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Résumé

Le domaine de la microscopie de fluorescence a connu une réelle révolution ces derniéres
années, permettant d'atteindre des résolutions nanométriques, bien en dessous de la limite de
diffraction prédite par Abbe il y a plus d’un siecle. Les techniques basées sur la localisation de
molécules individuelles telles que le PALM (Photo-Activation Light Microscopy) ou le (d)STORM
(direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy) permettent la reconstruction d’images
d’échantillons biologiques en 2 et 3 dimensions, avec des résolutions quasi-moléculaires.
Néanmoins, méme si ces techniques nécessitent une instrumentation relativement simple, elles
requierent des traitements informatiques conséquents, limitant leur utilisation en routine. En
effet, plusieurs dizaines de milliers d’images brutes contenant plus d’'un million de molécules
doivent étre acquises et analysées pour reconstruire une seule image. La plupart des outils
disponibles nécessitent une analyse post-acquisition, alourdissant considérablement le
processus d’acquisition. Par ailleurs la quantification de I'organisation, de la dynamique mais
aussi de la stoechiométrie des complexes moléculaires a des échelles nanométriques peut
constituer une clé déterminante pour élucider I'origine de certaines maladies. Ces nouvelles
techniques offrent de telles capacités, mais les méthodes d’analyse pour y parvenir restent a

développer.

Afin d’accompagner cette nouvelle vague de microscopie de localisation et de la rendre utilisable
en routine par des expérimentateurs non experts, il est primordial de développer des méthodes
de localisation et d’analyse efficaces, simples d’emploi et quantitatives. Dans le cadre de ce
travail de thése, nous avons développé dans un premier temps une nouvelle technique de
localisation et reconstruction en temps réel basée sur la décomposition en ondelettes et
I‘utilisation des cartes GPU pour la microscopie de super-résolution en 2 et 3 dimensions. Dans
un second temps, nous avons mis au point une méthode quantitative basée sur la visualisation
et la photophysique des fluorophores organiques pour la mesure de la stcechiométrie des

récepteurs AMPA dans les synapses a I'échelle nanométrique.

Mots clefs : Microscopie de super-résolution, localisation de molécules individuelles, traitement
temps-réel, décomposition en ondelettes, GPU, photophysique de fluorophores, récepteurs

post-synaptiques.



Abstract

The field of fluorescence microscopy has witnessed a real revolution these last few years,
allowing nanometric spatial resolutions, well below the diffraction limit predicted by Abe more
than a century ago. Single molecule-based super-resolution techniques such as PALM (Photo-
Activation Light Microscopy) or (d)STORM (direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy)
allow the image reconstruction of biological samples in 2 and 3 dimensions, with close to
molecular resolution. However, while they require a quite straightforward instrumentation, they
need heavy computation, limiting their use in routine. In practice, few tens of thousands of raw
images with more than one million molecules must be acquired and analyzed to reconstruct a
single super-resolution image. Most of the available tools require post-acquisition processing,
making the acquisition protocol much heavier. In addition, the quantification of the organization,
dynamics but also the stoichiometry of biomolecular complexes at nanometer scales can be a
key determinant to elucidate the origin of certain diseases. Novel localization microscopy

techniques offer such capabilities, but dedicated analysis methods still have to be developed.

In order to democratize this new generation of localization microscopy techniques and make
them usable in routine by non-experts, it is essential to develop simple and easy to use
localization and quantitative analysis methods. During this PhD thesis, we first developed a new
technique for real-time localization and reconstruction based on wavelet decomposition and the
use of GPU cards for super-resolution microscopy in 2 and 3 dimensions. Second, we have
proposed a quantitative method based on the visualization and the photophysics of organic
fluorophores for measuring the stoichiometry of AMPA receptors in synapses at the molecular

scale.

Key words: Super-resolution microscopy, single-molecule localization, real-time processing,

wavelet decomposition, GPU, fluorophore photophysics, post-synaptic receptors.



Abbréviations

AMPA: a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
CPU: Central Processing Unit

CUDA: Compute Unified Device Architecture

dSTORM: direct STochastic Optical Reconstruction Microscopy
EMCCD: Electron Multiplying Charge Coupled Device

FPALM: Fluorescence PhotoActivation Localization Microscopy
FWHM: Full Width at Half Maximum

FRAP: Fluorescence Recovery After Photobleaching

GFP: Green Fluorescent Protein

GPGPU: General Purpose Graphics Processing Unit

GPU: Graphics Processing Unit

GSDIM: Ground State Depletion Microscopy

MLE: Maximum-Likelihood Estimation

MTF: Modulation Transfer Function

NLLS: Non Linear Least Squares

PALM: PhotoActivated Localization Microscopy

PSF: Point Spread Function

QD: Quantum Dot

SIM: Structured Illumination Microscopy

SIMD: Single Instruction Multiple Data

SNR: Signal to Noise Ratio

SPT: Single Particle Tracking

STED: STimulated Emission Depletion

STORM: STochastic Optical Reconstruction Microscopy
TIRFM: Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy

FWT: Fast Wavelet Transform
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Introduction

1. Introduction

1.1. Contexte scientifique

Depuis la nuit des temps, les hommes ont toujours désiré observer l'infiniment petit. Les
premieres lentilles de verre ont été datées du XI1®™ sicle avant JC., alors que dans I'Antiquité,
les Romains utilisaient des émeraudes ou des sphéres de verre remplies d’eau comme moyen

éme

grossissant. Mais ce n’est qu’au XVII"™" siecle que le Britannique Robert Hooke et le Hollandais
Antoni Van Leeuwenhoek ont développé le premier microscope scientifique constitué de
plusieurs lentilles convexes. lls ont permis pour la premiére fois I'observation de cellules
végétales inaccessibles a I'ceil nu. Depuis, des travaux majeurs en optique se sont succédé,
notamment au début du XIX*™ siecle avec la mise au point de lentilles et d’objectifs de plus en
plus précis. Ces progres ont engendré de multiples découvertes majeures en biologie telles que
la cellule, le noyau cellulaire, la division cellulaire ou les agents pathogenes qui ont engendré les

premiers vaccins.

Ernest Abbe a démontré en 1873, par la fameuse formule qui porte son nom, que la résolution
d’un microscope optique était limitée par le phénoméne de diffraction de la lumiere. Du fait de
cette limite, il était impossible de résoudre les structures d’objets de dimensions inférieures a
200 nm avec la lumiere du visible. Des travaux paralléles concernant la nature de la lumiére ont
fait le lien entre le caractére ondulatoire de la lumiére et ce phénoméne de diffraction. Deés lors,
de nombreux physiciens ont développé des systéemes d’imagerie optique plus performants les
uns que les autres pour tenter de dépasser cette limite de diffraction, barriére infranchissable

jusqu’ail y a peu de temps.

Plus d’un siécle plus tard, en 1994, le physicien Stefan Hell montre pour la premiere fois,
théoriquement, qu’il est possible de descendre en dessous de cette limite avec la microscopie
optique STED (STimulated Emission Depletion). En 2000, un travail tout aussi remarquable a été
réalisé par le chercheur Mats Gustaffson, avec le développement de la microscopie par
illumination structurée, ou SIM (Structured lllumination Microscopy), permettant de diviser la
résolution optique latérale par un facteur deux. Ces nouvelles techniques de microscopie, et
d’autres qui vont suivre un peu plus tard ont été appelées super-résolution optique grace a leur
capacité de « casser » la barriere de la limite de diffraction optique. Elles ont complétement
révolutionné le domaine de la biologie cellulaire, offrant des résolutions intermédiaires entre la

microscopie électronique et la microscopie optique conventionnelle.

Adel Kechkar
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En 2006, une nouvelle génération de techniques de microscopie de super-résolution a été mise
au point quasi simultanément par deux groupes de recherche : Eric Betzig et Sam Hess ont
développé la technique de PALM (PhotoActivated Localization Microscopy) et Xiawey Zhuang le
STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy). Malgré leurs acronymes différents, ces
techniques sont similaires dans le principe. Elles consistent a rendre transitoirement et
aléatoirement fluorescentes une faible fraction des fluorophores, avec des densités
suffisamment faibles pour pouvoir les individualiser et les localiser. La répétition de ce processus
plusieurs dizaines milliers de fois permet la reconstruction d’images de super-résolution avec
une résolution nanométrique. Ces méthodes empruntent leur principe de localisation aux
techniques de suivi de particules individuelles développées dans les années 80, en y ajoutant une
nouvelle dimension permettant le controle de I'état de fluorescence des fluorophores. Chacune
de ces techniques utilise un mécanisme spécifique pour controler I'état fluorescent des
molécules. Le PALM s’appuie sur la photoactivation ou la photoconversion de protéines
fluorescentes de fusion photoactivables ou photoconvertibles. Le STORM, quant a lui, utilise des
fluorophores organiques photocommutables spécifiques. D’autres évolutions de ces techniques
ont été mises au point un peu plus tard comme le direct STORM (dSTORM) ou le GSD (Ground
State Depletion) développés par les groupes de Markus Sauer et de Stephan Hell
respectivement, et permettant de photocommuter quasiment I'ensemble des fluorophores
organiques. L‘amélioration des propriétés photophysiques des sondes fluorescentes, de leur
spécificité et moyens d’attachement aux biomolécules, combinée a la simplicité expérimentale
de mise en ceuvre de ces techniques, ont permis a cette nouvelle génération de microscopie
basées sur la localisation de molécules individuelles de s'imposer rapidement. Ces techniques
offrent aujourd’hui au biologiste un outil robuste, quantitatif et simple a mettre en ceuvre pour

I'imagerie cellulaire a I'échelle moléculaire.

Les cellules sont constituées d’'un ensemble de protéines et structures macromoléculaires dont
les dimensions sont bien inférieures a la limite de diffraction de la lumiere. Auparavant,
I'information relative a I'organisation de protéines au sein de cellules in vivo a I'échelle
nanométrique ne pouvait étre extraite que si ces ensembles de protéines étaient suffisamment
dilués et contrastés. Il est désormais possible d’observer I'organisation et la dynamique de
I’ensemble des protéines avec une précision quasi-moléculaire. On peut citer quelques exemples
d’applications biologiques majeures tirant profit des possibilités offertes par la microscopie de
super-résolution par localisation : la visualisation nanométrique de la structure 3D des protéines

d’adhésion, I'analyse de la distribution moléculaire des récepteurs et protéines auxiliaires dans
Adel Kechkar
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les synapses ou encore la distribution spatiale de la protéine chemotaxis dans les bactéries E.
Coli. Témoins d’une réelle révolution, de nombreux travaux utilisant la microscopie super-
résolution sont publiés mensuellement dans les journaux scientifiques les plus prestigieux. Ces
techniques sont de plus en plus employées afin de déchiffrer les mécanismes moléculaires
impliqués dans le fonctionnement cellulaire, mais aussi dans les dysfonctionnements

pathologiques.

La détermination numérique de la position des molécules individuelles en microscopie de
localisation est une étape clef et tres délicate étant donné les différentes déformations subies
par le signal de fluorescence (bruit, pixellisation et aberrations optiques). De plus, méme si la
problématique n’est pas nouvelle car déja utilisée en suivi de particules individuelles depuis les
années 80, ce nouveau principe de microscopie produit énormément de données a analyser. En
effet, la reconstruction d’une seule image de super-résolution peut nécessiter 'acquisition et
I’analyse de plusieurs dizaines de milliers d’'images contenant plus d’'un million de molécules
individuelles a localiser. L'ajustement par une fonction Gaussienne bidimensionnelle appliqué
sur chaque molécule détectée est la méthode la plus utilisée car la plus précise. Néanmoins,
cette méthode nécessite des temps du calcul trés importants, qui peuvent devenir prohibitifs en
pratique vu la quantité de données a traiter en microscopie de super-résolution par localisation.
Cette limite a motivé plusieurs équipes de recherche dans le but de développer des algorithmes
performants, respectant le compromis entre la précision de localisation et le temps nécessaire
du traitement. Récemment, la démocratisation des architectures matérielles paralleles en
informatique, telles que les multiprocesseurs ou les cartes graphiques performantes, a permis
une réduction considérable du temps de calcul. Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous

sommes intéressés a cette problématique de localisation de molécules individuelles.

Afin d’accompagner cette nouvelle vague de microscopie de localisation et de la rendre utilisable
en routine par des expérimentateurs non experts, il était primordial de développer des outils
d’analyse efficaces, simples d’emploi et quantitatifs. L'objectif est d’accompagner le biologiste
dans son travail d’investigation et de compréhension des complexes biomoléculaires a des
échelles nanométriques. L'organisation, la dynamique mais aussi la mesure de la stoechiométrie
de ces complexes peuvent constituer une clé déterminante pour élucider I'origine de certaines
maladies. La capacité de ces nouvelles techniques d’accéder au niveau de la molécule
individuelle ouvre de telles perspectives, et il devient possible d’étudier la dynamique mais

également de compter les molécules dans des complexes moléculaires. Dans le cadre de ce
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travail, nous nous sommes intéressés a I'étude de la stoechiométrie des récepteurs AMPA dans

les synapses.

1.2. Contributions

Les principales contributions de ce travail de these sont listées ci-dessous :

- Nous avons proposé une nouvelle méthode de localisation 2D de molécules individuelles
basée sur la décomposition d’ondelettes. Nous avons validé notre méthode par
comparaison avec la méthode de référence de I'ajustement Gaussien. Ce travail a fait
I’objet d’'une publication dans la revue Optics Express

- Nous avons développé une nouvelle méthode « temps-réel » pour la localisation 2D de
molécules individuelles et la reconstruction d’images de super-résolution durant le
processus d’acquisition.

- Nous avons mis au point une méthode de localisation 3D combinant la décomposition en
ondelettes et I'ajustement Gaussien.

- Nous avons optimisé I'ensemble du processus d’analyse 2D/3D en utilisant le processeur
GPU, que nous avons ensuite intégré a I'analyse en temps réel.

