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A. Le contexte  photophysique  : la lumière 
I. Le rayonnement électromagnétique/ multimodalités de la lumière
II. Les aberrations optiques (réfraction et diffraction)
III. Instrumentation (détecteurs et capteurs)

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

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

D. Microscopie Multiphotonique et dérivées
II. Microsciopie à excitation muliphotonique 
II. FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
III. SHG: Second Harmonic Generation
IV.  Méthodes Vibrationnelles (Raman-CARS)

D. Développements 
Macroscopie en mode multiphoton

Les méthodes en imagerie de contraste  



Doppler - IRM Microscopie Electronique Histochimie

FLIMCONFOCAL SHG + Fluo

Macroscopie

Image de phase

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



Méthodes Multimodales d’imagerie Médicales et Biomédicales

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

Agents de contraste :





Les méthodes d’investigation : dimension objet 

Résolution / Dimension / Spécificité / Sensibilité
Echelle cellulaire : Interaction moléculaire -  liaison moléculaire



Nature et dualité de la lumière…interaction lumière / matière 

La lumière est une 
onde électromagnétique

Vitesse de propagation :
 c = 3. 108 m.s-1

Longueur d’onde
(couleur)

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



MP 800nm  CARS 3200 cm-1

Cage
NOGAD
ACY5

MICROSCOPIES NON-LINEAIRES – IMAGERIE DE CONTRASTE

Les méthodes pour sonder la matière  : processus photophysiques



Spectral : Fluorescence Spectral microscopy
FRET : Förster Resonance Energy Transfer
FRAP : Fluorescence Recovery after Photobleaching
FCS : Fluorescence Correlation Spectroscopy 

FLIM
Spectrale

Multi-modalités : Nouveaux outils de détection
en microscopie multi-photonique. F-techniques

Imagerie
confocale

Phase

SHG 
Imagerie

multi-photonique

Macroscopie

IMAGERIE STANDARD APPLICATIONS AVANCEES
Modalité simple : Imagerie Confocale

SHG : Second Harmonic Generation
FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (OSEO) 
CARS : Coherent Anti-Raman Stockes
SPIM : Selective Plane illumination Microcopy

2006 2010 2011-2013

FRET/FRAP
MacroMP

MacroFLIM
MacroSHG

CARS
Raman

2015

SPIM
PALM

STORM
STED

2023

Les modalités en imagerie de contraste   



Problèmes :

• Bruit de fond
• Fading

usure du fluorophore
• Phototoxicité 

espèces réactives de l’oxygène
 

Avantages :

• Faiblement invasif
• Spécificité de la détection
• Multi marquage  

Imagerie de fluorescence.



Question biologique et son périmètre ? 

Structures
(mesures…)

Localisations
Numérations

Dynamique
Activité enz

Niveaux d’investigations…la microscopie pour « voir » quoi ?



TMA-DPH  (membrane)

Styrylpyridinium (membrane)

Rhodamine 123 : 
(mitochondries)

DiOC6 : 
(réticulum)

C.Chapotot-S.Muller-ML.Viriot-C.Carré

Synthèse d ’un rotor moléculaire (type coumarine glucidique-O-acétylée) (ENSIC, Nancy)

Localisation 2D 
Localisation du rotor dans le réticulum endoplasmique

CN

CONHGluAc
CH = C 

N OO
Et

Et

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



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

Aequoria victoria

Jelly Fish GF Protein

FASEB J. 2003 May;17(8):829-3. L Grossin , D. Dumas.

Expression de vecteur GFP cytoplasmique
Chondrocyte de rat 

J0

J30



Chromophores / Fluorophores en biologie/encombrement stérique (taille)

• Organique (chimie carbonée)

• Inorganic : Qdots (semi-conducteur)

• Synthétique (révélateur-histologie)

• Naturel (intrinséque)

Qdots (semi conductor)



v Endoplasmic Reticulum RER 

v(DiOC6, ER-Tracker ®)
v Golgia (NBDC6-Ceramids, Bodipy ®)

vMitochondria (Mitotracker ®, RH123, 
JC-1)

v Lysosomes  
(Lysotracker ®, Orange Acridine)

v Nucleus, DNA                            
(Hoechst 33342, Orange Acridine)

v Immunology      
(peptide,proteine, oligonucleotide, )

Détection :  Spécificité sonde / structure



Détection :  Sources/ Spécificité sonde / structure



Short transit time spread in HyDTime of flight dispersion in PMT’s

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

Instrumentation : détecteur PMT-Hyb  / APD – CCD …  

Standard PMT

SP-FLIM PMT

HyD

PE-APD

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

Sensibilité/gamme spectrale
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La fluorescence comme moyen de détection : fluorophore (contraste)

S1

S2

S0

Diagramme  de Jablonski

Émission Eex > Eem
lex < lem

10-9s
Eem

10-12s

Excitation Eex

<10-12s



k = 1 / t

lo
g 

I 0
/I

Dt (ns)

