscopie a excitation Multiphotonique SHG

SHG ex800/em400 nm

SHG
SECONDE HARMONIQUE DU COLLAGENE

SHG 2PE  suite & une illumination IR & 800 nm (Ai)
et sans marquage préalable, le signal SHG
a 400 nm (Ai/2) est collecté et refléte
tres spécifiquement la présence de

protéines collagéniques.

/2 A
Cartilage Articulaire

Tendon Lapin

i

R —
Lumiére DIC
Transmise
Chondrocyte Chondrocyte Chondrocyte
Autofluorescence Zone sans charge Zone de portance

Statique Comprimé

50 pm

Inter-costal (sternum)
g

SHG Collagénes SHG Collagéne VI
Extra Cellulaire Péri cellulaire

Carotide

- New system for non-invasive exploration of synthesized collagen network inside mesenchymal
stem cell functionalized biomaterials dedicated to clinical implantation in cartilage lesion. D.
Dumas, Osteoarthritis and Cartilage, Volume 20, S129-S130, 2012.

- Collagenous extracellular matrix of cartilage submitted to mechanical forces studied by second
harmonic generation microscopy. Elisabeth Werkmeister, Photochemistry and Photobiology.

86(2):302-10, 2009.




.III. Microscopie a excitation Multiphotonique SHG

C (10 mois)
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.III. Microscopie SHG : Spécificité du signal SHG / action de la collagénase

t: 1140s t:1900s

Moyenne du signal SHG sur la ROI1
Artere Fémorale de rat
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D.III- Microscopie SHG : cartilage articulaire et pathologies dégénératives

outil de validation en ingénierie tissulaire (propriétes bio- et mécaniques)
Stress méchanique (choc) ou chimique (IL-18, hypoxie, MMP...) dans l'arthrose articulaire
—> caractérisation des organisations 3D et composition matricielle (collagéne, PAG..)

ASM versus Correlation

3
S

n StatiC # Hypoxia - Compressed
251 W Hypoxia - Static
' A Normoxia - Compressed
O Average - Hypoxia - Compressed
24 O Average - Hypoxia - Static
A Average - Normoxia - Compressed
X Average - Normoxia - Static
z - 1,51 % Normoxia - Static
) X g P
Static Compression 3
n ] .
5 X u o Compression
g X
< . r - 04 : .
-2 15 -1 x-0,5 05 1 1,5
X
-0,5 4
' AN
“oee ’0 .A .
-1
1MPa ; 1Hz; Intermittent Sinusoidal Correlation

Y% h activité; 72 h arrét; Manip 7 h au total

Conclusion : indicateur de reconstruction / désorganisation des matrices tissulaires

Werkmeister E, de Isla N, Marchal L, Stoltz JF, Dumas D }2007) Interest os Second Harmonic Generation imaging for diagnosis in thick and opaque
tissue. 5th International Symposium "Mechanobiology of cartilage and chondrocyte" 11-12 May 2007 Athens - Greece.



) B
Paramétres de textures : Haralick et al; 1973) e )

= Matrice de co-ocurrence : Moment de la Différence Inverse (IDM), Second Moment Angulaire ,
Corrélation(ASM), Entropie...

ok B
i
N
5 SN H¥ e, T
KB P WY

Cartilage articulaire Languette Sternale

» Genou de rat témoin
3 types d’échantillon :- ‘> Genou de rat traité avec IL1
> Genou de rat traité au PPI 0,1

sur le cartilage articulaire sur la languette sternale
Cartillage articulaire (T-) Languette sternale (T-)
0,003 - # Cartillage articulaire (PP10,1) 0,003 @A AA e Languette sternale (PPI 0,1)
g A Cartillage articulaire (IL1) c Alanguette sternale (IL1)
T 0002 1A O 0002 & AA AA
? ©
S ©
© 0,001 A AA — 0,001 - A * L X A
pL oA 7 2N 5 . s
* % O
O T T T 0 T T T
0 0,03 0,06 0,09 0 0,03 0,06 0,09
ASM ASM

D Dumas - Y DROMARD - Univ. de Rouen - PTIBC Ibisa Nancy



e III.Micro- TCSPC- SHG imaging: time decay in matrix

Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy

Biexponential adjustment of Decay.curves SHG + Autofluorescence
o Fluorescence Signal * Fluorescence
Signal
Alexa 488
L Percollar Netrx wihout SHG ’ Fluorescence
00 MEe Signal