- L'ensemble a été implémenté dans une interface logicielle baptisée « WaveTracer »,
permettant I'analyse et la reconstruction en temps-réel, tout en offrant le contréle
automatique de l'intensité des lasers afin d’optimiser des paramétres d’acquisition. Nous
avons validé et testé notre solution logicielle avec les logiciels de référence existants et
participé au challenge ISBI (http://bigwww.epfl.ch/palm/).

- WaveTracer a fait I'objet d’un dépdt APP (01/08/2012), d’un dépdt de brevet
(EP12166450.2), et d’un transfert de technologie auprées de la société Molecular Devices.
Il est distribué commercialement comme un plugin du logiciel MetaMorph.

- Nous avons utilisé I'imagerie dSTORM 3D pour I'étude tridimensionnelle de
I'organisation des récepteurs AMPA et de la protéine d’échaudage PSD-95, dont nous
avons présenté des données préliminaires.

- Nous avons mis au point une nouvelle méthode d’analyse quantitative de stoechiométrie
basée sur la visualisation et exploitant la photophysique des fluorophores. Nous avons
appliqué cette méthode pour tenter de résoudre la structure tétramérique des

récepteurs AMPA, dont nous avons illustré quelques résultats préliminaires.
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1.3. Organisation du manuscrit

Ce manuscrit s’organise en quatre chapitres principaux.

Le chapitre 2 est consacré a la microscopie de super-résolution optique. Nous introduirons tout
d’abord les principes et limites de la microscopie de fluorescence, qui seront suivis d’un bref
rappel sur le phénomeéne de fluorescence. Nous détaillerons ensuite les différentes méthodes de
microscopie de super-résolution basée sur la localisation de molécules individuelles ainsi que la

problématique de la localisation de molécules individuelles.

Dans le chapitre 3, nous présenterons notre nouvelle approche de localisation de molécules
individuelles basée sur la décomposition d’ondelettes. La premiére partie présentera la théorie
de la décomposition en ondelettes discretes et I'algorithme a trous ainsi que les différentes
étapes du processus de localisation. La seconde partie s’intéressera a la validation de notre
méthode a travers des données de simulation et des données expérimentales. Nous la

comparerons avec la méthode de référence de I'ajustement Gaussien bidimensionnel en termes

de précision et de vitesse de calcul.

Le chapitre 4 est dédié a la description de notre nouvelle méthode temps-réel de localisation et
reconstruction de molécules individuelles en microscopie super-résolution. La premiére partie
sera consacrée a lintroduction de l'architecture et du principe de fonctionnement des
processeurs graphiques GPU. Dans une seconde partie nous détaillerons les optimisations
réalisées pour la localisation 2D et 3D en temps-réel. L'intérét du temps-réel y sera décrit et
notamment la possibilité d’ajuster automatiquement les conditions d’illumination pour une
acquisition optimale. La derniéere partie sera consacrée a la validation des performances de notre

logiciel grace a sa comparaison avec d’autres logiciels de référence de la littérature.

Enfin, dans le chapitre 5 nous présenterons une application biologique de la microscopie super-
résolution pour I’étude de I'organisation des récepteurs AMPA dans les synapses. La premiére
partie illustre brievement le contexte biologique. Dans une deuxiéme partie, nous présenterons
des résultats préliminaires obtenus en microscopie dSTORM 3D pour I'étude de I'organisation
des récepteurs AMPA et de la protéine d’échaudage PSD95. Nous terminerons ce chapitre en
présentant une nouvelle méthode d’analyse quantitative de stoechiométrie basée sur la
visualisation et exploitant la photophysique des fluorophores. Nous présenterons quelques
résultats préliminaires pour tenter de déterminer la structure tétramérique des récepteurs

AMPA dans des cellules COS et des synapses de neurones en culture.
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2. Microscopie de super-résolution optique

La microscopie optique de fluorescence a toujours été un outil privilégié des biologistes
cellulaires pour étudier le vivant. Elle permet une observation spécifique a I'échelle de quelques
centaines de nanomeétres, grace a |'utilisation de marqueurs fluorescents utilisés dés les années
1990 pour la détection de biomolécules. Malgré les progrés considérables de la microscopie de
fluorescence, ses applications restent réduites a I’étude de « gros » objets biologiques a I'échelle
cellulaire. Elle est en effet limitée par la barriére de diffraction de la lumiére a une résolution
d’environ 250 nm, ce qui empéche de distinguer des détails plus petits. Cette limite de
diffraction a été dépassée dans le début des années 2000 par I'arrivée de nouvelles technigques
dites de super-résolution optique, comme le STED, le SIM ou encore les techniques de
localisation (PALM, STORM). Elles offrent une résolution spatiale pouvant descendre jusqu’a
guelques nanometres. Par conséquent il est désormais possible grace a la microscopie super-
résolution d’élucider des relations entre |'organisation spatiale, la fonction et la structure des

complexes macromoléculaires.

Ce chapitre se compose de trois parties. Dans la premiére, nous rappelons quelques généralités
sur la microscopie optique de fluorescence et plus particulierement son principe et ses limites.
Dans la deuxiéme, nous détaillons une famille de techniques de super-résolution basée sur la
localisation de molécules individuelles. Les différentes stratégies de fluorescence employées y
seront aussi décrites. Enfin, nous évoquerons la problématique de la localisation latérale et

axiale ainsi que les travaux existants.

2.1. Microscopie optique de fluorescence

2.1.1. Principe et limites

Avec la microscopie optique conventionnelle, la limite du pouvoir de résolution est imposée par
le phénomeéne de diffraction de la lumiere ou principe de Huygens-Fresnel. Ce phénomene est
di a la nature ondulatoire de la lumiére. Il est visible lorsqu’on essaie d’imager une source
ponctuelle (source fluorescente de petite taille, quelques dizaines de nanometres par exemple) a

travers un systéme optique (Figure 2-1).

Adel Kechkar



Microscopie de super-résolution optique
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Figure 2-1 : Limite de résolution optique par la diffraction de la lumiére a travers une ouverture circulaire.

Au lieu d’obtenir une source ponctuelle dans le plan image, on percoit une tache plus grande.
Cette tache de diffraction, connue sous le nom de tache d’Airy (Figure 2-2), est constituée d’une

zone brillante centrale entourée d’anneaux moins intenses.

Figure 2-2 : Tache de diffraction d’Airy en 2 et 3 dimensions.

En pratique, elle définit la réponse impulsionnelle du systéme optique, appelée PSF (de I'anglais

Point Spread Function), dans le cas de systemes linéaires et invariants par translation.

En 2 dimensions, sa formule analytique est donnée par la théorie de la diffraction:

1
h(v,u) =2 [, P(p)]o(vp)p dp 2-1
avecp = —x:y etv = 27r/{VA,/x + y. P est la fonction pupillaire de rayon a, Jy est la fonction de

Bessel d’ordre 0, A la longueur d’onde d’émission et NA I'ouverture numérique de I'objectif.
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Par simplification, la PSF 2D peut-étre approximée par une fonction Gaussienne

bidimensionnelle (Kubitscheck et al., 2000) :

Iy (-Ex0*to-ye?

2 -
Ume 20 2-2

PSF(x,y) =
ou Ip est I'intensité maximale, (xo, ¥o) sont les coordonnées du centre et o est I'écart-type.

Selon la théorie du physicien allemand Ernest Abbe (1873), le pouvoir de résolution du

microscope optique a champ large correspond a la taille de la tache centrale d’Airy, soit :
™y = Sva 2-3

ou A est la longueur d’onde utilisée. Plus I'ouverture numérique est importante, plus la tache

d’Airy est étroite et meilleure est la résolution optique.

La résolution latérale est plus souvent définie selon le critere de Rayleigh comme la distance

minimale en-dessous de laquelle on ne peut pas résoudre deux points proches (Figure 2-3) :

2
Ty = 0.61ﬁ 2-4

Points résolus Points non résolus

e A ™ K_H

®@®
bodb A,

Figure 2-3 : Limite de résolution entre deux points adjacents.

De la méme maniére, la résolution axiale est définie par :

2An
Taxial = NAZ 2-5

ou n est I'indice de réfraction du milieu de montage de I’échantillon.

Le développement de la microscopie confocale (Minsky, 1957, Pawley, 2006) a certainement été
une des révolutions majeures en microscopie de fluorescence. Elle est intervenue dans les

années 80 et a permis une amélioration de la résolution optique axiale d’un facteur ~2.
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Contrairement a l'illumination en champ large, la microscopie confocale consiste a focaliser une
source ponctuelle lumineuse (souvent d’une source cohérente comme un laser) sur I’échantillon
et a rejeter une partie du signal de fluorescence provenant des plans-objets hors foyer par
I'ajout d’un « pinhole » (Figure 2-4). En pratique, le pinhole est placé au foyer optique conjugué
de I'objectif afin de filtrer les photons provenant des plans non-focaux avant d’atteindre le
détecteur. Ce dispositif a permis I'imagerie d’échantillons épais avec une résolution axiale

d’environ 500 nm.

| | détecteur

pinhole

3 laser

échantillon

Figure 2-4 : Principe de la microscopie confocale. Un pinhole est placé au niveau du détecteur permettant de
supprimer les photons provenant des plans situés en dehors du plan focal.

En parallele, la microcopie a déconvolution a été développée pour l'illumination de champ large.
Elle s’appuie sur une approche numérique algorithmique qui consiste a restaurer I'information
contenue dans le flou optique en se basant sur la connaissance de la fonction PSF du systeme
optique. Elle a permis d’améliorer la résolution d’un facteur ~2 dans les 3 dimensions (Agard et

al., 1989, Wallace et al., 2001, Sibarita, 2005).

2.1.2. Fluorescence
Diverses modalités permettent d’imager un échantillon biologique avec la lumiére du visible, les
deux principales sont la transmission (contraste d’absorption, contraste de phase, interférentiel,
...) et la fluorescence. Ce chapitre est consacré a la microscopie de fluorescence, utilisée dans le

cadre de la super-résolution optique.

2.1.2.1.  Principe

Une molécule posséde plusieurs niveaux d’énergie électronique. Elle peut passer d’un niveau a

un autre soit par absorption, soit par émission de lumiére. En ce qui concerne |'absorption,
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plusieurs sources d’énergies sont possibles, telles que le rayonnement électromagnétique (un
faisceau laser par exemple), les réarrangements électroniques ou bien la réaction chimique. On
distingue principalement trois niveaux d’énergie différents : I'état fondamental, I'état singulet

excité et I'état triplet (Figure 2-5).

10-4a101g

Etat excité
Singulet S
BUIES1 . 105210735
Etat excité
triplet T, g
10755 (4 10% 4 107s
10431015 Photoblanchiment
Etat

fondamental S,

y

>

Longueur d’onde A (nm)

Figure 2-5: Diagramme de Jablonski des états énergétiques de la fluorescence. (1) Absorption de photon
d’excitation portant le fluorophore de I'état fondamental S, a I’état excité singulet S;. (2) Fluorescence
produite lors du passage du fluorophore de I'état S, a I'état S; en émettant un photon. (3) Conversion
intersysteme, passage dans l'état triplé. (4) Retour de I’état triplet T, a I'état fondamental S,. (5)
Phosphorescence. (6) Photoblanchiment.

La fluorescence est un phénomene d’émission lumineuse provoqué par l'absorption ou
I’excitation d'une molécule (généralement un photon). La molécule possédant la propriété de
fluorescence est appelée fluorophore. Dans un premier temps, le fluorophore est porté de I'état
fondamental a I'état excité en absorbant un photon (1). La fluorescence est produite lors du
retour de I'état excité a I'état fondamental (2). Ce retour a I'état fondamental s’"accompagne en
général de I’émission d’un photon avec une certaine longueur d’onde décalée vers le rouge, plus
grande que la longueur d’onde d’excitation. La différence entre la longueur d’onde du pic
d’excitation et la longueur d’onde du pic d’émission s’appelle le décalage de Stokes. En
microscopie de fluorescence, on utilise généralement une source d’excitation
monochromatique, telle qu’un laser, un monochromateur, une lampe couplée a des filtres

d’excitation ou encore des diodes. Une molécule peut également passer de I'état excité a I'état
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fondamental sans émettre de lumiére (relaxation non radiative). Ce phénomene est appelé

phosphorescence (5).

Une molécule portée dans un état excité peut subir une réaction photochimique qui la
transforme irréversiblement en une molécule non fluorescente aprés en général plusieurs
centaines de milliers de cycles de fluorescence. Ce phénomene appelé photoblanchiment (6)
nuit en général a la qualité des images en microscopie de fluorescence. Néanmoins, certaines
techniques de fluorescence tirent profit de ce phénoméne, comme le FRAP (Fluorescence
Recovery After Phobleaching), technique tres populaire développée par (Axelrod et al., 1976),
permettant de mesurer la mobilité de molécules dans les systémes biologiques vivants. Une
technique de microscopie de super-résolution optique beaucoup plus récente, la microscopie
PALM, s’appuie sur ce mécanisme de photoblanchiment pour la localisation de molécules

individuelles.

La fluorescence, du fait de I'émission radiative, crée des radicaux libres toxiques pour la cellule
qui peuvent affecter les comportements biologiques étudiés. Par conséquent, il faut la réduire
au maximum en utilisant des puissances de laser appropriées notamment sur cellules vivantes

(Carlton et al., 2010).

2.1.2.2. Caractéristiques photophysiques de fluorescence
Parmi les caractéristiques les plus importantes des molécules fluorescentes, on peut citer :

- Les spectres d’absorption (ou d’excitation) et d’émission, qui sont deux gammes de
longueurs d’ondes lumineuses (Figure 2-6), permettent respectivement a une
molécule fluorescente de passer de I'état fondamental a I'état excité et de retourner
de I'état excité a I’état fondamental.

- Le décalage de Stokes est la différence entre les deux pics des spectres d’absorption
et d’émission. Plus il est important, plus il sera aisé de séparer les longueurs d’ondes
d’absorption et d’émission.