Iint

environment

with   k = kr + knr

intrinsic

Area :
Fluorescence Intensity 

Dependant  Concentration
Environment : , FRET…
Independant  Concentration

fluorescence lifetime

Désactivation de l’état  singulet S1 : sensible à l’environnement

SPECTRAL IMAGING
POLARIZATION

LIFETIME IMAGING



Absorption

Ia
Fluorescence

kf  [S1]

Internal 
Conversions

kic [S1]

Inhibition

kq  [S1] [Q] 

Excimère (états excités 
dimère) ou Formation

d’Exciplexe 

ka  [S1] [M] 

Réactivité Photochimique

 kreaction [S1] [A, B…] 
Formation Triplet

Passage Intersystéme

kisc [S1] 
Transfert d’Energie

ket [S1]
…

Etats Singulets S1
[S1] = Ia/ Ski
t = 1/Ski

Etat Fondamental S0

Compétition pour le processus de désactivation de l’état singulet : la boîte noire 



S0

Energie

S1

T1Abs.

Fluorescence, kf

Phosphorescence, kph

Etats Singulet et Triplet 

Temps

Signal

Relaxation
Exp [-t/t]

IF = I t=0 e-t/t

IF
 :   décroissance selon un processus monomoléculaire 

I t=0 intensité initiale à un temps zéro
KF : constante de vitesse d’émission de fluorescence

IF  =  I t=0 e -K
f
ttnat = 1 / kF

tnat : temps nécessaire à IF pour atteindre 
1/e de sa valeur initiale I t=0 en absence 
de tout processus de désactivation autre 
que la fluorescence. 

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



Temps

Signal

Relaxation
Exp [-t/t]

IF = I t=0 e-t/t

IF
 :   décroissance selon un processus monomoléculaire 

I t=0 intensité initiale à un temps zéro
KF : constante de vitesse d’émission de fluorescence

IF  =  I t=0 e -K
f
t

Histogramme des retards des photons : uniques comptés.
L’histogramme de ces retards correspond au déclin de fluorescence

FLIM : durée de vie des états excités  TCSPC

- approche quantitative / fluorescence stationnaire
- discrimination / bruit de fond
- imagerie de concentration (ions, protéines…)
- segmentation (contraste ) / multimarquages
- variations environnementales



Δt

Δt

III.Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy : TCSPC

Temps (ns)

Lifetime (ns)



Δt

Δt

III.Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy : TCSPC

Lifetime (ns)



Réponse instrumentale

Intensité Temps de déclin

III.FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy



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

PEG-BODIPY

Durée de vie naturelle dépendante du Microenvironnement 

tnat = 1 / kF 

Indépendante :
- de la concentration en fluorophore
- De la puissance d’illumination de la source
Dépendante : 
de l’environnement:

- Température
-  viscosité  



Francis et Jean-Baptiste Perrin

La découverte …
Amplitude/intensité/Polarisation de fluorescence

mesure la corrélation angulaire entre
l’axe de polarisation des photons émis / photons incidents

I pol      quand les molécules sont séparées (50 à 80 Å )

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

…à l’origine de la découverte du FRET

P

Excitation

Emission

Echantillon

I//

I^

P

< r > = (I// - I^) /(I// + 2 I^)
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r = 1

r0
1+ τ R T

V η
# 
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% 
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if  t, V and T are constant, 
< r >  is related to the local viscosity (h)

Biophotonics International, septembre 2004

2PE         1PE

La fluorescence comme moyen de détection…et de quantification relative



If; lf  ; t ;  Ff; <r>

Ff rendement quantique de fluorescence
 nombre de photons émis / nombre de photons absorbés
 Ff = If / Ia    ;  valeur absolue      
    

  SFi = 1 (excepté pour les réactions radicalaires)  

If  Intensité de fluorescence ; dépendant de l ’appareil
 If = Ff Ia  

lf longueur d ’onde d ’émission (lf max : au maximum)
      
t  temps de vie de l ’état excité ; t = 1/Ski

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

Caractéristiques de la fluorescence comme détection 



- Biologie
- Electronique
- Optique
- Informatique

Instrumentation  



Excitation 
Filter 

Emission 
Filter

Dichroïc 
Mirror

CCD

PMT

Objectiv
e

Piezo-electric 
system

PROVIS AX70 (OLYMPUS)

Microscopie Conventionelle à épifluorescence



Miroir
Dichroïque

Filtre
  Excitation Lampe

Filtre 
Emission

Objectif

Objet

Filtre 
Excitation

Filtre 
Emission

Microscopie Conventionnelle à Epifluorescence …optique



Microscopie Conventionnelle à Epifluorescence …optique



Nanoparticules (HA) à la surface d ’une monocouche de  chondrocytes (cellules du cartilage)

20 µm

3D

2D

20 µm

4 µm

x100
Internalisation

x20 
Adhèsion

Intérêt de la 3D

XZ

Y
Z

2D



Piles d’images 2D

Echantillon

Nano-déplacement
(objectif / platine)

Objectif

Microscopie à sectionnement optique..coupes sériées virtuelles



œil

Rétine

A

B
A1

B1

A2

B2

Grossissement = grossissement de l’objectif
x grossissement de l’oculaire (10-20x)

Objectif Oculaire

agrandissement jusqu’à 2000x !