3 " -y
z £ '
i 2

Time (ns) ¥ 4 F

Mean Fluorescence lifetime (t,,)
Color coded image

Fluorescence Decay Curves



Réseau de Collagene en scaffold M‘D non-invasive

CSM :
Expansion Implantation
In vivo

Scaffold Scaffold + CSM Animal
\ l MACROSCOPIE
IMAGERIE DE PHASE IMAGERIE SHG

(différenciation) Pas d’agent de contraste (collagene)

1.Evaluation Qualitative de la différenciation cellulaire
2. Evaluation Qualitative des réseaux de collagene
3. Evaluation Quantitative : prolifération cellulaire / synthese
4. Observation Multi-échelle (de la cellule a I’implant, implant a 1’animal)

Images: A.Pinzano



De la Micro vers la Macro MULTIPHOTON-SHG

petit animal
4

oooooooooo

Coupes histologiques Agent de contraste
et/ou fluo

Microscopie _
Dénaturation du matériel biologique : Macroscopie
- physique (coupes)
- chimique (marquage)

Cartographie * Grande dimension du champs observé : 5 mm (5x) - 112mm (x0.32)
non-intrusive  * Grande Distance de Travail (WD) : 19 mm (5x) — 297 mm (0.32x)




Imagerie multi-echelle FdelafMiCreSEopIE a la Macroscopie

Macroscopie

Cartographie
non-intrusive

* Grande dimension du champs observé : 5 mm (5x) - 112mm (x0.32)

* Grande Distance de Travail (WD) : 19 mm (5x) — 297 mm (0.32x)
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500 ym

J.GARRIER - CRAN - UMR 7039 CNRS UL
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o a2y Time
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CAV Nancy -PTIBC — IGBMC. Dumas D



V. Decot.



4. Imagerie Multi-echelle : |

16 differents samples
: N /(

x50

- Bio-construction : sélection de supports de culture optimisé (marquage fluorescent)
» Validation de process qualité (sans agent de contraste)



PTIBC IBISA s BIQRNKE + 3 hagfainuitipgeton et Calibration

LSI: Numercal Apertur

| .
- * AT
A%
B/ZeSanee

‘min i ‘w \T;I~
-

o
I

Numerical Apertur
o
w

Confinement E/impulsion

XY resolution : d =0.5 x lambda / NA
Z resolution: 't =lambda / (NA)?

Field of View [mm)]
edge leng

= : B v
o\ ) 21,23 10,61 4,25
: 1512 7,56 3,02
12,10 6,05 2,42
9,68 4,84 1,94
7,56 3,78 (3
6,05 3,02 1,21
4,84 2,42 0,97
378 1,89 0,76
3,36 1,68 0,67

IR-Filter switchable

Brevet WO 2012160312 A3 (UL/CNTRS): Improved biomedical imaging with multiphoton excitation Improved biomedical imaging with multiphoton excitation.
(D.Dumas, S. Hupont).



Imagerie « lame entiere »

Mosaique - 10%
1,5 cm?

2,1 cm Macroconfocal MacroMP-SHG

A.BIANCHI - IMOPA - UMR 7635 CNRS UL / M.LEGROS - M1ISSM IBH - PTIBC Ibisa Nancy




1000 pm

T.BAUDEQUIN / C. LAURENT/R.RAHOUADJ] LEMTA/ PTIBC / IMOPA




SP5 Macromultiphoton : multi-modalités TPE E _","S,HG

o
Tumeur dans une fenétre intravita

/

Tumor vascular responses to antivascular and antiangiogenic strategies: looking for suitable models. Jihane Mriouah,. Trends in Biotechnology, 30(12), 649



SP5 Macromultiphoton : multi-modalites TPE — AF - SHG

Tendon de rat (contrai

Controle Tendinite

A

4.5 mm

D.DUMAS / R.LABAT MARCOS Q"’PTIBC-Ibisa FR3209 / IMOPA / ICB1 U Sao Paulo,
Brasil

i
Vaisseau de Rat : Alimentation / épaississenﬂe\?\t de la paroi

H.LOUIS / P. LACOLLEY - U961 INSERM




SP5 Macromultiphoton :

4 mm Y, Al
; RS TN
-~ —-——
ﬁ;\ Peau de rat ="~
;’:T/ ? {t‘ ) ==
) ~gEE">
= e
P >
488 nm <

Ciqatrice

Tissu fibreux

800 nm 800 nm 800 nm
et o : LQ;’__J : | Matrice
e S : :

R.LABAT MARCOS - IMOPA UMR 7635 CNRS UL / ICB1 U Sao Paulo, Brasil




Tumeur entiére (cancer du sein) : dimension 3,5 cm
Reconstruction du Collagéne et de I'élastine sans marqueur.