- Le rendement quantique désigne le rapport entre le nombre de photons émis et le
nombre de photons absorbés. Il correspond aussi a la fraction de molécules qui
retournent a I’état fondamental en émettant un photon dans le spectre d’émission. Il

est inférieur a 1 a cause de la perte d’énergie liée a la relaxation non radiative.
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- La durée de vie correspond a la durée moyenne pendant laquelle la molécule reste a
I’état excité. Elle est de I'ordre de la nanoseconde pour la plupart des molécules
fluorescentes.

- Le coefficient d’extinction & se définit comme la probabilité qu’une molécule absorbe
un photon. Plus & est important, plus la fluorescence est intense, a excitation
lumineuse et rendement quantique égaux. Sa valeur est comprise en général entre

5000 et 250 000 cm .M.

Décalage de Stokes
i
= Excitation ! 1
100

e EMission

80

60

Fluorescence normalisée

e »
400 450 ®” 500 @ 550 600

Longueurd'onde (nm)
Figure 2-6 : Spectres d’absorption et d’émission de la protéine de fusion EGFP.
2.1.2.3. Marqueurs fluorescents

La détection optique d’une biomolécule nécessite un marquage fluorescent spécifique. Pour ce
faire, différentes stratégies de marquage existent telles-que I'immunochimie ou la fusion de

protéines.
On peut regrouper I'ensemble des marqueurs fluorescents en trois familles :

- Les fluorophores organiques: ce sont des molécules de synthése composées
principalement de doubles liaisons alternées. Afin d’étre utilisables en biologie
cellulaire, elles sont généralement conjuguées a des anticorps primaires ou
secondaires. Elles représentent, a travers leur spectre d’émission, une palette de
couleurs diverses de la lumiére visible, allant de bleu profond au rouge lointain.

Parmi les plus connus on peut citer les Alexa fluor et les carbocyanines (Tableau 2-1).
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Excitation Emission € Rendement

(nm) (nm) (cm™M™")  quantique
Alexa fluor 488 495 519 71000 0.92
Alexa fluor 568 578 603 91300 0.69
Alexa fluor 647 650 665 239000 0.33
Alexa fluor 750 749 775 240000 0.12
Cy2 489 506 150000 0.12
Cy3 550 570 150000 0.15
Cy5 649 670 250000 0.28
Cy7 747 776 200000 0.28

Tableau 2-1: Caractéristiques de fluorescence de certaines molécules organiques de la famille des Alexa
fluor et des carbocyanines.

- Les protéines fluorescentes : ce sont des fluorophores naturels produits
génétiquement par la cellule elle-méme apres I'introduction du géne de la protéine
fluorescente fusionnée avec la protéine d’intérét. La GFP, issue d'une méduse
Aequorea victoria, était la premiére protéine fluorescente utilisée, en 1994, pour le

marquage cellulaire (Chalfie et al., 1994).

Plusieurs variantes mutantes de la GFP ont été développées afin d’élargir la gamme des

longueurs d’ondes et d’améliorer ses caractéristiques de fluorescence (Tableau 2-2).

Excitation Emission € Rendement

(nm) (nm) (cm™.M") quantique
EBFP 380 440 31000 0.18
ECFP 434 477 26000 0.40
EGFP 488 509 55000 0.60
EYFP 515 529 80400 0.61
mEosFP 505 516 67200 0.64
Kaede 508 518 98800 0.88

Tableau 2-2 : Caractéristiques de fluorescence des différentes variantes de la GFP.

- Les nano-cristaux fluorescents, ou quantum-dots (QD) : ce sont des nanoparticules
de semi-conducteurs de plusieurs couches. Leur taille peut aller de quelques
nanometres jusqu’a quelques dizaines de nanometres. Leurs propriétés de
fluorescence sont ajustables par le controle de leurs dimensions. Ces nano-cristaux
peuvent couvrir pratiquement tout le spectre de lumiére visible avec la particularité
d’offrir un spectre d’excitation trés large et un spectre d’émission trés étroit. lls sont
considérés comme les marqueurs fluorescents les plus performants grace a leur forte
brillance et a leur résistance au photoblanchiment. Par contre, d’'un cceur de

guelques nanometres, le diamétre d’un nano-cristal semi-conducteur fonctionnalisé
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atteint finalement entre 20 et 30 nm, ce qui retreint leur utilisation en imagerie

biologique.

2.2. Microscopie de super-résolution basée sur la localisation de
molécules individuelles

La microscopie de fluorescence a permis I'observation de la cellule et de ses nombreuses
organelles a I'échelle de quelques centaines de nanométres. Néanmoins, ces techniques ne
permettent pas une observation a |'échelle moléculaire de protéines et de structures
macromoléculaires nanométriques a cause de la limite de diffraction. En pratique, si on essaie
d’imager deux marqueurs fluorescents (Figure 2-3) dont la distance est inférieure a la résolution
optique conventionnelle (~ 250 nm), il sera impossible de les distinguer dans le plan image.
Plusieurs nouvelles techniques de microscopie de fluorescence ont été développées
récemment; elles permettent d’augmenter « artificiellement » le pouvoir de résolution,
jusqu’alors infranchissable a cause de la limite de diffraction optique. Connues sous le nom de
microscopie de super-résolution, ces techniques peuvent atteindre une résolution latérale

théorique de quelques nanomeétres.

On peut regrouper les différentes techniques de super-résolution en trois catégories, elles-

mémes regroupées en deux familles : les déterministes et les stochastiques.

- La microscopie STED (STimulation Emission Depletion) est la premiére méthode
déterministe a avoir été mise au point. Publiée par Stefan Hell en 1994 (Hell and
Wichmann, 1994), elle consiste a réduire la taille de la tache d’Airy en introduisant un
laser de déplétion en forme de «donut» partiellement superposé au laser
d’excitation, empéchant les fluorophores d’émettre des photons (Figure 2-7B).
L’acquisition des données se fait par balayage de I'échantillon par les 2 faisceaux,
comme pour la microscopie confocale. Cette méthode a permis une amélioration
considérable de la résolution latérale en atteignant quelques dizaines de
nanometres. De méme, la résolution axiale peut étre améliorée jusqu’a environ 125
nm avec un « donut » 3D.

- Dans la méme famille, la microscopie SIM (Structure Illumination Microscopy), a été
introduite par Mats Gustafsson en 2000 (Gustafsson, 2000). Le SIM est une technique
de champ large dans laquelle un motif d’illumination périodique est superposé sur
I’échantillon afin de générer des interférences de Moiré. Ce motif est translaté et
tourné en plusieurs étapes pour chaque acquisition d’une image. L'image finale est

Adel Kechkar



Microscopie de super-résolution optique
reconstruite informatiquement a partir des images intermédiaires. Cette méthode a
permis de diviser la limite de résolution optique latérale et axiale par 2 (Figure 2-7A).
Son gros avantage est qu’elle ne nécessite pas de fluorophores particuliers. La
microscopie SSIM (Saturated Structure Illumination Microscopy) (Gustafsson, 2005)
est une technique dérivée du SIM en prenant en compte la fluorescence non-linéaire,
de maniére similaire a la microscopie STED. Des résolutions latérales inférieures a 50
nm ont été obtenues avec cette technique.

- Les méthodes stochastiques sont, quant a elles, basées sur la localisation d’un grand
nombre de molécules individuelles activées séquentiellement (Figure 2-7C). Elles ont
émergé en 2006 avec le PALM (PhotoActivation Localization Microscopy) (Betzig et
al., 2006, Hess et al., 2006) puis le STORM (Rust et al., 2006). Cette famille de
techniques se base sur le principe, exploité depuis les années 80 dans les techniques
de suivi de particules individuelles (SPT), qu’il est possible de déterminer
informatiquement la position d’'une molécule individuelle isolée dans le plan image

avec une précision bien inférieure a la limite de résolution optique.
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Figure 2-7 : Schéma des principales méthodes de super-résolution optiques. (A) Microscopie SIM. (B)
Microscopie STED. (C) Microscopie par localisation (PALM/(d)STORM, ...). (Maglione and Sigrist, 2013).
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2.2.1. Principe de fonctionnement des méthodes de localisation

Prenons le cas d’un marqueur fluorescent isolé observé en microscopie de fluorescence : méme
s’il a une taille de quelques nanometres, la diffraction de la lumiére fera que son image, un
disque d’Airy, aura un diameétre apparent d’au minimum ~ 250 nm (Figure 2-1). Dans le cas idéal,
la position (x, y) du maximum d’intensité de la tache de diffraction donne la position de ce
marqueur. Néanmoins, I’échantillonnage et le bruit des images ne permettent pas d’obtenir
aussi facilement ses coordonnées. Ces derniéres doivent alors étre estimées par des algorithmes
de localisation. La précision avec laquelle cette position peut étre déterminée dépend
principalement du rapport signal sur bruit et donc du nombre de photons collectés pour chaque
marqueur individuel, mais également de I'algorithme de localisation. Dans le meilleur des cas, il
est possible d’atteindre des précisions de quelques nanometres (Betzig et al., 2006, Selvin et al.,

2007).

A cause de leur taille apparente, la séparation de deux marqueurs fluorescents ne peut se faire
que s’ils sont séparés de 250 nm au moins, méme si leur taille réelle n’est que de quelques
nanometres (Figure 2-3). Considérons maintenant plusieurs molécules fluorescentes de 1 nm
situées a l'intérieur d’un cercle de diamétre inférieur au pouvoir de résolution. L'observation
simultanée de I'ensemble de ces marqueurs par microscopie a fluorescence donnera une seule
tache de diffraction. Si par contre toutes ces molécules sont observées séquentiellement les
unes apres les autres, il sera possible de les localiser individuellement avec une précision
nanométrique et ainsi de reconstruire I'image dite de super-résolution. Autrement dit, on doit
contréler leur fluorescence dans le temps et I'espace de maniére a les visualiser séparément.
Pour ce faire, les molécules sont rendues transitoirement et aléatoirement fluorescentes, le
temps de les observer. C’'est possible grace a la nature stochastique de la fluorescence et grace
aux propriétés gqu’ont certains fluorophores d’étre photo-convertibles. Statistiquement, il faut
que dans une surface correspondant a une tache de diffraction, un seul marqueur soit
fluorescent pendant que tous les autres sont éteints. En répétant la procédure un nombre
suffisant de fois (de 10* 3 10° images), la position de tous les marqueurs sera déterminée et

I'image de super-résolution pourra étre reconstruite.

Plus précisément, a un temps donné (t;), un seul marqueur au maximum doit étre visible
(fluorescent) a l'intérieur d’un cercle de rayon au minimum 250 nm, afin de déterminer sa
position. A un autre temps (t,), on visualise un autre marqueur et on détermine a nouveau sa

position, et ainsi de suite (ts, ... t,). On peut ainsi reconstruire une image de I'objet observé avec
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une résolution proportionnelle a la précision de localisation de chaque marqueur fluorescent,
soit quelques nanometres (Figure 2-8). Plusieurs centaines de milliers de localisations peuvent
étre nécessaires a la reconstruction de I'image de super-résolution d’un échantillon biologique
avec la densité adéquate. Le contrble stochastique de la fluorescence des fluorophores est

réalisé grace a I'utilisation de lasers d’activation et de lasers d’imagerie.

Le principe de la microscopie de super-résolution par localisation de molécules individuelles peut
se résumer en trois étapes séquentielles répétées : fluorescence, localisation et reconstruction,

comme illustré dans la Figure 2-8.

1- Fluorescence 2- Localisation 3- Reconstruction

Image épifluorescence Image super-résolution

Figure 2-8: Principe de la microscopie de super-résolution basée sur la localisation de molécules
individuelles. L’image finale de super-résolution est obtenue en répétant plusieurs dizaines de milliers de fois
les trois étapes séquentielles : fluorescence, localisation et reconstruction.

Ce principe a pu étre appliqué suite a la découverte de nouveaux marqueurs fluorescents dont
les propriétés de fluorescence peuvent étre contrdlées grace a la lumiere (voir détails ci-
dessous). Le pouvoir de résolution de I'instrument n’est pas amélioré intrinsequement car on ne
peut pas s’affranchir de la diffraction de la lumiére. Néanmoins, la microscopie de super-
résolution par localisation permet de reconstruire des images en 2 et 3 dimensions avec une
précision nanométriqgue. Un avantage majeur de cette technique, comparativement aux
techniques déterministes introduites précédemment, c’est qu’elle ne nécessite pas de systeme

optique complexe. Un simple microscope a champ large, de préférence a ondes évanescentes
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(TIRF), convient (voir chapitre 2.2.3). Une des difficultés réside néanmoins dans le processus de
localisation et de la gestion de la grande quantité d’images générées par ces méthodes de
localisation. La Figure 2-9 présente une des premiéres images de super-résolution obtenues par

la technique PALM (Betzig et al., 2006).

Figure 2-9 : Images de lysosomes (protéine CD63) de cellules COS7 observées a I'aide de la microscopie de
fluorescence classique (A) et a I'aide de la microscopie de super-résolution par localisation de fluorophores
photoactivables PA-FP Kaede (B, C, D) ; la précision de localisation d’une molécule est de I'ordre de 20 nm.
(Betzig et al., 2006).

2.2.2. (f)PALM, (d)STORM, GSD, ...

Toutes les techniques stochastiques sont basées sur le méme principe de localisation introduit
précédemment. La différence entre les techniques PALM, STORM, etc., consiste dans le type de

marqueurs fluorescents et leurs mécanismes de fluorescence.

- (f)PALM : cette technique se base principalement sur ['utilisation de protéines
fluorescentes de fusion qui ont la propriété de pouvoir changer leurs spectres
d’excitation et d’émission. Ces marqueurs existent principalement sous deux formes :

o Les protéines photoactivables : Les protéines fluorescentes photo-activables

ont deux états possibles : I'état non fluorescent (éteint) et I'état fluorescent
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(Figure 2-11A). Deux lasers de longueurs d’ondes différentes sont
nécessaires, I'un, d’'une trés faible intensité dans le proche UV (405nm de
I'ordre du pW/cm?), pour la photoactivation du marqueur; l'autre a la
longueur d’onde appropriée (de I'ordre du mW/cm?) pour son excitation
effective dans son état fluorescent et son photoblanchiment. Le passage de
I’état non fluorescent a I'état fluorescent est irréversible. La premiére
protéine fluorescente de cette famille est la PA-GFP (Patterson and
Lippincott-Schwartz, 2002).

o Les protéines photoconvertibles : contrairement a la premiére forme de
protéines fluorescentes, celles-ci possédent deux états fluorescents : un état
fluorescent natif (par exemple vert) et un état fluorescent activé (par
exemple orange ou rouge). La photoconversion de I'état non activé a I’état
activé se fait de maniére irréversible par I'intermédiaire d’un laser de faible
intensité dans le proche UV (Figure 2-11B). Les protéines Kaeda, Eos et

Dendra représentent les marqueurs les plus utilisés de cette famille.