Agrandir plus : le microscope pour agrandir

L1L2



Résolution !

Grossissement identique !

Agrandir ne suffit pas !



Phénomène de réfraction
 de la lumière dans l’eau

Réfraction de la lumière

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

Microscopie à Epifluorescence …limitations



Objectif

n=1.52

n = 1.52

n = 1.52

Spécimen

Couvre-
objet

Huile

n=1.33

n = 1.0

n = 1.5

Water

Air

Indice Réfraction (n)

Microscopie à Epifluorescence …limitations



Section optique

Résolution latérale et axiale / Section Optique/ Plans adjacents / Diffraction 



Flou généré par les plans adjacents

Microscopie optique : 

 Une image contient des informations provenant des 
plans inférieurs et supérieurs au plan de focalisation.
 Il a été déterminé que seule 1% à 2% de l'information 
provient effectivement du plan de focalisation. 

Plan  de focalisation
(1-2%)

Plans adjacents

Spécimen

Tache d’Airy 

déflouer

supprimer l'information hors plan de focalisation
         

Microscopie à Epifluorescence …limitations

Lentille frontale 
de l’objectif



Diffraction de la lumière : interférence en optique

lentilleSource 
ponctuelle

Abbe (1873)

X100 / NA 1.65

Tâche d’Airy

Cliché de diffraction d’ordre multiple : Airy 



La résolution latérale dans le plan focal et l’ON de l’objectif

dxy= 0,61l/ON   avec ON = (n)sin(u)



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

4Pi : Manheim 2008: 10 nm

Microtubules in mouse fibroblast cells in the x-z plane

STED : Bordeaux 2008 : 25nm



A. Le contexte  photophysique  : la lumière 
I. Le rayonnement électromagnétique/ multimodalités de la lumière
II. Les aberrations optiques (réfraction et diffraction)
III. Instrumentation (détecteurs et capteurs)

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

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

D. Microscopie Multiphotonique et dérivées
II. Microsciopie à excitation muliphotonique 
II. FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
III. SHG: Second Harmonic Generation
IV.  Méthodes Vibrationnelles (Raman-CARS)

D. Développements 
Macroscopie en mode multiphoton

Les méthodes en imagerie de contraste  



• Microscopes de fluorescence – Méthode de déconvolution 
(Wide field fluorescence microscopes)

Capteurs CCD à haute résolution et sensibilité
Déconvolution possible pour éliminer les signaux hors plan focal
Fondamentale, video-microscopie rapide ! En temps réel !
Psuedo-Quantification 

• Microscopes confocaux à balayage laser 
(Confocal laser scanning microscopes)

Détecteurs : photomultiplicateurs
Diaphragme (pinhole) confocal pour sélectionner la fluorescence émise dans 
le plan focal, colocalisation, 3D 
Quantification relative 

• Microscopes à 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

Les microscopies optiques dites « à déflouage »



I. Microscopie Conventionelle à Déconvolution

-z 0

+z

+z

-z
0

Lamp
Excitation Filter

Dichroïc Mirror

Emission Filter

Objective

Series of optical sections

Position z

PSF. Bead (0.17 µm). Step : 0.25 µm

Mathematical reversion

OTF/PSF

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

g = h f + n

Out-off
focus plane

Out-off
focus plane

Focus plane

Function of convolution

Function of deconvolution

Ä



Visualized
Image

g

Real 
Image

PSF

Ä

h f
Y

X

Z

X

g h f n= Ä +

Description

noisetConvolution

g : Blur image observed via microscope
h : PSF (point spread function)
f : Real distribution of the fluorescent probe

I. Conventional Optical Scanning Microscopy: Deblurring



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

g = h      f + n 

Plans
 adjacents +

Plans
 adjacents -

Plan Focal

Fonction  de convolution 

Fonction  de déonvolution

Ä

scène originelle   observations dégradées

Scanning Optical Microscopy

I. Restauration d’Images : déconvolution



Fonction de Transfert Optique
PSF et déflouage

PSF

PSF

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

X100 / NA 1.30

X100 / NA 1.65

I. Restauration d’Images : déconvolution ou pseudo-confocale



EPRTM System
Deconvolution
(iteration : 15))

GFP - MIA Bcl2 - MIA

Vert : GFP
Rouge : Mitochondrie 10 µmUMR 7561.

 M Ouzine.
UMR 7561.
 M Ouzine.

I. Restauration d’Images : déconvolution ou pseudo-confocale

Microtubules



Marvin Minsky
(1957)

Informaticien et Roboticien américain
En 1958, il fonde le Laboratoire 

d’intelligence artificielle au 
Massachusetts Institute of Technology. Il 
est le créateur de l’intelligence artificielle 

et père de la révolution informatique et 
du confocal...