C. BOR / D. DUMAS (ICL -FR3209-UL) Caoll.



Contraste SHG :

Modification de
La surface

. Implantation
Artere ’ Luminale

Ombilicale

Humaine

Artere Ombilicale Humaine
avant implantation

Observation
Apres 6 mois

Artere ombilicale humaine 6
mois‘apreés implantation

(lapin)

100 um



OA osteoblasts, n=4 OA osteoblasts, n=10

Dexamethasone

Raman spectroscopy on MC3T3

Lot : “_':'-A' ;“ : iy ""'.,
P bt | &
W
| .
0
800
cm-1

CARS
Cellules Vivantes

Intensity (AU)

600

1000 1200 1400

Nanograins de phosphate
(M. DOSSOT)

M. ROUSSEAU et coll. Nacre extract restores the mineralization capacity of subchondral osteoarthritis osteoblasts JS.B 2015, accepté (IMOPA-FR3209 CNRS-UL)



1.Routine et R&D

“APPLICATIONS AVANCEES

Multi-modalites . Nouveaux outils de détection
fgﬁ'an'ri'croscopie multi-photonique. F-techniques

IMAGERIE STANDARD
Modalité simple : Imagerie Confocale

2006

Imagerie
Imagerie

confocale
65%

55%

FRET/FRAP
15%

Spectrale
35%

2010

multi-photonique

2011-2013 ?

MacroMP
MacroFLIM
MacroSHG

Macroscopie
) 40%

Spectral : Fluorescence Spectral microscopy SHG : Second Harmonic Generation
FRET : Forster Resonance Energy Transfert FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (OSEO)
FRAP : Fluorescence Recovery after Photobleaching FCS : Fluorescence Correlation Spectroscopy



D.1II. Imagerie vibrationnelle Raman-CARS

Raman scattering is the interaction of photons and
intrinsic molecular bonds

C.V. Raman

Molecular vibration in sample
- 1930 Nobel Prize

E, =ho,
E. =ho,
E.=ho,
Incident light Scattered light
Excited state
> 23T @
Virtual state .
A ®,
(Di COS (Di (Das mas‘
Vi Wavelength
Ground state . ' V"

Vo N
Stokes anti-Stokes Boltzmann distribution



D.Ill. Imagerie vibrationnelle Raman-CARS

Raman spectra of cells provide a wealth

of biological information

Single live human T cell

3000

2500

Intensity (au)

2000

T T T T T T
600 800 1000 1200 1400 1600

Raman shift (cm'])

k = 1/4 (cm) Wavenumber units

Raman shift = (1/2;,ciqens) = (1/Ascattered)

Raman frequency in wavenumber

wiits (cm” ) Assignment®
ali jp: C-C twist

6440 P C-5 s, C-C twist Tyr
666 G. T, Tyr, G bk in RNA
678 G (C-2"-endo-anii)
725 A

746 T

785 U. T, C. bk: O-PO
831 O-P-0 asym. sir., Tyr
852 Tyr. ring breath.

893 bk, pr C-C skeletal
1003 Phe, C-C skeletal
1031 Phe, p: C-N sir.

1053 C-0 sir., p: C-N sir.
1093 O-P-O sym. sur, pr C-N
1126 p: C-N st

L156 pr C-C, C-N su,

1175 Tyr, Phe. p: C-H bend
1208 AT, p amide I11
1257 A, T, pr amide II1
1263 T.A. pt C-H bend
1302 P amide III

1318 G, p: C-H def.

1337 A, G, p: C-H def.
1373 T A G

1421 A G

1447 p: C-Hs def.

1485 G A

1510 A

1575 G A

1603 Phe, Tyr. p: C=C
1615 Tyr, Tep, p: C=C
1655-1680 pramide I T, G, C




I. Imagerie vibrationnelle Raman-CARS

Interaction lumiére - Microscopy CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Scattering)
= Microscopie Vibrationnelle
- Processus non linéaire du 3éme ordre : Modes of CH, vibrations

A

PUMP
STOKES
PROBE
CARS

— <,
— o "

Vibrational energy 2
w G} which leads to an image Symmetrical stretching Antisymmetrical stretching Scissoring

LI

nergy

Faisceau de pompe (fréquence mp)
Faisceau Stockes (fréquence ®»S)
parfait alignement des faisceaux

K A

§

Rocking Wagging Twisting

—_—

Différence de fréquence entre op et ®S

= fréquence énergie vibrationnelle d’'une liaison chimique particuliere
contraste vibrationnel