L'ajustement de lI'intensité des lasers d’imagerie et la vitesse d’acquisition permet de voir
les molécules individuelles sur plusieurs images avant leur photoblanchiment. La
technique de sptPALM (Manley et al., 2008, Manley et al., 2011, Heidbreder et al., 2012),
combine les techniques de suivi de protéines individuelles (SPT) et de PALM. Apres
I’étape de localisation, les coordonnées des molécules sont reliées entre elles en fonction
de leur proximité spatiale et temporelle dans le but de construire des trajectoires de
protéines individuelles. En plus des informations de localisation offertes par la technique
de PALM, il devient alors possible d’extraire une cartographie de la dynamique des

biomolécules marquées (Figure 2-10).
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Epifluorescence

sptPALM-Intensity ; - ? : ..:sptPALM-DIffuslon

Figure 2-10 : Images d’épifluorescence et de super-résolution en utilisant la technique sptPALM exprimant
EOS::GluA1l dans des neurones vivants en culture (gauche). Cartographies des trajectoires et des coefficients
de diffusion (droite). (Nair et al., 2013).

- STORM\(d)STORM\GSDIM : Ces techniques emploient des molécules synthétiques
telles que les Alexafluor et les carbocyanines. Ces marqueurs organiques sont
photocommutables (Figure 2-11C), c’est-a-dire qu’ils peuvent alterner
réversiblement entre |'état excité et I'état fondamental. La microscopie STORM dans
sa version initiale (Rust et al., 2006) emploie une paire de fluorophores: un
activateur (Cy3) et un récepteur (Cy5). Une fois le fluorophore activateur excité, son

émission permet de réactiver le fluorophore récepteur photocommutable.

L'imagerie avec un simple fluorophore a été rendue possible grace au dSTORM
(Heilemann et al., 2008) et au GSDIM (Folling et al., 2008). Une fois le fluorophore
porté de I'état fondamental Sy a I'état excité Sy, il y a deux facons de le ramener a
I’état Sp : la fluorescence classique a partir de S, (Figure 2-5(2)), ou la transition par
un état triplet (Figure 2-5(4)). Cet état triplet étant tres stable par rapport a la durée
de vie de fluorescence (~ns), le fluorophore peut s’y maintenir pendant plusieurs
secondes avant de retourner a I’état fondamental. Une fois toutes les molécules
passées a |'état triplet par absorption d’une forte puissance lumineuse (de I'ordre du
kW/cm?), il devient alors possible de conserver uniquement une petite fraction de
molécules individuelles fluorescentes. En pratique, I’état triplet peut étre assimilé a
un réservoir de molécules servant a I'approvisionnement pendant I'acquisition. Le
dSTORM favorise le passage de fluorophores organiques a I'état triplet par
I'utilisation d‘un milieu spécifique pour la réduction d’oxygéne (ROXS). L'emploi
d’agents réducteurs ainsi que [l'utilisation d’une puissance laser importante

restreignent exclusivement I'application de cette technique a I'étude de cellules
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fixées. Il est possible d’accélérer le retour depuis I'état triplé vers I'état fondamental

par I'absorption de lumiere dans le bleu (idéalement a 405 nm).

Activation Destruction

A) B
B) Activation
lConversion
Destruction ‘3
Lumiere Destruction

—_— —_—
Q) B

-

Figure 2-11: Mécanismes de fluorescence en microscopie de super-résolution par localisation. (A)
Fluorophores photoactivables. (B) Fluorophores photoconvertibles. (C) Fluorophores photocommutables. E =
état éteint, F = état fluorescent, F = état fluorescent activé, B = fluorophore photoblanchi.

2.2.3. Acquisition

Un élément clef en imagerie de molécules individuelles est le contraste avec lequel chaque
molécule sera imagée. Il est donc crucial de collecter un maximum de photons issus des
molécules dans le plan focal tout en réduisant au maximum le fond lié aux molécules
fluorescentes situées hors du plan focal. En illumination a épifluorescence champ large (Figure
2-12A), les molécules en dehors du plan focal vont générer un signal de fond et ainsi réduire
considérablement le contraste des molécules individuelles dans le plan d’acquisition.
L’élimination de la fluorescence parasite en dehors du plan focal améliore le rapport signal-sur-
bruit (SNR), et par conséquent la précision de localisation. Divers mécanismes sont employés en
microscopie de fluorescence a champ large dans le but de limiter I'excitation et la détection de
marqueurs dans un plan de I'échantillon. La microscopie de fluorescence par réflexion totale

interne (TIRFM) (Axelrod, 2001) est la plus utilisée en microscopie de localisation.

La microscopie TIRFM exploite les propriétés uniques des ondes évanescentes qui se générent
dans une région fine de I'échantillon immédiatement adjacente a l'interface entre deux milieux
d’indices de réfraction différents (Figure 2-12B), I’échantillon en milieu aqueux d’une part et la

lamelle de verre d’autre part.
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Figure 2-12 : Différents modes d’imagerie pour I'acquisition de molécules uniques. (A) Champ large. (B) TIRF.
(C) Oblique.

La microscopie TIRFM se base sur un phénoméne physique bien établi appelé réflexion totale
interne. A partir d’'un certain angle incident (angle critique), le faisceau d’excitation subit une
réflexion totale. A cet angle critique, une onde évanescente se propage a l'interface verre/eau,
excitant les fluorophores sur une centaine de nanométres a proximité de cette interface, avec
une intensité exponentiellement décroissante. Ce mode d’illumination permet de réduire le fond
efficacement, seuls les fluorophores situés exclusivement a cette interface étant activés. La
microscopie TIRFM constitue un outil idéal pour I'étude de mécanismes et de dynamiques de
protéines membranaires. Elle est couramment employée en microscopie de super-résolution par

localisation.

Néanmoins, la microscopie TIRF reste limitée a I'étude en 2 dimensions, ce qui reste trés
restrictif. Il est possible d’utiliser la microscopie a illumination oblique (Giannone et al., 2010). En
décalant légerement le laser focalisé sur la pupille arriere de I'objectif a I'intérieur par rapport a
I'angle critique utilisé, le faisceau laser traversera I’échantillon suivant un angle de quelques
degrés (Figure 2-12C). Ainsi, les fluorophores seront excités par une fine feuille de lumiére, d’'une
épaisseur d’environ 1 um en fonction de I’'angle utilisé. Les fluorophores situés en dehors du plan
focal ne seront pas excités, réduisant fortement le fond. Cette technique est idéale pour faire de

la localisation en 3D.
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2.3. Problemes de localisation de molécules individuelles

L’étape de localisation en microscopie de super-résolution de molécules individuelles constitue
une étape cruciale. En effet, la précision de localisation conditionne la résolution finale de
I'image reconstruite. Avant tout il est important de bien distinguer la précision de localisation p
de la résolution r. La précision de localisation est définie par I'erreur quadratique moyenne

entre la position réelle d’'une molécule et I'estimation numérique de cette position :
_ 2y1/2
p = {((2x)*)" 2-6
Dans le cas le plus fréquent ou la distribution de cette erreur suit une loi normale, la relation
entre la précision de localisation et la résolution est définie comme la distance permettant de
séparer 2 molécules :
r=23p 2-7

ol r représente alors la largeur a mi-hauteur (FWHM) de la distribution Gaussienne de I'erreur
de localisation. La Figure 2-13 illustre la différence entre la résolution (A) et la précision de

localisation (C).

(A)

Fluorescence
(Photons)

x-Dimension -Dimension
(Nanometers) -500 anometers)

0 0
Centroid x Centroid y
(Nanometers) 60 (Nanometers)

Figure 2-13: Précision de localisation et résolution. (A) Profil d’intensité de I'image d’une molécule
fluorescente individuelle. (B) Distribution des barycentres issus de plusieurs localisations du méme
fluorophore. (C) Profil d’intensité de la distribution des localisations.
(http://www.microscopyu.com/articles/superresolution/stormintro.html).

L'étape de localisation consiste a déterminer les différents parameétres associés a la position

d’une molécule isolée (x, y, z et intensité). En microscopie de fluorescence, I'image d’une source
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ponctuelle est déformée par plusieurs facteurs tels que la PSF, la pixellisation (échantillonnage),
le bruit (de photons et électronique) et le fond (fluorescence hors du plan focal, auto-
fluorescence, ...). La Figure 2-14 illustre les différentes déformations subies par le signal
provenant d’'une molécule fluorescente. Toutes ces dégradations altéerent significativement la

précision avec laquelle les molécules seront localisées.

_>n_>

Source ponctuelle Disque de PSF Echantillonnage
isolé (10nm) (r=250nm)

1pm

Figure 2-14 : Déformation de I'image de la source ponctuelle lumineuse lors de I’étape d’acquisition a travers
un microscope. Le signal de fluorescence émis par un fluorophore est déformé par plusieurs facteurs tels que
la PSF, I’échantillonnage et le bruit photonique et électronique.

D’autres types de dégradations, comme les aberrations optiques, peuvent également dégrader
la précision de localisation. On peut citer par exemple les aberrations sphériques liées au
changement d’indices de réfraction entre la lamelle et le spécimen. Elles peuvent introduire des
déformations du signal (Figure 2-15), réduisant son intensité du signal dans le plan de
focalisation. L'optimisation du milieu de montage de I'échantillon et de I'indice de réfraction de
I'huile d’immersion est indispensable pour réduire leurs effets (Olivier et al., 2013). Ces
aberrations peuvent également provenir de lamelles d’épaisseur non idéale. Dans la pratique, il
est indispensable de contréler et optimiser la qualité de la PSF de maniére a optimiser la

précision de localisation.

Figure 2-15: Exemple type d’aberrations sphériques liées aux non concordances entre les indices de
réfraction des différents milieux ou a l'utilisation d’une lamelle de mauvaise épaisseur. A gauche, la présence
d’aberrations sphériques, visible par une rupture de la symétrie axiale de la PSF, réduit I'intensité du signal
dans le plan focal. A droite, PSF théorique idéale.
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Dans le paragraphe suivant, nous allons nous focaliser principalement sur I’échantillonnage et le

bruit.

2.3.1. Détection du signal
La microscopie de localisation a tiré profit des derniers progres technologiques, notamment en
ce qui concerne les détecteurs. Avec I'arrivée des caméras EMCCD, a trés haute sensibilité, la
détection de molécules individuelles est devenue de plus en plus performante. En effet, leur
efficacité quantique - rapport entre le nombre de photons collectés par la caméra et le nombre
de photons incidents sur la caméra - avoisine les 90%. Cela permet également la détection de
trés faibles signaux de fluorescence, ce qui peut étre le cas pour |'observation de molécules
individuelles. La technique d’amplification électronique du signal avant sa lecture permet la
réduction du bruit de lecture, ce qui est un autre avantage. Cette famille de caméras offre une
résolution temporelle relativement bonne, qui peut aller jusqu’a 20 MHz pour les modéles les
plus récents, compatible avec la plupart des applications de microscopie de localisation. Sa
technologie de transfert de frame (FT) lui permet d’étre utilisée en streaming, parallélisant les
étapes d’exposition et de lecture et offrant la possibilité d’acquérir des images a la fréquence
maximale de la caméra (par exemple a 50 images par seconde avec 20 msec de temps

d’exposition par image).

L’échantillonnage spatial est un élément important en microscopie optique. Selon le théoreme
de Nyquist-Shannon (Shannon, 1949), la taille du pixel optimale dans le plan image (ou pas
d’échantillonnage) doit étre inférieure ou égale a la moitié de la résolution latérale, soit
inférieure ou égale a 110 nm a 520 nm de longueur d’onde d’émission pour les objectifs a forte
ouverture numérique. Néanmoins, il est crucial de collecter un maximum de photons par pixel
pour augmenter le rapport signal sur bruit. Ce dernier critére favorise l'utilisation de grands
pixels. Dans la pratique, on utilisera un pixel au plus proche de la moitié de la résolution. Le
capteur le plus utilisé en microscopie de super-résolution est le capteur EEV-512B. Il possede un
pixel de 16 um de c6té, soit 160 nm dans le plan image avec un objectif 100x. C'est pourquoi, il
est souvent couplé avec un grossissement supplémentaire de 1,5x au niveau de la lentille de

tube pour vérifier le théoreme d’échantillonnage.

Une publication récente (Huang et al., 2013) a démontré la possibilité d’employer une nouvelle
génération de caméra sCMOS, dont le rendement quantique est de ~ 70%, mais dont les
performances en termes de vitesse d’acquisition sont exceptionnelles. A I'aide d’un algorithme

spécifique prenant en compte le bruit de lecture, important et non homogéene avec ce type de
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caméra, il a été possible d’acquérir des images a des fréquences d’acquisition tres élevées de

100 images/seconde pour un champ de 207 x 207 um?.

2.3.2. Sources de bruit
Diverses sources de bruit existent dans les images, venant se superposer les unes aux autres. On
peut distinguer trois principaux types de bruit :

2.3.2.1. Bruit noir

Il correspond au bruit généré par la caméra elle-méme lorsque celle-ci ne recgoit aucune
illumination. Il est lié a I"électronique du capteur, et particulierement a sa réponse thermique.
Pour les caméras EMCCD, il est négligeable grace a leur systeme de refroidissement (~ -80°C).

2.3.2.2. Bruitde lecture

Il intervient lors de I'étape de conversion analogique/numérique du signal. Il est de nature
Gaussienne et proportionnel a la fréquence d’acquisition de la caméra. Grace a I'amplification
électronique du signal des caméras EMCCD, le bruit de lecture est limité pour les forts taux
d’amplification.