 

II. Le principe de confocalité : le Confocal



laser galvanométre

Optique de
balayage

objectif

focus

pupille

II. Le principe de confocalité : le Confocal

- Peigne
- Matrice : Ligne / Colonne
- Spot discriminateur 
- Temps de résidence (s/pix)  



Échantillon

Pinhole

Photomultiplicateur

Source
Laser

Miroir Dichroïque

Objectif

Scanning

II.Microscope  confocal : le diaphragme pour rejeter la lumière parasite



Section optique

II. Le plan de focalisation et la section optique en mode Confocal



dxy = 0,4.lem/(n sina)
dxz = 1,4.lem/(n sina)2

dxy = 0,61.lem/(n sina)
dxz = 2.lem/(n sina)2

Conventionnelle Confocal

II. Diffraction et résolution en mode confocal

Rx,y = 400 nm    Rx,y = 250 nm



Miroir vibrant

Moteur pas à pas

31

specimenspecimen

Laser gaz

l

Ar/Kr

S0

S1
Diaphragme
(pin-hole)

PMT

II. Microscopie Confocale à balayage Laser



Lumière 
blanche

Transmission : 98 %

Accordabilité :nm

Prisme
AOBS

Lumière
décomposée

FLIM

FLIM

MP

II. Microscopie Confocale à balayage Laser



II. Microscopie Confocale à balayage : type d’illumination Laser

Lasers solides continus conjugués

Lasers Blancs pulsés (470-670nm) :

Ethidium

PE

cis-Parinaric acid

Texas Red

PE-TR Conj.

PI

FITC

600 nm300 nm 500 nm 700 nm400 nm
457350 514 610 632488 Common Laser Lines



SP-Detector: Leica 1997

II. Microscopie Confocale à balayage Laser



AO
BS

Ch 01

Specimen

Ch 02 Ch 03 Ch 04

SP

Ch 05

II. Microscopie Confocale à balayage Laser: séparation spectrale



2 lignes Exc

Radio 
frequences 
1 et 2 

Laser(s)

Détecteur

x, y, z, l,  t

l

II. Microscopie Confocale à balayage Laser: séparation spectrale



FITC

AOBS

Beam splitter

II. Microscopie Confocale à balayage Laser: séparation spectrale

Jaune= perte de fluorescence

Ø + 30%



II. Multimarquage et illumination Laser

Alexa 488
TRITC
Mitotracker 590

Image MultiCouleur (3) Image Spectrale Image MultiSpectrale

λ2 -Mapping

Λ-Mappingλ – scan



II. Microscope Confocal : Multi-voies



Phalloïdine- RhodamineActin 
Anticorps contre T.cruzi - FITC
DNA - Dapi

II. Microscope Confocal : Multi-voies



Coupe xz

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



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

TémoinTGF 0.1 µg/mlTGF 5 µg/ml

II.Microscope  confocal / Multi-applications

Helicobacter Pylori - Coupe de poumon Humain



Filtres et miroirs dichroïques : 
- sépare l’excitation de l’émission
- fixe la bande passante (l)

II. Microscopie Confocale à balayage Laser: séparation spectrale



Accordabilité :nm

I

l

II. Microscopie Confocale à balayage Laser et analyse spectrale



Spectres normalisés d’absorbance et d’émission

500 550 600 650 700
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BP
530

BP
530

BP
530

Longueur d’onde 
(nm)

FITC = isothiocyanate de fluorescéine
PE = Phycoérythrine 
TX Red = Texas Red

II. Microscope Confocal : contamination spectrale / Multimarquage

- Optimiser la fenêtre spectrale / signature 
- Collection du signal (bruit, autofluorescence…)
- Identification dynamique de l’autofluorescence
- Discrimination / multiples marquages
- Caractérisation interactions moléculaires (liée-libre)
- Distance inter-moléculaire (donneur-accepteur)
- Techniques ratiométriques I (FISH, pH, ions, …)

Transfert EnergieAutofluorescence /GFP



IR

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

Monomer Aggregat

Articular chondrocyte

II. Microscope Confocal : mode spectral



II. Microscope Confocal : décovolution spectrale

* Déconvolution spectrale

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

Stack 3D (230 µm)

lex : 820 nm

Muscle cardiaque porc

N.Tran, D.Dumas, JF.Stoltz, JP Villemot
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Ch1 Ch2 Merging

Ch1 Ch2 Merging

II.Microscope  confocal / acquisition séquentielle de la fluorescence

(1)
(1)

(2)
(2)

Track 1

Track 2

PMT 1

PMT 2

Actine (488nm)    Microtubule (543 nm)



HOECHST 33258 Alexa Fluor 488

DIC

Paramecium; Anne Fleury, UPS, Orsay

Lasers 488 et UV Laser 488 puis UV

II.Microscope  confocal / acquisition séquentielle de la fluorescence
A

le
xa

 F
lu

or
 5

94

Simultané Séquentielle



Natalia De Isla

D.Dumas

Chondrocyte / Tête Fémorale
Adhésion cellulaire (CD44)

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

MSC
CELive/dead kit

PAH- Rhodamine
Endothelium monolayer

H. Kerdjoudj, C. Boura, D. Dumas



Microscopie confocale

Axe Z

• Moteur du statif

• Surplatine galvanométrique

Ø Précision du déplacement
Ø Reproductibilité
Ø rapidité

II. Applications au confocal : limitations en micropositionnement

Pas déplacement : 100 nm +/- 10 nm
Echantillonnage optique: 250 nm 
Voxel: 250 nm x 100 nm !!