— signal Anti-Stockes :  ®AS =2 op — ©S

" image



D.IIl. Imagerie vibrationnelle Raman-CARS

Imagerie Moléculaire Vibrationnelle 4> 2PE o

e ————r
A A2
CszC C=0
- C=N
N-H O-H CaN C=C

4000 3200 2800 2300 2100 1800 1500 900

X-H
(kaison H-hétéroatome)

| , | | L | |
4000 3000 2380 cm 2000 140-1380 cm 1000
CO, l l [nupl o

Imagerie sans agent de contraste

’ C-H ‘ Triples Doubles Simples

Non intrusive

Balayage / signatures vibrationnelles
Imagerie CARS/ famille de molécules

TCS CARS - Vibrational Modes - Wave numbers

‘Wave number . R
P Vibration Compound
[cm™]
1205 C6H5-C vibration alkyl benzenes
1200 ring vibration para-disubstituted benzenes
1251 in-plane CH cis-dialkyl ethylenes
1295 CH2 in-phase twist n-alkanes
1290 in-plane CH deformation trans-dialkyl ethylenes
1330 CH deformation isopropyl group
1368 CH3 ic n-alkanes
1370 ring stretch
1385 ring stretch
1465 CH3 deformation n-alkanes
1446 CH3, CH2 deformations n-alkanes
1550 ring stretches (doublet) benzenes derivatives
1590 NH2 scissors primary amines
1649 ic C=0 stretch carboxylic acids (cyclic dimer)
1700 C=0 stretch aliphatic ketones
1720 C=0 stretch aliphatic aldehydes
2100 C=C stretch alkyl acetylenes
2231 C=C stretch dialky!
2232 C=N stretch aliphatic nitriles
2560 SH stretch thiols
2849 ic CH2 stretch n-alkanes
2883 symmetric CH3 stretch n-alkanes
2912 anti-symmetric CH2 stretch n-alkanes
2965 anti-symmetric CH3 stretch n-alkanes
3000 aromatic CH stretch benzene derivatives
3330 i ic NH2 stretch primary amines




D.IIl. Imagerie vibrationnelle Raman-CARS

EXEMPLE D'UN SPECTRE INFRAROUGE

Absorbance Units

T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Les modes RAMAN

Raman ordinaire (10-3M)

* Caractérisation moléculaire
* Structure des macromolécules
* Caractérisation fonctionnelle
* Domaine A : UV a proche IR. Choix guidé par les processus de fluorescence.  Sur systemes cellulaires : 785 nm,
830 nm
Raman de résonance (10-5M)
* Sélectivité moléculaire
* Haute sensibilité : vibrations des chromophores (Intensité 10°)
* Caractérisation fonctionnelle

* Domaine A : UV - visible. Choix guidé par le/les domaines d’ absorption du/des chromophores.  Possibilités
d’ excitation 4 multi A

Raman SERS (diffusion Raman exaltée 10-12M)
® Haute sensibilité
* Sélectivité moléculaire (SERS résonnant)
* Sélectivité spatiale

* Domaine A : Visible a proche IR. Choix guidé par la nature des substrats SERS

ensure tr

ity at the site of interest. Analysis of the complex
ential to the understanding of the dissolution

eir bioavail

oral dosage forms is
behaviour. Using labels for imaging is not possible because it distorts the
nimaging prov
fast analysis of just a few seco r image of oral dosage forms with

spatial resolution (200nm). It can also measure static distributions of APls

and their crystalline form,and even show physio-chemical alteration during
This image shows an extrudate consisting of PEG, Dynasin and
e anhydrate.

Food technology

hnology is increasingly molecular, with the size, crystalinity and

structure all contributing to the taste perception of food products.
Therefore, development of new products requires extensive

ch ysis of the
digestion of foods i 2w functional foods
and additives. Labelling is not possible as many structured substances
would not allow for a homogeneous la ng, and labels would distort the
structure. Coherent Raman imagi provide high resolution imaging

s the distribution of lipid droplets

acterizationa

ical specificity.
in mayonn

e image sho
e, demonstrating a wide size distribution of the

with che
nwater
ipids.