2.3.2.3.  Bruit de photon

Il est lié a la nature photonique de la lumiere. Il suit une distribution Poissonienne, c’est-a-dire a
partir de N photons émis en moyenne suite a un phénoméne de fluorescence (si on néglige toute
perte entre la source d’émission et le capteur), la probabilité de détecter n photons au niveau du

détecteur suit la loi de Poisson :
p(n) = N*e N/n! 2-8

La probabilité maximale est obtenue pour n=N, et I'écart type de la distribution est VN. Ainsi, le

SNR lié au bruit Poissonien est VN.
Pour les grandes valeurs de N, la loi de Poisson se confond avec la distribution Gaussienne, soit:
p(n) < e~ (N-m?/2N 2-9

Il est important de rappeler que ces photons seront distribués dans la tache de diffraction du

microscope.
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2.3.3. Localisation axiale de molécules individuelles
Bien que les techniques de microscopie de super-résolution par localisation aient surtout
amélioré la résolution latérale des images, la plupart des organites et des structures cellulaires
ne peuvent étre observés sans prendre en compte une imagerie dans les trois dimensions (x, y,
z). LU'imagerie de fluorescence 3D a été le plus souvent réalisée a I'aide de la microscopie
confocale ou multiphotonique ou la résolution axiale est comprise entre 500 et 800 nm (Zipfel et
al., 2003). La résolution axiale a pu étre améliorée drastiquement jusqu’a environ 100 nm grace

a la microscopie 4Pi et i5M (Hell et al., 1994, Gustafsson et al., 1999).

De nombreuses techniques ont été développées pour I'extraction de la position axiale de

molécules individuelles. On peut les classer en trois grandes familles :

- La premiére famille repose sur la déformation de la PSF en fonction de la position axiale
de la molécule. l’astigmatisme (Holtzer et al., 2007, Huang et al., 2008) est la méthode la
plus populaire. Il est induit par I'ajout d’une lentille cylindrique sur le trajet optique au
niveau de I'émission, de maniere a générer 2 foyers et transformer la PSF d’'une forme
circulaire en forme elliptique non symétrique par rapport au plan de focalisation. La
hauteur et la largeur permettront d’extraire la position axiale des molécules. Différentes
variantes de cette méthode ont été proposées afin de mieux contréler cette
déformation, telles que : la double-hélice (Pavani et al., 2009) ou encore la spirale (Lew
et al., 2011), offrant une profondeur axiale plus importante mais limitant la densité de
molécules.

- La seconde famille, appelée bi-plans (Juette et al., 2008), repose sur l'imagerie
simultanée de deux plans légerement défocalisés I'un par rapport a 'autre, permettant
d’extraire la position axiale de la molécule en fonction de la forme relative de la PSF dans
les deux plans.

- Latroisieme famille, appelée iPALM (Shtengel et al., 2009) pour PALM interférométrique,
s'appuie sur l'interférométrie. Comme pour le 4Pi, deux objectifs sont utilisés pour qu’un
photon émis par I'échantillon puisse interférer avec lui-méme apres avoir été recombiné
avec un séparateur de faisceau. Le rapport d'intensité des images fournit une mesure de
la position axiale de la molécule. Cette méthode offre la meilleure résolution axiale (~10
nm), dépassant méme la résolution latérale (~20 nm), mais reste tres difficile a mettre en

ceuvre et d’'une application restreinte a des objets tres peu épais.
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La Figure 2-16 illustre les trois approches ainsi que le montage optique employé pour chacune

d’entre d’elles.
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Figure 2-16 : Techniques pour la localisation 3D de molécules individuelles. (A) Déformation de la PSF en
fonction de la position axiale de la molécule en différentes formes telles que I'astigmatisme, la double-hélice
et la spirale. (B) Bi-plans. (C) iPALM. (Manley et al., 2011).

Dans tous les cas, plus le nombre de photons collectés est important, meilleure sera la précision
de localisation. Récemment, (Xu et al., 2013) ont mis au point un microscope avec deux objectifs
(similaire au 4Pi mais sans interférence), de maniéere a collecter par le second objectif les

photons perdus, permettant ainsi d’augmenter la précision de localisation d’environ V2 fois.

2.3.4. Algorithmes et précisions de localisation

Depuis la mise au point des techniques de SPT et avec, plus récemment, I'émergence de la
microscopie de super-résolution par localisation, plusieurs méthodes algorithmiques ont été
développées dans le but de dépasser les différents obstacles liés au bruit et a la pixellisation
évoqués précédemment. La connaissance de la PSF du systéme optique est exploitée afin de

déterminer la position et I'intensité de chaque molécule identifiée.

L’approximation Gaussienne de la PSF (2-2) ne prend pas en considération I'effet de pixellisation

de caméra. En général, la formulation suivante est utilisée :

we(x,y) = fAk PSF(u,v)dudv + By, 2-10
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ol Uy (x,y) est I'intensité du pixel k, Biest le fond et I'intégrale est réalisée sur la région A, du

pixel k.

En pratique, I'ajustement Gaussien appliqué sur I'image de molécules fluorescentes individuelles
est la méthode la plus populaire car la plus précise (Cheezum et al.,, 2001). Il existe
principalement deux méthodes pour I'ajustement de la fonction PSF : les moindres carrés non

linéaires (NLLS) et le maximum de vraisemblance (MLE).

- La méthode NLLS s’appuie sur la minimisation de la fonction S pour calculer les

parameétres @ dela PSF:

S = Yk=1Ix — tox)* 2-11
ou [, est I'intensité du pixel k dans les données réelles, pg . I'intensité moyenne du pixel

k obtenue a priori avec la fonction PSFy; du systeme d’acquisition et K le nombre de

pixels utilisés pour I'ajustement.

Le travail de (Thompson et al., 2002) a démontré que la précision de localisation dans le
cadre de la méthode NLLS dépendait principalement du nombre de photons N, du bruit

Gaussien b et de I'échantillonnage a :

2 2 432
((Ax)2> =0'_+a /12 8ma*b

N N a2N2

2-12
ou O est I'écart type de la PSF (2-2). Cette formule est généralement simplifiée comme
suit :

((4x)?) = %2 2-13

- La méthode MLE se base, quant a elle, sur la maximisation de la vraisemblance entre les

données réelles et les données estimées selon la fonction ¢ :

f(9|ll, ......... 'IK) = Zle(lk.ln(‘llgjk) - .“G,R) 2-14

La limite inférieure de Cramér-Rao (Kagan, 2001) permet d’estimer la précision de
localisation théorique de la méthode MLE. Une estimation de cette borne inférieure est

donnée par (Ober et al., 2004) :

Aem
05 = O = ganavac 215

oU A.m, NA,v, A et t sont respectivement la longueur d’onde d’émission du fluorophore,

I'ouverture numérique de I'objectif, I'efficacité quantique du systéme optique, le taux
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d’émission du fluorophore et le temps d’exposition. Le terme YAt correspond au nombre

N de photons détectés par molécule par image.

Selon ces formules, la précision de localisation peut atteindre quelques nanometres lorsque le
nombre de photons détectés par molécule par image est trés grand ; 10* photons permettent

théoriquement d’améliorer la résolution d’un facteur 100 et de descendre en dessous de 10 nm.

Les deux méthodes sont implémentées a I'aide d’algorithmes itératifs. En effet, I'optimisation
des deux fonctions respectives se fait itérativement a partir de valeurs initiales des paramétres.
Le choix de ces valeurs est important pour que l'ajustement converge le plus rapidement

possible vers une solution optimale.

Cependant, ces techniques d’ajustement Gaussien restent trés lourdes en termes de temps de
calcul, et elles peuvent devenir un facteur limitant dans le cas de la reconstruction d’'images de
super-résolution composées de plusieurs centaines de milliers de localisations. De nombreux
travaux ont été proposés récemment afin de respecter le meilleur compromis entre la précision

de localisation et le temps de calcul. Parmi les plus remarquables, on peut citer :

- LivePALM (Hedde et al., 2009): ce travail utilise I'algorithme algébrique de
fluoroBancroft inspiré du systeme de localisation GPS (Global Positioning System).

- QuickPALM (Henriques et al., 2010) : ce logiciel est implémenté comme un plugin
dans la plateforme logicielle Imagel. Il utilise I'algorithme de Hogbom 'CLEAN' pour
I’étape de la localisation.

- L’ajustement MLE (Smith et al., 2010) : I'ajustement Gaussien MLE est optimisé sur le
processeur GPU.

- RapidSTORM (Wolter et al., 2010, Wolter et al., 2012) : une version optimisée de
I’'ajustement Gaussien MLE en utilisant I'algorithme de maximum locaux de Neubeck
et Van Gool.

- Centres de symétrie radiale (Parthasarathy, 2012): l'algorithme des centres de

symétrie radiale est appliqué sur les images de molécules individuelles.

Certains de ces travaux se sont fortement inspirés par d’autres domaines scientifiques tels que
I'astronomie par exemple, confrontée elle aussi a la méme problématique, a savoir : localiser des
étoiles au lieu de marqueurs fluorescents. La plupart de ces méthodes sont basées sur des

algorithmes massivement paralléles, en utilisant soit I'architecture multiprocesseurs, soit des
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cartes graphiques performantes (GPU). Ces implémentations ont permis une réduction

considérable du temps de calcul.

2.3.5. Densité de molécules
Tous ces travaux sont basés sur le principe fondamental que chaque molécule doit étre bien
isolée de ses voisines. Lorsque ce n’est pas le cas, a savoir quand plusieurs molécules sont
fluorescentes dans un voisinage inférieur a la taille de la tache de diffraction, on risque une
erreur importante de localisation, I'algorithme prenant la plupart du temps le centre
géométrique des différentes molécules a proximité. Pour pouvoir étre séparées, les molécules
doivent étre idéalement distantes de plus de 250 nm. Si les molécules étaient organisées de
maniere réguliere avec une distance entre elles de 250 nm, la densité idéale serait de 25
molécules/um?. Malheureusement, la nature stochastique du processus d’activation ne nous

permet pas le contréle déterministe, et la densité idéale moyenne tombe alors a 0,5 mol/pum?2.

Une autre famille d’algorithmes a été récemment introduite, permettant la localisation de
molécules a trés haute densité (> 1 molécule/um?). Il ’agit de ’algorithme basé sur la théorie du
CS (Compressed Sensing) (Zhu et al., 2012) et de I'algorithme DAOSTORM (Holden et al., 2011).
Augmenter la densité permet d’augmenter la vitesse d’acquisition puisqu’il faut
proportionnellement moins de temps pour localiser un nombre donné de molécules.
Néanmoins, ces techniques offrent des précisions moindres par rapport aux techniques a faible

densité, et ne fonctionnent pour l'instant qu’en 2 dimensions.
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3. Méthode de localisation de molécules individuelles par les

ondelettes

Comme nous l'avons décrit dans le chapitre 2.3, les images de molécules individuelles acquises
en microscopie de localisation sont contaminées par diverses sources de bruit. Cela limite la
précision avec laquelle les molécules individuelles sont localisées. Un ensemble de techniques de
filtrage existe dans la littérature afin de réduire le bruit dans les images de fluorescence.
Néanmoins, leur efficacité est peu satisfaisante dans le cadre d’images de molécules
individuelles, car elles affectent le signal et dégradent par conséquent la précision de
localisation. Des techniques de filtrage adaptatif développées plus récemment ont prouvé leur
efficacité a réduire le bruit tout en conservant le signal d’intérét (Boulanger et al., 2008, Carlton
et al., 2010). Mais elles nécessitent des temps de calculs trés longs, ce qui reste encore
incompatible avec la quantité massive de données a traiter par la microscopie de localisation, a
savoir plusieurs dizaines de milliers d’images par cellule. Dans le cas spécifique des images de
molécules individuelles, le signal détecté par une caméra CCD peut étre séparé en deux niveaux
spectralement distincts : le bruit, majoritairement présent dans les hautes fréquences, et le
signal effectif de molécules individuelles. Cette signature spectrale spécifique, couplée a la
dilution du signal, nous a naturellement guidés vers ['utilisation de techniques de multi-
résolution (Starck et al., 1998, Baatz and Schape, 2000). La décomposition en ondelettes est

I’outil mathématique adéquat pour ce genre de problématique.

Dans ce chapitre, nous présenterons une nouvelle approche de localisation de molécules
individuelles basée sur la décomposition en ondelettes. En pratique, I'image initiale est
décomposée en plusieurs images contenant chacune une partie de l'information initiale.
L’objectif est d’isoler le signal provenant des molécules individuelles du bruit, afin de faciliter

I’étape de segmentation et d’extraire les différentes statistiques de localisation.

Ce chapitre s’articule en trois sections. Dans la premiére, nous rappelons brievement le cadre
théorique de la décomposition en ondelettes et son application aux images de molécules
individuelles. Puis nous évaluerons les différentes performances de notre méthode a travers des
données de simulation. Enfin, nous exposerons des résultats obtenus a I'aide de notre méthode

sur des données expérimentales.
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3.1. Décomposition en ondelettes
L’analyse par ondelettes a été introduite au début des années 1980, principalement pour des
applications d’exploration pétroliere. Depuis, les ondelettes n’ont cessé de se développer et de
trouver de nouveaux champs d’application. Elles mettent a disposition un formalisme
mathématique permettant de décomposer n‘importe quel signal (ou image) en une série de
« petites vaguelettes ». La théorie des ondelettes (Mallat, 1998) a fait ses preuves pour de
nombreux type de données. Des algorithmes sont associés a ce formalisme et permettent de

faire ces décompositions rapidement (Starck et al., 1998) .