Plan 2Plan 1

Plan 8
Plan 9

...

Axe Z T=15

Plan 2Plan 1

Plan 8
Plan 9

...

Axe Z
T=30

II. Applications au confocal : 3D + temps … limitations dues au balayage laser

- Fréquence de Balayage / phénomène très fugace (400 Hz) 
- 5ms / ligne de 512 points et 3s / frame (512 x 512)
- Temps de résidence / spot discriminateur (6 µs/pixel) 

De 400 à 4000 Hz 

Photodégradation : extinction du signal de fluorescence 

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



• Encombrant/peu mobile
• Condensation/non stérile
• Besoin énergie T°C 
• Pas  perfusion/viabilité cell
• Monovoie / 1 condition exp
• Métrologie/peu pratique

2010
Chambre de culture cellulaire 

Cellules 

Tissus 

Petits organes

2015
Enceinte d’observation 

•       45k€
• Pas adapté
• Peu utilisé

2020
Pas d’évolution 

II. Dispositifs pour la culture et observation de matériel d’origine biologique 
Enceinte autour de l’instrument d’analyse



• 1 seule voie
• Perfusion non 

automatique
• Microfluidique
• Non transportable 

• 1 seule voie

• Perfusion de milieu non automatique

• Non transportable 

II. Dispositifs pour la culture et observation de matériel d’origine biologique 
Enceinte autour du support de culture.



II. 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 



II. Dispositifs MICA pour la culture et observation de matériel d’origine biologique 
Enceinte autour du support de culture.

• Miniaturisation
• Mobilité 
• Perfusion et maintien des conditions culture
• Multicanaux en parallèle 
• Conditions multiples (normoxie/hypoxie – T°)
• Consommables coût unitaire 
• Recueil des déchets /enceinte
• Universelle (tous supports)
• Transportable (légère et amovible)
• Dynamique (sup. 28 jours)



A. Le contexte  photophysique  : la lumière 
I. Le rayonnement électromagnétique/ multimodalités de la lumière
II. Les aberrations optiques (réfraction et diffraction)
III. Instrumentation (détecteurs et capteurs)

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

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

D. Microscopie Multiphotonique et dérivées
I Microsciopie à excitation muliphotonique 
II. FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
III. SHG: Second Harmonic Generation
IV.  Méthodes Vibrationnelles (Raman-CARS)

D. Développements 
Macroscopie en mode multiphoton

Les méthodes en imagerie de contraste  



470 – 670 nm

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

470
/670 nm

Fluorophores
 multiples

Spectres 
similaires

FRET
FRAP
FCS

Pulsé

III. Microscopie Confocale à balayage Laser: durée de vie (FLIM) 



« Gap Jonctions Intercellulaires »: diagnostic précoce de cancer (connexine)
Fibroblaste

0
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!"#$%&'(
Control     Fibroblast
Cancerous  CasKi    
Cancerous  Fadu +/-
Cancerous  KB --
Cancerous  HT29 --

Cx32

Cx43

- 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.

C.I. FRAP: Fluorescence Recovery After PhotoBleaching



FL 1 FL 2
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em

FRET
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Absorbance

DONNEUR

Absorbance

Fluorescence Fluorescence
ACCEPTEUR

Molecule 1 Molecule 2

C.II.. FRET: Fluorescence Resonance Energy transfer

Colocalisation
Interaction
- distance



QUESTION: voit-on du FRET par FLIM entre GFP-
AT1R ou GFP-AT2R et son ligand Cy3-AngII

Compartiment
 endocytique

1 2 1 2

D A D A

Transfert d’énergieDistance >10 nm

+ agoniste

EGFP
FRET ?

AngII

Cy3

EGFP
FRET ?

AngII

Cy3

Récepteur GFP-AT1R à la membrane plasmique

Récepteur GFP-AT1R dans les endosomes



Efficacité  :

kT(r) = 1/tD (Ro/r)6

r : distance entre donneur et accepteur
Ro : distance  de Förster (chevauchement spectral)
tD : Durée de vie de fluorescence du donneur

C.II.. FRET: Fluorescence Resonance Energy transfer



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

Acceptor : Nile Red, lex: 488 nm

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

Polarity of SPL 

yellow Red

Nile Red

D.Dumas, E.Kahn, G.Lizard
Yellow

C.II.. FRET: Fluorescence Resonance Energy transfer



D A

lex: 750 nm

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

C.II.FRET: Fluorescence Resonance Energy transfer



IV. FRET
Spectral/FLIM

Voltage-sensitive dye (membrane potential)

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



Excitation monophoton (UV-Vis)

S0

S1

la

Excitation biphoton (IR)

