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Interet de la microscopie de fluorescence par
excitation biphotonique (TPEF)
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Profil de la TPEF dans un milieu transparent
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Profil de la TPEF dans un milieu diffusant

laser IR femto-

lsecnndel 10° ——————— ey
- . avec diffusion signal
objectif = ' I
< 107 | |
g 10 | |
g 107 .
| @ 107 fond ]
............................................................. A = 1D_11i . |
- 5 !
100t .

milieu -2000 -1500 -1000 -500 0 500

dif fusant > (P-m)




Profil de la TPEF dans un milieu diffusant
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Profil de la TPEF dans un milieu diffusant

laser IR femto-
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Imagerie TPEF par aberration differentielle
(DA-TPEF): principe
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Imagerie DA-TPEF : montage experimental
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Imagerie DA-TPEF : montage experimental
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Distributions de la TPEF dans le plan focal
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TPEF emise par une lame: resultats

experimentaux
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Imagerie d'un glomerule marque a la GFP
dans un bulbe olfactif de souris

image TPEF standard

B 20x, objectif &
echantillon prepare ! : immersion & eau
par M, Wachowiak lab (NA=0,95) A=810nm




Imagerie d'un glomerule marque a la GFP
dans un bulbe olfactif de souris

image DA-TPEF avec ﬂﬁ'

20, objectif a
echantillon prepare immersion & eau
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Imagerie d'un glomerule marque a la GFP
dans un bulbe olfactif de souris

image DA-TPEF avec

20, objectif a
Immersion 8 eadl

echantillon prepare
M, Wachowialk lab
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Imagerie d'un glomerule marque a la GFP
dans un bulbe olfactif de souris
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A, Leraw, K Lllis and 3, Mertz, Blophys. 7., accepted (2007 )




Reconstructions 3D d'un glomeéerule marque a
la GFP dans un bulbe olfactif de souris
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Imagerie DA-TPEF image par image

Probleme: temps d'acquisition doublée

sans aberration induite avec aberration
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Imagerie DA-TPEF ligne par lighe

sans aberration induite ~1ms
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Patch Clamp d'une cellule pyramidale marquee au
calcium green dans une tranche de cerveau de rat
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20x, objectif a
immersion a
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Dynamique calcique : resultats
experimentaux
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Dynamique calcique: resultats

experimentaux
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Conclusion

Avantages de la technique DA-TPEF :

imadqe TPEF imaije Jvec
standard aberration {fond)

m Rejet du fond fluorescent

m Facile a implém;enterépas
de boucle fermee ni de
correction de front d'onde)

m [Ne ralentit pas le temps
d'acquisition

m Meilleure resolution
apparente

A, Leray and 1, Merz, Dplics Express, 14, 105665-10573 (2006

Merci a Tom Bifano et Boston Micromachines
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Imagerie DA-TPEF : montage experimental
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Main advantage: two-photon fluorescence
background rejection

In the paraxial approximation,
for ballistic (non scattered)
photons in a uniformly
fluorescent and scattering
medium:

I,(p.z)= PSF(p. z)e )

Two photon fluorescence
profiles:
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Main advantage: two-photon fluorescence
background rejection
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First advantage: better resolution

without aberration
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First advantage: better resolution
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First advantage: better resolution

From Freasnel diffraction

formula
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First advantage: better resolution
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imaging of bovine pulmonary artery endothelial cells labeled

with 3 different fluorescent dyes (for a transparent medium)

no aberration B subtraction

A, Leray and 1. Mertz Express, 14, 105685-10573 (2008)




Fluorescence from a plane: comparison with
theory

— experiment )
- - theory ‘
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imaging of pollen grains labeled with different fluorescent dyes
(for a scattering and fluorescent medium)
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Experimental setup
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Experimental results
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