3.1.1. La transformation de Fourier

La transformée de Fourier est une opération mathématique qui consiste a décomposer une
fonction selon un spectre de fréquences. Elle transforme une fonction f, qui dépend du temps en
une nouvelle fonction F, qui dépend de la fréquence. Cette nouvelle fonction exprime combien
de sinus et de cosinus de chaque fréguence sont contenus dans la fonction initiale. N’importe
qguel signal périodique, méme discontinu, peut se décomposer en une somme de fonctions
trigonométriques (sinus et cosinus) de différentes fréquences. C'est ce qu’on appelle une série

de Fourier. La transformée en ondelettes découle naturellement de la transformée de Fourier.

3.1.2. Définition d’'une ondelette
Une ondelette (Mallat, 1998) est une fonction de L:(R) (espace de Hilbert) intégrable et
suffisamment oscillante pour que son intégrale totale soit nulle. L’énergie d’'une ondelette est
idéalement contenue dans un intervalle fini, et 'ondelette est une fonction nulle en dehors d’un
intervalle fini. Un grand nombre d'ondelettes existent, offrant une grande diversité d'analyse. La
Figure 3-1 illustre deux ondelettes célébres, le chapeau mexicain (Daubechies, 1992) et

I'ondelette de Meyer (Meyer, 1990).
A partir d'une ondelette meére y(x), on définit une famille d'ondelettes y_, (x) par des

opérations de dilatation et translation:

x—b

1 *
\Va'b(x)=\/—a\y( ), (ab)€ RyxR 31

a

ou a est le paramétre de dilatation et b le parameétre de translation.
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A) Chapeau mexicain B) Meyer
Figure 3-1 : Exemples d’ondelettes

3.1.3. Décomposition en ondelettes continues

La transformée en ondelettes continues de la fonction f de L, (R?) avec une famille d’ondelettes

W, , est écrite comme :
Wf(a,b) = J% JWe,@ f(x)dx, (ab)€ RixR 3-2

ou Wf est appelé coefficient d’ondelette a I’échelle a et la position b, et 1/\/(cy,) est un facteur
de normalisation. On peut assimiler cette transformée a une décomposition atomique dont les
atomes sont issus d'une méme fonction, I'ondelette mére, par opérations de translation et de
dilatation. Ainsi, la fonction f peut étre reconstruite a partir de coefficients d’ondelettes sans

perte d’informations comme suit :
flx) = JLC_W ffﬁWf(a, b)y,,@) dadb, (a,b)€ Ry xR 3-3

3.1.4. Décomposition en ondelettes discretes : algorithme a trous

La transformée d’ondelettes rapide (FWT) (Mallat, 1998) est I'algorithme le plus utilisé pour les
signaux discrets et plus particulierement pour les images. Elle se base sur un échantillonnage ou
le parameétre a est une échelle dyadique a =2/,j € Z et le paramétre de dilatation b
devient k.27, k € Z. Cela permet de garder seulement le minimum de coefficients d’ondelettes
nécessaires pour la reconstruction du signal initial. Cette transformée n’est pas redondante, ce
qui est souhaitable pour des applications telles que la compression d’informations.
L'inconvénient majeur de cette transformée est gqu’elle n’est pas invariante en translation.
Pratiquement, considérons deux images de la méme molécule individuelle avec un léger

décalage, leur transformée sera différente.
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Chaque plan d’ondelettes j représente un niveau de détail différent de I'image initiale. Pour une
image de taille N?, son premier plan d’ondelettes de FWT contient N? coefficients tandis gue son
deuxiéme plan est représenté seulement avec N*/4 coefficients. Et comme le premier plan
contient de hautes fréquences (majoritairement du bruit), les fréquences les plus basses,
potentiellement des molécules individuelles, seront représentées par peu de coefficients
d’ondelettes ce qui laisse place a des trous dans les plans supérieurs. Cela pourrait affecter la
précision de localisation de molécules individuelles sachant que la représentation d’une
molécule ne dépend pas de sa position dans l'image. L'algorithme a trous (Holschneider et al.,
1990, Shensa, 1992) a été développé afin de contourner ces limites. Il utilise la méme échelle
dyadique que la décomposition FWT, par contre toutes les positions b sont conservées ce qui
évite le sous-échantillonnage. Ainsi tous les plans d’ondelettes sont représentés par le méme

nombre de pixels que I'image initiale.

Une décomposition en ondelettes discretes transforme l'image initiale f(x, y) en un ensemble de
n plans d’ondelettes : {w;(k)}j=12 - D'aprés I'échantillonnage de I'algorithme a trous et Ia

discrétisation de la formule 3-2, ces plans s’écrivent :

wi(k) = Wf(2/,k) 3-4
Des images intermédiaires, appelées plans lissés {¢;j(k)}j=12 ., sont utilisées, représentant
I'image initiale avec de moins en moins de détails. En effet, chaque plan lissé ¢; correspond a

Iimage initiale lissée j fois. Elles sont utilisées afin de simplifier le calcul des plans d’ondelettes

w; (k) a la résolution j et la position k selon les deux relations suivantes :
¢j(k) = Xrh(Dcj—q (k + 2771 3-5
W](k) = Cj—l(k) - Cj(k) 3-6

ou h est un filtre discret passe-bas. Il est choisi de telle sorte qu’il soit séparable, c’est-a-dire
h,q = hyg * hyg. Cela permet de remplacer une convolution 2D par deux convolutions 1D
successives, offrant ainsi une optimisation en termes du nombre de multiplications nécessaires
pour la convolution par ce filtre. La discrétisation de la fonction échelle continue B-spline de
troisieme ordre (Starck et al., 1998), issue de I'ondelette chapeau mexicain (Figure 3-1A), donne

le filtre 1D passe-bas suivant :

1 1 3 1 1
h=(L 75171 3-7
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L'utilisation de cette ondelette dans l'algorithme a trous est parfaitement adaptée a la
segmentation d’objets isotropes sur différents niveaux de détails (Racine, 2006), dont celui de

molécules individuelles.

En pratique, le plan lissé ¢, est confondu avec l'image initiale. Le plan c; est obtenu par
convolution entre ¢, et le filtre hy = h. ¢, est obtenu par convolution entre ¢, et le filtre
h, = (%6 0 % 0 Z 0 % 0 1—16), qui est une version a trous du filtre h. La Figure 3-2 illustre le

déroulement de la décomposition en ondelettes par l'algorithme a trous sur une image

expérimentale de molécules individuelles. Seuls les trois premiers plans sont calculés.

Image initial

h=Ue Vo35 Ve Mo o
b= (0 1p.0.35:0. 1,0, Mo B

bruit Molécule Détails
individuelle grossiers

Figure 3-2 : Décomposition en ondelettes par I'algorithme a trous appliqué sur une image de molécules
individuelles. Les plans intermédiaires C; sont obtenus en lissant I'image initiale (Cy) j fois par un filtre a trous
d’ordre j. Les plans d’ondelettes sont ensuite calculés selon la formule 3-6. Le deuxieéme plan d’ondelettes
est employé pour la détermination des positions de molécules individuelles.

Il apparait clairement sur I'exemple de la Figure 3-2 que le premier plan d’ondelettes w; contient
majoritairement du bruit, alors que le second plan w, contient le signal de molécules
individuelles. Les petits détails correspondant au signal de molécules individuelles disparaissent

progressivement a partir du troisieme plan.

L'ondelette va exalter les structures qui lui ressemblent dans I'image initiale ; si une partie de
I'image ressemble a I'ondelette, ses coefficients d’ondelette vont étre grands. A l'inverse, les
parties de I'image qui ne ressemblent pas a I'ondelette vont étre filtrées du fait de leurs faibles

coefficients d’ondelettes.
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L’algorithme a trous est suivi par d’autres étapes pour la segmentation et la détermination des

coordonnées (x, y) de chaque localisation de molécules.

3.1.5. Segmentation par seuillage
Une fois le deuxieme plan d’ondelettes calculé, une segmentation par seuillage est appliquée sur
ce dernier. Généralement, nous utilisons un seuil variant entre 0.5 et 2 fois I'écart type du bruit
de fond. Une estimation du bruit Gaussien peut étre calculée automatiquement a partir de
premier plan d’ondelettes (Donoho and Johnstone, 1995). Néanmoins, si le signal utile est
« sparse », ou tres dilué, critére indispensable pour la microscopie de super-résolution par
localisation, I'écart type de I'image initiale est une bonne estimation du niveau de bruit et donc
du seuil a utiliser. Les seuils utilisés pour la segmentation des images illustrées dans la 4°me
colonne de la Figure 3-4 est de 0,5 fois I'écart type de l'image initiale. Cependant, lorsque le
signal de molécules individuelles est tres intense, il influence I'écart type du bruit dans I'image
initiale et dans le 1% plan d’ondelettes, comme on peut le voir sur le SNR 10 de la Figure 3-4. Par
conséquent, cela a pour effet de surestimer la valeur du seuil, ce qui réduit les performances de
localisation aux molécules les plus intenses. Pour éviter ce biais, nous avons implémenté un
algorithme itératif adapté de la méthode statistique du « sigma clipping ». Le seuil est ajusté
dans le second plan d’ondelette en plusieurs itérations : la premiére itération consiste a calculer
I’écart type de I'image initiale et a appliquer ce seuil sur I'image du second plan d’ondelette. Les
pixels correspondant aux molécules les plus intenses seront sélectionnés. Dans les itérations
suivantes, |’écart type est calculé uniguement sur les pixels de I'image sélectionnés avec le seuil
de l'itération précédente, et ceci jusqu’a la derniére itération de I'algorithme. Cette méthode
permet d’ajuster la détermination de I'écart type du bruit dans des régions de I'image ne
contenant pas de signal de molécules individuelles. Sur nos données, qu’elles soient
expérimentales ou simulées, cette méthode converge au bout de trois itérations. La Figure 3-3
illustre le déroulement de cet algorithme sur des données expérimentales au cours des trois

itérations, détaillant I'évolution de I’écart type et du nombre de détections.
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1 jtération 28me jtération 3éme jtération 4%me jtération
o0=400 o=170 o0=159 o=150

30 détections 37 détections 41 détections 41 détections

Figure 3-3 : Détermination automatique itérative du seuil de détection au cours des 4 premiéres itérations.

3.1.6. Algorithme de Watershed
La microscopie de super-résolution basée sur la localisation de molécules individuelles requiert
un grand nombre de localisations afin de reconstruire une image de super-résolution. Pour la
plupart des applications biologiques, et notamment I’étude sur cellules vivantes, il est crucial de
réduire au maximum le temps total d’acquisition. Cela peut étre réalisé de deux maniéres : (i)
augmenter la fréquence d’acquisition et (ii) augmenter la densité de molécules dans I'état
fluorescent. Plus la densité de molécules fluorescentes est élevée, plus la distance moyenne
entre les molécules diminue. Le chevauchement de multiples PSF d{ aux différentes molécules
fluorescentes voisines va induire des erreurs dans la localisation. Quelques algorithmes existent
dans la littérature afin de remédier a cette problématique de chevauchement (Holden et al.,
2011, Huang et al., 2011). Nous avons choisi d’appliquer I'algorithme de ligne de partage des
eaux (Watershed) (Vincent and Soille, 1991) sur le deuxieéme plan d’ondelettes, de maniere a
fragmenter les structures déja segmentées par seuillage et composées de plusieurs particules. Le
principe de cet algorithme est de faire croitre et grossir en paralléle des structures élémentaires
(les minima locaux par exemple) jusqu'a la segmentation entiére de I'image. L'idée consiste a
considérer I'image comme une carte d’altitude qui se remplit d’eaux a partir de différentes
sources placées dans les structures élémentaires. Les niveaux d’eau de toutes les sources vont
monter progressivement et simultanément et on va placer au fur et a mesure des barrages (ou
des lignes de partage des eaux) entre les différents bassins pour empécher le mélange des eaux.

Lorsque I'eau inonde toute la carte, les bassins représentent les structures segmentées.

En ce qui concerne le cas de molécules individuelles, I’algorithme de watershed n’est pas utilisé
pour la segmentation mais dans le but d’améliorer la segmentation par ondelettes afin de

fragmenter des structures contenant plus d’une particule.
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Afin de pouvoir appliquer cet algorithme sur les coefficients d’ondelettes, ces derniers sont
inversés de telle sorte que les pixels les plus intenses décrivent de basses altitudes. Puis, des
minima locaux sont calculés sur le deuxiéme plan d’ondelettes seuillé et inversé. Ensuite, on fait
grossir les structures de ces minima au sein des structurés déja segmentées par le seuillage. Si
une structure segmentée contient n minima locaux, alors elle contiendra potentiellement n
particules. La sur-segmentation est un probléme inhérent de l'algorithme watershed. Son
application sur le second plan d’ondelettes limite la sur-segmentation due au bruit. Néanmoins,
nous avons opté pour accompagner I'ensemble du processus de segmentation d’une étape de
filtrage sur la taille des objets segmentés, garantissant que les particules issues de la
segmentation possedent une taille compatible avec la taille des molécules individuelles, soit au

moins 4 pixels.

3.1.7. Calcul de barycentre

Aprés avoir appliqué la décomposition d’ondelettes et les algorithmes de seuillage et de
watershed sur I'image de molécules individuelles, les coordonnées (x, y) de chaque particule
sont déterminées en utilisant un algorithme de barycentre, ou centre de masse pondéré, sur
I'ensemble des pixels du deuxieme plan d’ondelettes contenus dans chaque structure

segmentée.

1¢" plan 2éme plap
d’ondelettes | d’ondelettes

Segmentation + Watershed

Figure 3-4 : Etapes de localisation de molécules individuelles pour différents niveaux de SNR. L'image initiale
(1° colonne) est d’abord décomposée en deux plans d’ondelettes. Ensuite, le seuillage (segmentation) et
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éme

F'algorithme watershed sont appliqués uniquement sur le 2°me plan d’ondelettes (3
déterminer les barycentres de chaque molécule détectée (5°™ colonne).

colonne) afin de

3.2. Données de simulations

Afin d’évaluer les performances de notre approche basée sur la décomposition en ondelettes,

nous avons réalisé plusieurs jeux de données de simulation réalistes.

- Un ensemble de coordonnées réelles (x, y) de sources ponctuelles isolées ont été
générées aléatoirement dans un intervalle de (]1, 254[ ; ]1, 254]), avec une intensité
et une densité donnée.