S0

S1

la

DT
la

Absorption Linéaire : 450 nm

Emission dans le visible

Absorption non Linéaire : 900 nm

Emission dans le visible

Maria Göppert-Mayer 
Processus d’absorption 2-photons

(1930)

sSPE = sa = 10-16 cm2 sTPE = sa1 sa2 DT = 10-34cm4.10-15s

sa2

sa1

le < la
we > wa

le > la
we < wa

D.I. Microscopie à excitation Multiphotonique : principe



Temporel : Laser IR pulsé

time
100fs 100fs 100fs

(0.1 - 10 MW/cm2) 

10ns 10ns 10ns 10ns time

tem
ps

Dilution Spatiale
Confinement Temporel

Confinement spatial
 (plan focal) et temporel

Photobleaching --
Diffusion -- (proche IR)

SPEF

Objective x10

FITC Solution 

Cône de 
Fluorescence

TPEF
Spot 

Fluorescent 
(plan focal)

1P -  488nm 2P -  976 nm 

Probabilité

Log N

D.I. Microscopie à excitation Multiphotonique



Vers le capteur de 
puissance

Driver EOM

Laser Beam

Pieds soudés

Connector (position 0°)

rotation

Angle

8 positions (45°)

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

I : angle q between axes of polarisors 
®  I = I0*cos²q 

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

D.I. Microscopie à excitation Multiphotonique : modulation P (EOM)



Fluo (ex700 – 980 nm/ em 350-700nm) 
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D.I. Microscopie à excitation Multiphotonique: applications



30 mn 
after PS 
injection 

(MP 800 nm)

1h 2h 

4h 15h

Green Channel: Beads (0.22 µm) Red Channel: mTHPC (PDT)

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.I. Microscopie à excitation Multiphotonique : application



      Avantages 

* Absorption confinée au volume focal 
   - pas de déflouage
   - pas de photodégradation 
  / plans adjacents

* Diaphragmes confocaux ouverts 
   - efficacité de collection maximale
   - quantification

* Mode NDD (Non Descanné)

* Proche IR
   - pénétration / tissus  
   - cellules vivantes (UV)
   - échantillons épais et/ou opaques

* Modes de résolution de la fluorescence
   - faisceau polarisé
   - mode impulsionnel (FLIM-CARS)

Inconvénients

* Résolutions xyz inférieures (x2) 1P/ 2P
   (l,Exc, fluorophore…)

* Temps de mise en oeuvre (mn)

* Photodégadation (x2,5) / plan focal

* Effets thermiques IR 
    (eau,  [fluorophore]…)

* Coût d’acquisition et de maintenance 
   - Barrette de diode (laser de pompe)
   - Classe IV

* Stabilité puissance (lasers de pompe) 

* Recul nécessaire 
   - effets cellulaires (DNA/3P)
   - caractéristiques spectrales

D.I. Microscopie à excitation Multiphotonique : bilan



k = 1 / t
lo

g 
I 0

/I

Dt (ns)

Iint
environment

with   k = kr + knr

intrinsic

Area :
Fluorescence Intensity 

Dependant  Concentration

Environment : , FRET…
Independant  Concentration

fluorescence lifetime

LIFETIME IMAGING

D.II.FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy

SPECTRAL IMAGING POLARIZATION



2000 ps / 4000 ps

PS / Beads

Tumor

L.Bolotine, Dumas D, E.Werkmeister, L. Marchal. 

Intensity Lifetime
Monomer  / Excimer

800 ps   /1700 psMCF-7 Incubation: 12h

D.II.FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy . Application



Beads

PS

PS  : 2,1 ns
Beads : τ = 3,6 ns

!"#$%&"'()"*(+,-",.-/(#*'(0%*(+,-+1-23-4.56*78-9:;-<=>-

(,*5,#(*?

&(15*(=5

D.II.FLIM : FLIM Multimodalité. Application



- Blue : 2000 – 2800 ps
- Red : 2800 – 3300 ps
- Green : 3300 – 6000  ps

fluorescence decay :
Pix (25,100) à Hoescht : τ = 2,3 ns
Pix (40,7) à Foslip : τ = 2,7 ns
Pix (50,50) à Beads : τ = 3,9 ns

Mode Spectral

Beads

Foslip

Hoechst

• Foslip/Hoechst/Beads in cancerous cells

D.II.FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy . Application



I
SHG 2PEFluo

λλiλSHG = 0,5* λi λfluo

PMT (Lumière transmise)
Filtre BP 400 ±  25 nm 

(=800/2)
Filtre LP  700 nm (IR)

Faisceau 
d’excitation (λi)

Faisceau d’
Excitation  (λi)

Signal SHG (λi/2)

Lentille (NA > 0,9)

Filtre Passe-bas
Rejet de λi

Filtre Passe-bande
(Selection de λi/2)

Photomultiplicateur

Echantillon

SHG

SHG

Faisceau d’
Excitation  (λi)

Signal SHG (λi/2)

Lentille (NA > 0,9)

Filtre Passe-bas
Rejet de λi

Filtre Passe-bande
(Selection de λi/2)

Photomultiplicateur

Echantillon

SHG

SHG

SHG

SHG

SHG

SHG

III.b. Second Harmonic Generation - SHG



I
SHG 2PEFluo

λλiλSHG = 0,5* λi λfluo

D.III. Microscopie à excitation Multiphotonique SHG 

S1
SHG

S0

li

li

Diffusion non linéaire

ld = 0,5 li

wd = 2 wi

time

Tropocollagen

- Génération quasi instantanée (quelques fs) 
à Signal cohérent
- Pas de fluorophore exogène
à 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.                = collagène



SHG ex800/em400 nm 

Peau souris

Muscle lapin

Artère lapin

Muscle lapin

Carotide lapin

- 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. 

