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Titre de la thése: Microscopie holographique : suivi 3D de nanopatés, applications a la Biologie

Cette these repose sur une collaboration entre dgquipes du LKB : I'équipe « Optique des nano-abje(Michel
Gross) pour la partie microscopie holographique,éefuipe « Optique et Biologie » (Pierre Desbisllet Sébastig
Courty) pour les applications visées. L'enjeu ditecthése est de mettre au point un systeme disiatian capable d
suivre en 3D des molécules individuelles. Cettantitéque, destinée a I'étude in vitro et in vivo decessu

biologiques, se développe dans de nombreuses éqtrgenillant a l'interface Physique-Biologie, emafice et &

I'étranger, et représente un des enjeux majeula whgcroscopie contemporaine.

La plupart des techniques de microscopie optiquengieent d'imager les détails contenus dans le foaal d'un
objectif, les éléments situés en dehors de cerplstant inaccessibles. Le suivi par microscopia dhjet se déplacal
dans un espace 3D nécessite donc d'ajuster enmpamogla position du plan focal et celle de I'qgbhpgeration quas
impossible lorsque le mouvement est rapide et @l@a{mouvement Brownien d'un objet plongé dansemipey
visqueux par exemple). La microscopie holographicgugprime cette difficulté car elle permet de Visea
simultanément tous les plans d'un échantillon.

Le principe de la technique consiste a enregistnerune caméra CCD les interférences entre la hend&fusée paf
I'eéchantillon (onde signal) et la lumiére laser'aridine de cette diffusion (onde de référence)pdxtir de ce$

interférences, il est possible de reconstruire,utdisant un logiciel que nous avons mis au peingui repose sur d
calculs d'optique de Fourier, les images dans ifé&rehts plans de I'échantillon (1,2). La déteattmlographique e

extrémement sensible, car le signal utile est ptapmel & 'amplitude du champ optique diffuséneh a son carrg

comme ce serait le cas si l'intensité de la lumiiffessée était directement mesurée. Ainsi, nousrses récemme
parvenus a reconstruire des images holographiqupartir d'enregistrements ne contenant qu'un pél&con
(électron généré par un photon frappant le phosotiétr) par pixel et par image, limite théoriquéme de détectio
(shot noise) (3). Grace a cette sensibilité extr@aenicroscopie holographique permet de déteaas din échantillo
des objets de taille nanométrique, donc diffusaas tpeu de lumiere. De plus, I'hologramme conteriante
l'information optique associée a chacun des olgetsosition de ces objets dans I'échantillon @& déterminée avg
une bonne précision. La détection holographiquestitole donc une détection idéale capable d'acquéviEc ung
sensibilité optimale, toute l'information conterdans la lumiére diffusée par des nano-objets.

Les applications de cette technique, encore péisédtj sont multiples. Nous avons, par exemplésétia microscopi
holographique pour étudier in vivo la circulatianguine des micro vaisseaux dans le crane de f& gdib). Puisqu
les globules rouges circulant dans ces vaisseaabesomouvement, la fréquence de lumiere qu'ifsisiint est décalg
par effet Doppler. Nous sommes parvenus a sépaeeaealyser les différentes composantes Doppleette lumiérg
afin de déterminer la vitesse des globules rouges des vaisseaux (6,7). Nous avons réalisé gosr, la premier
fois, une imagerie Laser Doppler plein champ geh cine cadence d'acquisition rapide (1 kHz) (8).