- L'image est convoluée par une PSF 2D au profil Gaussien de sigma d’un pixel, soit une
largeur a mi-hauteur (FWHM) de 2,3 pixels.

- Le signal résultant est ensuite échantillonné sur une matrice de 256x256 pixels, avec
un pixel de 100 nm.

- Un fond constant est ajouté simulant le courant d’obscurité.

- Les images sont bruitées par une combinaison de bruit Gaussien et Poissonien

(simulant respectivement le bruit de lecture et le bruit de photons).

Ces simulations ont été effectuées avec plusieurs valeurs de SNR (Kubitscheck et al., 2000) et
densités de molécules : de 2,6 3 10,3 pour le SNR et de 0,1 molécule/um?* a 1 molécule/um? pour
la densité. Ces valeurs couvrent I'ensemble des conditions expérimentales rencontrées en
imagerie de super-résolution par localisation. Les faibles valeurs de SNR refletent les sondes
fluorescentes a faible rendement quantique et les sondes photo-activables utilisées pour le suivi
de particules individuelles (sptPALM) (Manley et al., 2008), deux cas ou le nombre de photons
détectés par particule par image est faible. Les fortes valeurs de SNR sont caractéristiques des
fluorophores organiques utilisés en dSTORM. Pour chaque paire de valeurs de SNR et de densité,
une série de 100 images a été générée. La Figure 3-5 illustre quelques exemples de données
synthétiques pour différentes densités de particules et un SNR de 6.6 (Figure 3-5A) et pour
plusieurs valeurs de SNR & densité constante de 0.1 molécule/um” (Figure 3-5B). La Figure 3-5C
montre des profils d'intensité de PSF de particules individuelles avec différents niveaux de bruit.
A titre de comparaison, la valeur moyenne du SNR de nos données expérimentales de PALM

représentées sur la Figure 3-11 est de 5,3.
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Figure 3-5 : Simulation de molécules individuelles. (A) Exemples d’images de molécules individuelles
simulées avec un SNR constant de 6,6 et une densité de molécules variant entre 0,1 et 1 molécule/umz. (B)
Exemples d’images de molécules individuelles simulées avec une densité de molécules constante de 0.1
molécule/um2 et un SNR variant entre 10,3 et 2,6. (C) Profils d’intensités normalisés d’'une molécule
individuelle (gauche) et les images brutes correspondant (droite) a différents niveaux de SNR.

Nous avons ensuite utilisé les images simulées pour comparer les performances de notre
méthode de segmentation par ondelettes et I'algorithme MTT d’ajustement Gaussien (Serge et

al., 2008) en termes de précision de localisation et de temps du calcul.

3.2.1. Précision de localisation
Nous avons calculé l'erreur de localisation en mesurant la distance euclidienne entre les
coordonnées des particules simulées et les coordonnées de localisation les plus proches dans un
voisinage de 1 pixel. Nous avons défini la précision de localisation comme la valeur moyenne de
I'erreur calculée pour I'ensemble des détections et pour toutes les conditions de simulation (SNR
et densité). La Figure 3-6 illustre les performances des deux méthodes de localisation en fonction
du SNR et de la densité de molécules. Comme prévu, la précision de la localisation est

inversement proportionnelle au SNR et a la densité. La précision de localisation avec les
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ondelettes est comparable a celle de I'ajustement Gaussien, et seulement moins bonne de 10%

en moyenne.
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Figure 3-6 : Comparaison de la précision de localisation entre notre méthode de décomposition en
ondelettes et I'algorithme d’ajustement Gaussien MTT. La précision de localisation est calculée comme
’erreur moyenne estimée sur toutes les positions de molécules détectées pour chaque condition de
simulation. Elle est tracée en fonction du SNR pour plusieurs niveaux de densité de molécules.

La fiabilité de localisation est un autre critere d’évaluation important pour les algorithmes de
localisation. Il s’agit de la capacité de l'algorithme a détecter des particules individuelles dans
une image bruitée sans en manquer aucune ni induire de fausses détections. Lorsqu’une
particule présente dans les données simulées n’a pas de détection correspondante dans les
données analysées dans un rayon de 1 pixel (100 nm), elle est considérée comme un faux
négatif. De méme, un faux positif est défini lorsqu'une particule est présente dans les données
analysées mais pas dans les données simulées dans un rayon de 1 pixel. La Figure 3-7 illustre le
taux des faux positifs (A) et des faux négatifs (B) en fonction du SNR et de la densité. Cette figure
montre que les taux de faux positifs et de faux négatifs sont similaires pour les deux algorithmes,
et qu’ils dépendent fortement du SNR, sauf avec la méthode en ondelettes, ou le taux de faux
positifs reste relativement constant a densité donnée. Il faut noter également que le choix du
seuil minimum pour la segmentation pourrait avoir un impact sur le taux de faux positifs et
négatifs, sans compromettre les performances en termes de précision de localisation et de

temps de calcul.
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Figure 3-7 : Comparaison du taux de fausses détections entre la méthode de décompositon en ondelettes et
'ajustement Gaussien MTT. (A) Taux de faux positif en fonction du SNR pour plusieurs densités de
molécules. (B) Taux de faux négatif en fonction du SNR pour plusieurs densités de molécule.

3.2.2. Temps d’analyse
Un élément majeur en imagerie cellulaire est la capacité d’obtenir des résultats dans le temps le
plus court, idéalement pendant ou juste aprés |'acquisition. C’'est particulierement important
dans les expériences sur cellules vivantes, ol le temps effectif de I'expérience sous le microscope
est limité afin de maintenir des conditions physiologiques optimales pour les échantillons. Un
temps de traitement post-acquisition important peut limiter considérablement les applications
de la super-résolution en biologie, nécessitant |'analyse quantitative de centaines de milliers de
localisations par cellule, et plusieurs cellules par conditions biologiques. Avoir un retour
directement pendant I'expérience permet a l'utilisateur de s’apercevoir au plus vite que
I’'expérience n’a pas fonctionné (pour des raisons qui peuvent étre d’ordre biologique ou
technique), de stopper l'acquisition en cours, de changer de lamelle et d’éviter de stocker et
transférer des giga-octets de données pour les analyser plus tard alors qu’elles sont sans intérét.
En plus du confort d’utilisation, cela permet d’augmenter considérablement la production et la

capacité a faire de I'imagerie de super-résolution en routine.

Nous avons effectué les analyses sur une station de Dell Precision T7500 (deux processeurs quad
Intel Xeon E5520 2,26 GHz et une mémoire vive de 48 Go de RAM), en n’utilisant qu’un seul
processeur. Une comparaison du temps de calcul entre notre méthode d’ondelettes et la
méthode MTT révele une amélioration du temps de calcul d’environ 20 fois. La Figure 3-8
montre le temps nécessaire pour I'analyse d'une série de 100 images, avec une large gamme de
valeurs de SNR et de densités de particules. Ce gain en temps de calcul est constant quelles que
soient les conditions de SNR et de densité. Le temps de calcul augmente pour les deux méthodes
en fonction du SNR et de la densité de particules. Cela est di au fait que les deux méthodes

détectent plus de molécules quand le SNR et la densité augmentent.
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Wavelet vs. MTT (Gaussian) analysis
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Figure 3-8 : Temps de traitement. (A-B) Comparaison des temps de traitement entre la méthode de
décomposition en ondelettes et I'algorithme d’ajustement Gaussien MTT. Le temps total nécessaire pour la
détection et la détermination des positions des molécules individuelles simulées sur une série de 100 images
est représenté en fonction de la densité de molécule pour plusieurs niveaux de SNR (A), et en fonction du
SNR pour plusieurs densités de molécules (B). (C) Comparaison entre la méthode de décomposition en
ondelettes et le logiciel QuickPALM sur une série de 4000 images pour différentes densités de molécule.
Entre deux et quatre processeurs CPU ont été utilisés avec QuickPALM.

Nous avons également comparé l'efficacité de notre méthode avec le logiciel QuickPALM
(Henriques et al.,, 2010), algorithme rapide de référence. Cet algorithme se base sur une
approche de multithreading, qui consiste a partitionner le programme en plusieurs taches
(threads) pouvant étre traitées en paralléle, reliant ses performances au nombre de processeurs
utilisés. Nous avons comparé les deux méthodes sur les mémes données de simulation que
celles utilisées ci-dessus, avec une densité de particules allant de 0,1 a 0,75 moIécuIe/umz et en
utilisant 1 a 4 processeurs pour l'algorithme QuickPALM. Ces tests montrent que notre méthode
est plus efficace pour des densités élevées (> 150 molécules par image), méme avec l'utilisation
de quatre processeurs par le QuickPALM. Pour des densités faibles (< 150 molécules par image),
les deux algorithmes montrent des performances similaires, avec une variabilité en fonction du

nombre de processeurs utilisés. Il est a noter que notre algorithme utilise un seul processeur,

méme avec une architecture multiprocesseur. Néanmoins, étant donné que dans notre
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segmentation par ondelettes les images sont traitées indépendamment les unes des autres, une

implémentation multithreading reste envisageable.

3.2.3. Fonction MTF
Afin de caractériser davantage les résultats représentés ci-dessus, nous avons généré un motif
de test composé de bandes alternatives noires et blanches de largeur variant entre 6 nm et 200
nm (Figure 3-9A). Cette approche est utilisée en radiologie pour déterminer la résolution de
systemes d'imagerie a rayons X (Sprawls, 1995). Nous avons simulé et analysé quatre
configurations différentes de molécules individuelles ol les bandes blanches sont remplies par
des molécules individuelles avec différents paramétres de SNR et de densité (Figure 3-9B).
L'intérét de l'utilisation de ce motif est tout d'abord d’avoir un apercu visuel des résultats de
localisation et d'autre part de pouvoir calculer la fonction de transfert de modulation (MTF) a
partir de l'image de super-résolution reconstruite, ce qui permet d’estimer la résolution sans
disposer du jeu de données de simulation. La fonction MTF(f) est calculée pour chaque
fréquence f du motif test comme le rapport C(f)/C(0), ou C(f) est le contraste d’intensité de la
fréquence f et C(0) est le contraste maximal obtenu pour la plus faible fréquence. Dans la Figure
3-9C, la fonction de contraste est représentée a gauche et la fonction MTF(f) a droite, cela pour
les différentes configurations de simulation. La résolution de Il'image est alors estimée comme

I'inverse de la fréquence de coupure (f.), obtenue pour MTF(f.) = 0.
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Figure 3-9 : Simulation dans un motif test formé de bandes verticales alternatives de largeur comprise entre
200 nm (périphérie) et 6 nm (centre). (A) Motif simulé, idéal (en haut) et reconstruit a partir des données de
localisation simulées (bas). (B) Reconstructions avec la méthode de décomposition en ondelettes pour
différents SNR et densités de molécules. (C) Fonctions de contraste reconstruites a partir des reconstructions
(gauche) et leurs fonctions de transfert (droite).

La fonction MTF confirme le fait que la réduction du SNR et I'augmentation de la densité de
particules a partir d'une configuration optimale (densité de 0,5 molécule/um’ et un SNR de 6.6,
ou la résolution mesurée est estimée a environ 25 nm) réduisent la résolution de I'image de
super-résolution. Ceci est illustré par une perte de contraste pour les lignes de 50 nm, voire de
100 nm dans le cas d'une densité de 1 molécule/um? et d’un SNR de 3. En plus de son aspect
visuel, cette représentation est complémentaire a la simulation précédente et ne nécessite pas

la connaissance de coordonnées de molécules détectées, ce qui la rend plus adaptée pour tout
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utilisateur qui désire tester les performances d’un algorithme donné. En outre, elle permet
également la quantification de I'effet de la densité de molécules détectées sur la résolution,
connue pour étre cruciale en microscopie de super-résolution de localisation (Figure 3-10).
Méme si cet aspect n'a pas été quantifié dans cette étude, il montre que, pour une résolution
donnée, un nombre insuffisant de localisations affecte la fonction MTF de I'image simulée et

donc la résolution.

Molecular Density in Single-Molecule Superresolution Imaging

Fraction of Pixels Measured

4
Pixels/Line

Figure 3-10 : Résolution VS. densité de localisation. Les images sont reconstruites en variant la résolution
(colonnes) et la densité (lignes). Cette figure illustre le lien fondamental entre la résolution et la densité de
molécules. Plus de résolution nécessite plus de densité, ce qui implique un temps d’acquisition plus long. Un
compromis doit étre fait entre la résolution spatiale et la durée d’acquisition afin d’optimiser la
reconstruction. (Shroff et al., 2008).

Enfin, pour chaque condition, nous avons effectué une interpolation linéaire de la fonction MTF
en utilisant seulement les premiers points ou MTF(f)> 15% (seuil au-dessous duquel le contraste
est trop bruité pour étre significatif) pour le calcul de la fréquence de coupure. Les résultats,
résumés dans le Tableau 3-1, sont en accord avec les résolutions calculées précédemment a

partir des coordonnées de simulation.
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SNR 10,3 | SNR 6,6 SNR 3,6 SNR 3 SNR 2,6
0,1 molécule/um2 9,2 nm 13,4 nm 28,9 nm 37,2 nm 47,6 nm
0,25 molécule/um? 10,8 nm 14,7 nm 30,3 nm 38,1 nm 49 nm
0,5 molécule/pm? 13,2 nm 17 nm 31,8 nm 39,6 nm 50,3 nm

(11,9nm) | (20,4 nm)
0,75 molécule/um? 15,7 nm 19,4 nm 33,4 nm 40,9 nm 51,9 nm

1 molécule/pm? 18,4 nm 22,2nm 35,4 nm 42,4 nm 54,8 nm
(15,6 nm) (35,7 nm)

Tableau 3-1 : Résumé de la précision de localisation obtenue avec notre méthode de localisation par
ondelettes pour I'ensemble des simulations, pour différents SNR et densités de molécules. Les valeurs entre
parenthéses représentent la précision de localisation déterminée par la fréquence de coupure de la fonction
MTF.