D.III. Microscopie à excitation Multiphotonique SHG 



Contrôle Fixée (PAF5%) Cryopreservée
 -180°C (10 mois)
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D.III. Microscopie à excitation Multiphotonique SHG 



t : 0s t : 1140s t : 1900s

t : 3800s t : 4940s t : 5700s

Moyenne du signal SHG sur la ROI1
Artère Fémorale de rat
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D.III. Microscopie SHG :  Spécificité du signal SHG / action de la collagénase 



outil de validation en ingénierie tissulaire (propriétes bio- et mécaniques)
Stress méchanique (choc) ou chimique (IL-1b, hypoxie, MMP...) dans l’arthrose articulaire
à caractérisation des organisations 3D et composition matricielle (collagène, PAG..)

Static

Compression

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.

CompressionStatic

Conclusion : indicateur de reconstruction / désorganisation des matrices tissulaires

1MPa ;  1Hz; Intermittent Sinusoïdal
½ h activité; ½ h arrêt; Manip 7 h au total

D.III. Microscopie SHG :  cartilage	articulaire	et	pathologies	dégénératives



Paramètres de textures :  Haralick et al; 1973)
§ Matrice de co-ocurrence : Moment de la Différence Inverse (IDM), Second Moment Angulaire ,     
Corrélation(ASM), Entropie...
            

Coupe genou de rat 
Cartilage articulaire Languette Sternale

3 types d’échantillon  :
Ø Genou de rat témoin 
Ø Genou de rat traité avec IL1
Ø Genou de rat traité au PPI 0,1

sur le cartilage articulaire sur la languette sternale
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Cartillage	articulaire	(T-)
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D	Dumas	–	Y	DROMARD	-		Univ.	de	Rouen	–	PTIBC	Ibisa	Nancy

D.III. Microscopie SHG : quantification par analyse de texture  



c

Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
Biexponential adjustment of Decay curves SHG + 

Fluorescence Signal
Autofluorescence 

+ Fluorescence
Signal

Alexa 488 
Fluorescence 

Signal

Mean Fluorescence lifetime (τm) 
Color coded image
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 Pericellular Matrix with SHG
 Pericellular Matrix without SHG
 MEC

Fluorescence Decay Curves

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

t1
SHG t2

FLUO



Réseau de Collagène en scaffold : Imagerie 3D non-invasive

CSM 

Scaffold Scaffold + CSM 

Expansion
In Vitro

1.Evaluation Qualitative de la différenciation cellulaire 
2. Evaluation Qualitative des réseaux de collagène 

3. Evaluation Quantitative : prolifération cellulaire / synthèse 
4. Observation Multi-échelle (de la cellule à l’implant, implant à l’animal) 

Implantation
In vivo

Images: A.Pinzano

Animal

Pas d’agent de contraste

MACROSCOPIE
IMAGERIE SHG

(collagène)
IMAGERIE DE PHASE
(différenciation)



tissu organe petit animal

Microscopie 
Coupes histologiques Agent de contraste

 et/ou fluo

+

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

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

* Grande Distance de Travail  (WD) : 19 mm (5x) – 297 mm (0.32x)

Macroscopie

Cartographie 
non-intrusive

De la Micro vers la Macro : MULTIPHOTON-SHG



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

* Grande Distance de Travail  (WD) : 19 mm (5x) – 297 mm (0.32x)

Macroscopie

Cartographie 
non-intrusive

Imagerie multi-échelle : de la Microscopie à la Macroscopie



Imagerie multi-échelle : imagerie in situ (PDT)

J.GARRIER – CRAN – UMR 7039 CNRS UL



Time 
injection/sacrifice

1/2h 1h 3h 6h 15h 24h

Site of injection

5 mm

CAV  Nancy -PTIBC – IGBMC. Dumas D 

• Cinétique de diffusion intratumorale de PS en PDT

10 mm



• Mosaiquage de grands champs : reconstruction 2D/3D

V. Decot.    

Stent, film MPE/témoin, Huvec (CD32, vW)

2mm

200 µm



16 differents samples

x210

x130

TGF-b
J14

TGF-b
J28

Temoin 

ITS 

x50

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

4. Imagerie Multi-echelle : Macroscopie de fluorescence

SHG



LSI: Numercal Apertur  
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Z16 / 5xZ6 / 5x

Z6 / 2x

Z6 / 1x

Z16 / 2x

Z16 / 1x

XY resolution :  d = 0.5 x lambda / NA
Z resolution: t  = lambda / (NA)²

Field of View [mm]
edge length

Obj x1 Obj x2 Obj x5 Mag
21,23 10,61 4,25 0,57
15,12 7,56 3,02 0,8
12,10 6,05 2,42 1
9,68 4,84 1,94 1,25
7,56 3,78 1,51 1,6
6,05 3,02 1,21 2
4,84 2,42 0,97 2,5
3,78 1,89 0,76 3,2
3,36 1,68 0,67 3,6