Tissue regeneration
Artificial tissue r
structures can
depth 3D analysis of the matrix materials and grown tissue is esser
further resea bherent Raman provid is 3D

analysis without labeling, or the jestructive preparation of the
tissue. The image shows cartilage growth (brown) in a synthetic collagen

has shown that ski

search

ch and develop

matrix (blue)

Chemistry
Conversion o
spatially-resolved analys involved in the
complex process. Labellin, bits the natura
movement of the material involved. Coherent Raman imaging provides

S y 3D analysis with chemica cificity. This reveals the position and
composition ¢ products involved. The image shows analysis of wood
fibre, an important possible substitute for oil as a base ingredient in many
applications.

raw materials to biofuels typically starts with a precise
of all the intermediate prod

not an option since this inh

Medicine
Identification of malignant tissue, delineation of melanoma borders and
characterization of bioavailability of drugs or skincare products requires a
|-free imaging 3 in high
resolution 3D. Coherent Raman imaging provides high-speed label-free
imaging over a limited depth range, revealing structure and function

t the need for altering or sectioning the ti . The image shows a
cancer lesion with DAPI staining (blue), fluorescent labeling (green) and
CARS (red). The CARS demonstrates the changes in the lipid distribution
between the malignant and healthy tissue

1ology capable of tissue sectior




D.Il. Imagerie vibrationnelle Raman-CARS

Lipides

A B

‘.l..‘ .,
-

-
I
-

CARS-based mutimadal NLO imaging of id-ich structures. A CARS mage of adiferentiating 3T3-L1 cell. B: Overtaid GARS and SFG image of a fpid-ich tumor cel (red) on collagen fibris (blue). C: CARS image of two ipid-ich foam cells. D: CARS image oflipid-rich intestinal cell of

CA7BLIGJ mouse afte feeding. E: Overlaid CARS and SFG image of myeln sheaths (red) and astroglial processes (blue). Image is a courtesy of Terry B. Huff. F: Overlaid CARS and TPEF image of neutral pid droplets (red) and autofiuorescent iid species (blue) in iving C. elegans. Scale
bars: & ym. Images adapted from references (48, 59, 90, %8).



All. Imagerie vibrationnelle Raman-CARS

Adipocytes - Lipides
8

] ! ! ] e -
’ | fai-5%at-6
k;"\ 4 1 2
= \ - 08 [ 2
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Semndhaast—— - PO G bl ot - Po—— va ol 0 -
1000 1500 3000 1207 1% 1400 1900 1009 1709 660 i R
Raman shift (cm') Raman shift (cr') . RS o

CARS imaging and quantiative analysis of pid expression and composition. A CARS images of subcutaneous adipocytes (upper left panel) and sebaceous glands (upper right panel) in the ear of a fiving Balblc mouse. The cross-hairs mark the locations for spontaneous Raman spectra
acquistion. The bottom graph presents overlaid Raman spectra of subcutaneous adipocytes (black) and sebaceous lands (red). B: Overlaid CARS and TPEF images of neutral liids (red) and autofluorescent fpids (blue) in a wild-type (upper left panel) and a fat-5fat-6 double mutant (upper
right panel) C. elegans. The fat-6/at-6 double mutant has genetic deletions of palmitoyl-CoA desaturase fat-5 and stearoyl-CoA desaturases fat-6. Lower left panel: Overlaid Raman spectra of neutral lipids in wild-type (ed) and fa-5/at-6 double mutant (blue) C. elegans. Lower right panel
Quantiative comparison of the expression level of neural (blue) and autofluorescent (red) fpids and the lipid-chain unsaturation (purple) between wild-type (black) and fat-5/at-6 double mutant C. elegans. The quanitative values are normalized to one for wild-ype and comparatively for fa-6fat-6

double mutant C. elegans. The lipid-chain unsaturation is measured by the (166011445 ratio in Raman spectra. Scale bars: 25 ym. Images adapted from references (47, 46)



D.IIl. Imagerie vibrationnelle Raman-CARS

HCX PL APO CS 10.0x0.40 DRY

Dermatologie - cosmétologie

Transdermal drug pathway at 1594cm1:
Diffusion of trans-retinol through skin

Hand cream Body lotion

Future applications : CARS in-vivo imaging

2845 cm-! vibration C-H lipid Stratum

corneum

o+ '::- .' '*E X ¥ il Y e
Courtesy of Prof. Sunney Xie,
“"Department of Chemistry and Chemical Biology”
Harvard University, Cambridge, USA

Adipocytes of the dermis Adipocytes of subcutaneous layer

Evans et. al., PNAS, V102 16807 (2005)
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Ingénierie Moléculaire & Physiopathologie Articulaire
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Merci pour votre attention !

Prochains Modules de Formation en imagerie confocale et Macroscopie :
Inscrivez vous !!

Session de 10 al12h

- Stages M2 et bourse de I'école doctorale PTIBC (Imagerie Vibrationnelle).
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