Notre projet de these vise d'autres applicatidns'agit d'utiliser notre technique de microscopaographique poyr

imager et suivre en 3D des nanoparticules indilidsieen vue d'applications biologiques. Nous sommesmmen
parvenus a suivre le mouvement Brownien de naniopbe$ d'or en mouvement dans I'eau (9). Dans dieecde 14
thése, nous comptons poursuivre ces expérienaesi@aftaractériser la sensibilité du dispositif rdént la diffusior

brownienne de billes d'or de diamétre variable Z00-nm) dans un milieu dont la viscosité pourre @odifiee. C¢

milieu pourra étre soit parfaitement transparesit,I6gérement diffusant.
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Cette premiere étape de caractérisation achevée, Imat est d'utiliser la microscopie holographigaer approfondif
nos connaissances de systemes biologiques déjg@®aud LKB dans I'équipe ~Optique et Biologieh &uplant de
nanobilles d'or aux biomolécules a étudier, il islmgpar exemple, de suivre in vitro le mouvememnzymed
individuelles lors de leur interaction avec de IMDNous étudions depuis plusieurs années les oiienaentre ung
enzyme de restriction, ECORV, et des molécules tlAflirées, dont les extrémités sont attachées &unfizce (10). A
partir d'expériences réalisées en microscopie derdscence, nous avons récemment montré que I'enpgul
lentement “glisser” le long de I'ADN. Nous avargalement observé des mouvements beaucoup pludesagd
I'enzyme, que nous avons interprétés comme des &albng de I'ADN étiré (11). La microscopie haimghiqug
devrait permettre de visualiser le mouvement 3Dafeyme au cours de ces mouvements rapides hetamo mettrg
directement en évidence I'existence de tels s@#s.sauts sont prévus par de nombreuses étudegjtesodepui

plusieurs dizaines d'années, mais n'ont jamaigh&érvés directement.
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Plus largement, notre but est d'utiliser la micopée holographique pour approfondir nos connaisaraur leg
mécanismes et les stratégies de recherche de ddoms des systémes biologiques. L'objectif est ides
expérimentalement le temps qu'il faut & un chencfime nanoparticule par exemple) animé d'un moewtBrownier
pour atteindre pour la premiére fois une cible @&ndroit donné. La détermination de ce temps, @gptdmps moye
de premier passage ", est un probléme réputé iiffieourtant, une estimation précise du temps maje premief
passage ouvre de nombreuses perspectives d'appigatue ce soit en mathématique, en physiquénance ou bief
en biologie. Jusqu'a présent, les travaux en phgsitatistigue n'avaient permis de calculer le tedgpremier passape
que dans le cas de situations simplifiées ou I#ipogie la cible n'est a priori pas connue. Récemntrndes théoricier|s
du Laboratoire de Physique Théorique de la Mat@yadensée (CNRS-UPMC_Paris 6) ont revisité cetestipn e
ont apporté une solution générale et simple opdéssion du temps moyen de premier passage dépéanement dii
volume du milieu de confinement, de la distanceeckat point de départ du chercheur et la positiotadcible, et de I
vitesse de déplacement du chercheur (pour une agttype, son coefficient de diffusion) (12). Nopgposons ig
d'utiliser une micro goutte comme milieu de confeat et de suivre en 3D, au moyen de la technigleggtaphique
la trajectoire d’'une nanoparticule jusqu' a undeciiormée par un faisceau laser fortement focaliaés la gouttq.
Cependant, a I'échelle micrométrique, I'hydrodympmiau voisinage des bords de la goutte peut feriemmfluence
sur la diffusion de la nanoparticule (déviation pgpport a la loi de Stokes-Einstein). Avec la teghe de microscopfe
holographique, nous pensons extraire en chaquerrélgi I'espace, c'est a dire en fonction de lamiist au bord de |a
goutte, le coefficient de diffusion de la nanomateé et remonter ainsi a une carte 3D de diffusiOatte carts
permettrait ainsi d'estimer précisément le tempgmenier passage dans un milieu confiné micromsgrigchelld
typique des systemes biologiques.
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Compétences requises

Cette theése s'adresse a un(e) étudiant(e) préf@jvastir dans un projet combinant optique expérntale, traitement
de données, et application a des expériences dé driimolécules individuelles. Une formation enigpe es
souhaitable. Une formation a linterface Physiqiafgjie serait bienvenue, mais ne constitue pasprérequig
indispensable.
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