Confinement E/impulsion 

PTIBC IBISA – BIOPOLE : SP5 Macromultiphoton et CalibrationPCT UL/CNRS n° PCT/FR2012/051156 (2012) 

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



(X80.8)Plan 2D

Coupes sériées

Mosaïque - 50% 

Macroconfocal2,1 cm

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

Imagerie « lame entière » 

MacroMP-SHG

Mosaïque - 10% 
1,5 cm2



5%

6%

10%

Scaffold complet 4cm long : acquisition (4h).

1cm

SP5 Macromultiphoton : 3D, mosaïquage et zooming

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

Ensemencement de MSC



Tumeur dans une fenêtre intravitale (souris)

Vascularisation/PDT 
2PE

3mm

SP5 Macromultiphoton : multi-modalités TPE – AF - SHG

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



Tendon de rat (contraintes mécaniques)
4,

5 
m

m

D.DUMAS / R.LABAT MARCOS – PTIBC Ibisa FR3209 / IMOPA / ICB1 U Sao Paulo, 
Brasil

Contrôle                   Tendinite                      Traitement laser           Traitement chimique

SP5 Macromultiphoton : multi-modalités TPE – AF - SHG

H.LOUIS / P. LACOLLEY – U961 INSERM

Vaisseau de Rat : Alimentation / épaississement de la paroi



488 nm488 nm

800 nm 800 nm800 nm

Tissu fibreux

Matrice 

Contrôle           Cicatrice                 Traitement laser 

4 mm

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

SP5 Macromultiphoton : multi-modalités TPE – AF - SHG

Peau de rat



• Fibrose tissulaire : Path-Image (Caen) / ICL-CRAN 

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

Tumeur entière (cancer du sein) : dimension 3,5 cm
Reconstruction du Collagène et de l’élastine sans marqueur.



Artère Ombilicale Humaine 
avant implantation

 

Artère ombilicale humaine  6 
mois après  implantation 

(lapin)
 

Modification de

La surface 

Luminale
Implantation

Observation 
Après 6 mois

Artère

Ombilicale

Humaine

(PAH/PSS)3

Coll. H. Kerdjoudj

• Contraste SHG : remodelage vasculaire 



Matrice Extracellulaire et SHG (cellules OA/fibroblaste)

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

Raman spectroscopy on MC3T3
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Nanograins	de	phosphate
(M.	DOSSOT)

CARS
Cellules	Vivantes



Spectral : Fluorescence Spectral microscopy
FRET : Förster Resonance Energy Transfert
FRAP : Fluorescence Recovery after Photobleaching

Phase
5%

FLIM
25%

Spectrale
35%

Multi-modalités : Nouveaux outils de détection 
en microscopie multi-photonique. F-techniques

Imagerie
confocale

65%

Phase
10%

SHG 
35%

Imagerie
multi-photonique

55%

Macroscopie
40%

IMAGERIE STANDARD APPLICATIONS AVANCEES
Modalité simple : Imagerie Confocale

SHG : Second Harmonic Generation
FLIM : Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (OSEO) 
FCS : Fluorescence Correlation Spectroscopy 

1.Routine et R&D

2006 2010 2011-2013

FRET/FRAP
15%

MacroMP
MacroFLIM
MacroSHG

CARS

?



D.III. Imagerie vibrationnelle Raman-CARS 



D.III. Imagerie vibrationnelle Raman-CARS 



Microscopy CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Scattering)
= Microscopie Vibrationnelle

Interaction lumière :

- Processus non linéaire du 3éme ordre :

• Faisceau de pompe (fréquence wp)
• Faisceau Stockes (fréquence wS) 
            parfait alignement des faisceaux

- Différence de fréquence entre wp et wS
• = fréquence énergie vibrationnelle d’une liaison chimique particulière
•        contraste vibrationnel
•        signal Anti-Stockes :      wAS = 2 wp – wS 
•        image 

D.III. Imagerie vibrationnelle Raman-CARS 



- Balayage	/	signatures	vibrationnelles
- Imagerie	CARS/	famille	de	molécules
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Lipides
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Adipocytes - Lipides
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Transdermal drug pathway at 1594cm-1: 
Diffusion of trans-retinol through skin

Courtesy of Prof. Sunney Xie, 
“Department of Chemistry and Chemical Biology”
Harvard University, Cambridge, USA

Hand cream Body lotion

HCX PL APO CS 10.0x0.40 DRYDermatologie - cosmétologie
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FR 3209 CNRS/UL/INSERM et  UMR 7365 CNRS/UL

Merci pour votre attention ! 
Prochains Modules de Formation en imagerie confocale et Macroscopie : 
Inscrivez vous !!

Session de 10 à12h 

- Stages M2 et bourse de l’école doctorale PTIBC (Imagerie Vibrationnelle).