3.3. Données expérimentales

L'évaluation a partir de ces données de simulation a montré que I'approche de localisation par
les ondelettes ne compromettait pas la précision de localisation ni le nombre de particules
détectées, comparativement a la méthode de référence de I'ajustement Gaussien, tout en

divisant le temps par 20.

Nous avons comparé les performances des deux algorithmes sur des données expérimentales.
Pour cela, nous avons effectué des expériences d'imagerie PALM sur des neurones dissociés
d'hippocampe de rat exprimant I'actine fusionnée a la protéine fluorescente photo-convertible
ABP-tdEosFP. La Figure 3-11A (gauche) montre I'image basse-résolution limitée par la diffraction,
obtenue par l'acquisition de la forme pré-convertie des fluorophores. L'image de super-
résolution a été obtenue a partir de I'acquisition de 50000 images de 50 msec chacune (soit 42
min d'acquisition). Nous avons ensuite analysé les données brutes avec les deux algorithmes et

reconstruit les images de super-résolution (Figure 3-11A milieu et droite).

Les deux algorithmes ont localisé un nombre de molécules équivalent, soit 1 058 886 et 1 092
266 spots détectés respectivement par les ondelettes et le MTT. Le temps total de calcul était
seulement 7,7 minutes avec l'approche des ondelettes, contre 116 minutes avec l'algorithme
d'ajustement Gaussien. Les images de super-résolution reconstruites ne montrent aucune
différence significative. La Figure 3-11B montre la comparaison des profils d'intensités dans |'axe
perpendiculaire a la dendrite entre I'image basse résolution et les reconstructions de super-
résolution effectuées avec les deux algorithmes. Nous avons ensuite analysé le SNR des
fluorophores détectées dans une région contenant une seule épine dendritique (Figure 3-11C).
Dans cette région, un nombre total de 45878 spots individuels ont été détectés a partir de 50000

images en utilisant I'algorithme de segmentation par ondelettes.
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Figure 3-11 : Données expérimentales issues de la microscopie PALM. (A) Images d’épifluorescence (gauche)
et de super-résolution (centre et droite) de neurones dissociées d'hippocampe de rat exprimant l'actine
fusionnée a la protéine fluorescente photo-convertible ABP-tdEosFP. 50000 images de molécules
individuelles ont été analysées ; I'analyse avec la méthode d’ondelettes a pris 7,7 minutes et a localisé
1058886 molécules. L’ajustement Gaussien, quant a lui, a nécessité 116 minutes et a localisé 1092266
molécules. (B) Comparaison des profils d’intensité de la branche de dendrite sélectionnée sur les images (A)
(indiqué par la ligne blanche). (C) Région de 2,65 x 2,65 um’ sélectionnée dans (A) contenant une épine
dendritique ol 45878 molécules individuelles ont été détectées avec la méthode d’ondelettes. En haut, les
particules détectées sont superposées avec I'image de diffraction ; en bas I'image de super-résolution
reconstruite est affichée avec un pixel de 9.6 nm, ou chaque localisation est représentée par un pixel
d’intensité unitaire. (D) Histogramme des SNR calculé pour les fluorophores détectés dans cette région et les
valeurs moyennes de SNR pour 10%, 25%, 50%, 75%, et 100% de détections.
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L’histogramme du SNR (Figure 3-11D) montre son hétérogénéité pour I'ensemble des molécules,
avec une moyenne d’environ 5,3 correspondant a une résolution moyenne de I'ordre de 30 nm
en se référant aux résultats de simulation. On pourrait étre tenté d’augmenter la résolution de
I'image reconstruite en filtrant les localisations en fonction du SNR et en ne conservant que les
localisations les plus précises. Néanmoins, appliquer un tel filtrage se ferait aux dépens de la
densité de localisation, parameétre également important dans le processus de reconstruction

d’images, comme discuté en 3.2.3.

3.4. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons proposé une nouvelle approche pour la localisation 2D de
molécules individuelles, basée essentiellement sur la décomposition d’ondelettes. Nous avons
opté pour I'algorithme a trous pour ses performances et ses capacités a séparer efficacement le
signal de molécules individuelles du bruit. La combinaison avec l'algorithme de watershed
permet de mieux séparer les particules proches les unes des autres. Nous avons ensuite
comparé notre approche avec la méthode de référence de l'ajustement Gaussien sur des
données simulées et expérimentales. L'évaluation des deux approches a été réalisée
principalement selon deux critéres : la précision de localisation et le temps traitement. Notre
approche a des performances de localisation trés similaires a I'ajustement Gaussien tout en
étant environ 20 fois plus rapide. Cela permet d’obtenir des temps de calcul inférieurs aux temps

d’acquisition, ce qui rend une implémentation en temps réel possible.
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4. Localisation de molécules uniques et reconstruction en temps réel

La reconstruction d’une seule image en microscopie de super-résolution de localisation requiert
I'acquisition d'une dizaine de milliers d'images de molécules individuelles, a partir desquelles
plusieurs centaines de milliers de molécules individuelles doivent étre localisées. Par
conséquent, méme avec l'utilisation d’algorithmes rapides, comme la décomposition en
ondelettes présentée dans le chapitre précédent, ces traitements peuvent encore nécessiter une
dizaine de minutes de calcul par cellule. De plus, la microscopie de localisation a I'énorme
avantage de pouvoir déterminer la position axiale des molécules avec des précisions de quelques
dizaines de nanometres (voir 2.3.3). Néanmoins, cette étape ne peut étre utilisée par une
méthode de barycentre comme la méthode en ondelettes, et nécessite en général I'utilisation de

I'ajustement Gaussien, trés lourd en temps de calcul.

Malgré les efforts importants déployés par la communauté pour réduire le temps de calcul, ces
travaux restent limités au traitement post-acquisition, ol les étapes d’acquisition et de
localisation sont dissociées l'une de [l'autre. Cela impligue dans la pratique que

I’'expérimentateur doit travailler en trois étapes :

- Dans un premier temps, il doit faire I'acquisition d’images de molécules individuelles
sur microscope, soit typiquement de I'ordre de 2,5 Go par cellule pour 20000 images.

- Dans une seconde étape, il doit transférer sur un poste d’analyse toutes les données
acquises aprés chaque séance de microscopie, ce qui peut représenter plusieurs
dizaines de Giga-octets pour quelques heures d’enregistrement.

- Enfin, il doit charger séquentiellement toutes ces données sur un ordinateur
d’analyse pour effectuer la localisation et la reconstruction. Dans le meilleurs des cas,
il dispose d’un systeme de traitement par lots, ou batch, lui permettant de traiter
automatiguement toutes les données, soit plusieurs heures de calcul pour un
minimum de temps passé devant 'ordinateur. Malheureusement, la majorité des
logiciels n’offrent pas l'accés a ces modalités de traitement par lot, alourdissant
considérablement le temps passé a I'ordinateur a traiter les séquences d’images les

unes apres les autres.

Dans ce chapitre, nous allons présenter une nouvelle méthode basée sur l'utilisation des
processeurs des cartes graphiques (les GPU pour Graphics Processing Unit) pour la localisation et

la reconstruction en temps réel des images en 2 et 3 dimensions.
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Ce chapitre est composé de trois sections. Dans la premiére, nous présenterons un bref apercu

sur les processeurs graphiques GPU, leur architecture ainsi que leur utilisation. Dans la

deuxieme, nous exposerons notre module de localisation temps-réel WaveTracer. En outre, nous

détaillerons les différentes optimisations faites pour la localisation latérale et axiale. Enfin, dans

la derniére section, nous comparerons notre méthode avec deux autres méthodes qui font

référence dans la littérature a I'aide d’'un nouveau jeu de données de simulation.

4.1. GPGPU

Une carte graphique programmable peut ne pas étre exploitée uniquement dans le domaine du

graphisme car, en plus de sa fonction graphique, elle posséde une fonction calculatrice (Erik,

2008). En effet, étant donné que les GPU derniére génération ont une architecture extrémement

paralléle, étant composés de plusieurs centaines de processeurs indépendants (chacun ayant ses
propres ressources), ils peuvent étre considérés comme une unité de calcul trés puissante
servant méme a alléger le CPU (Central Processor Unit). Ce nouveau domaine, appelé GPGPU,

vise a répondre a la question suivante: « comment utiliser la carte graphique comme

coprocesseur ? ». Plus d’informations sur ce sujet se trouvent sur le site www.gpgpu.org.

Grace a la croissance quasi-exponentielles des performances des cartes GPU depuis le début des
années 2000 (Figure 4-1), plusieurs domaines scientifiques y ont eu recours pour accélérer les
temps de calcul tels que : les simulations nucléaires ou climatiques, la physique, la finance et les
sciences du vivant. Les GPU représentent une solution de calcul simple et efficace avec un tres

bon rapport performances/prix, on peut trouver des cartes GPU trés performantes a des prix ne

dépassant pas 1000 euros.
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Localisation de molécules uniques et reconstruction en temps réel

4.1.1. Architecture du GPU
Les cartes GPU ont une architecture matérielle SIMD (Single Instruction Multiple Data) ; la méme
instruction est exécutée simultanément a plusieurs données. L'ensemble des processeurs du
GPU est organisé en plusieurs étages multiprocesseurs, comportant chacun le méme nombre de
processeurs. Chaque processeur est doté d’'une mémoire rapide et tous les processeurs du
méme étage multiprocesseurs partagent une mémoire locale. Une mémoire globale, plus grande
et moins rapide que les autres types de mémoire, est accessible par tous les processeurs. La
Figure 4-2 illustre cette architecture. A titre d’exemple, la carte graphique Nvidia GeForce GTX

780 comporte 2304 processeurs et 3 Go de mémoire.

Device

Multiprocessor N

Multiprocessor 2

Multiprocessor 1

Instruction
Unit

Figure 4-2 : Architecture d’'un GPU.

4.1.2. CUDA
La société de processeurs graphiques Nvidia a congu un langage de programmation de GPGPU
pour ses propres cartes graphiques, appelé CUDA. CUDA est une architecture logicielle pour la

gestion et le lancement de calculs paralléles sur GPU.

Un calcul porté sur GPU est vu comme étant une grille de blocs dont chacun est divisé en une
matrice de processus paralleles (ou threads) comme illustré sur la Figure 4-3. Un thread
correspond au traitement a appliquer sur les données chargées en mémoire globale du GPU.
Ainsi, plusieurs centaines de threads peuvent étre exécutées simultanément grace a

I'architecture matérielle massivement parallele du GPU.
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Il est important de préciser que tous les d’algorithmes ne sont pas adaptés au portage sur GPU.
L'algorithme doit étre de type local, c’est-a-dire que les traitements effectués sur différentes
données doivent étre les plus indépendants possible les uns des autres. L'opération de
convolution en est le parfait exemple: le calcul de la valeur d’un pixel est complétement
indépendant du calcul des autres pixels de I'image. Elle se préte par conséquent parfaitement a

une implémentation GPU.

Host Device
Grid 1
Kernel 1 Block Block Block
(0, 0) (1, 0) (2,0)
Block .- Block |\ Block
(0, 1) (11) (2,1)
| Gridz2 _,'[ |
Kernel 2 — = » ’,"r ! I'..
] 2 I

- Block (1,1)

Figure 4-3 : Structure d’un programme sur GPU.

4.2. WaveTracer : une nouvelle méthode logiciel pour le traitement
temps-réel des données de localisation

Grace aux performances obtenues avec notre approche de localisation de molécules
individuelles par la décomposition en ondelettes, I'analyse et la reconstruction de I'image super-
résolution en temps réel sont maintenant possibles. En effet, le temps pour traiter une image de
molécules individuelles est compatible avec la cadence des caméras rapides modernes EMCCD.
Dans I'exemple du chapitre 3.3, il a fallu seulement 7,7 minutes sur un ordinateur conventionnel
pour traiter les 50000 images acquises en 40 minutes a la cadence de 20 images par seconde.
Par conséquent, méme en augmentant la cadence d’acquisition par 5 (soit 100 images par
secondes), le temps de calcul reste inférieur au temps d’acquisition. Il devient alors envisageable

de traiter les données en paralléle avec le processus d’acquisition.
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Nous avons développé une solution logicielle, baptisée WaveTracer qui permet la localisation et
la reconstruction en temps réel d’'images de super-résolution en 2 et 3 dimensions. Notre logiciel
a été congcu comme un module additionnel du logiciel MetaMorph, édité par la société

américaine Molecular Devices (http://www.moleculardevices.com/). En pratique, la localisation

de molécules et la reconstruction sont réalisées en paralléle de I'acquisition, ce qui offre aux
expérimentateurs un suivi temps-réel de l'acquisition de données de super-résolution, un
confort de travail et un gain de temps considérable. Nous avons tiré profit du calcul temps réel
pour implémenter également un contréle automatique de l'intensité lumineuse du laser de
photoconversion afin de garantir une densité optimale de molécules tout au long de
I"acquisition. Ce nouveau logiciel tire profit de I'architecture massivement paralléle des GPU, qui
permet d’optimiser le temps de calcul de I'étape de localisation latérale et rend possible la
localisation axiale directement sur le microscope sans nécessiter d’étape de traitement post-
acquisition. Si nécessaire, seules les coordonnées et informations relatives aux localisations

peuvent étre sauvegardées, réduisant considérablement I'espace disque.

Pour résumer, le module WaveTracer offre une optimisation en temps (pas de traitement post-
acquisition), en espace disque (pas d’images sauvegardées) et permet I|'optimisation des
parameétres d’acquisition, tout en offrant a I'expérimentateur un retour en temps-réel sur

I’observation en cours.

4.2.1. Principe

Nous avons mis en oceuvre un systéme optimisé pour la microscopie super-résolution 2D en
temps réel, c’est-a-dire que les étapes de localisation et de reconstruction sont effectuées en
paralléle avec I'acquisition. Ces étapes sont suivies, si besoin, par un traitement post-acquisition
pour la reconstruction 3D. Les statistiques calculées pendant la localisation en temps réel
permettent un contréle automatique de la puissance du laser de photoconversion au cours de
I'acquisition, dans le but d'optimiser la densité de molécules fluorescentes et de compenser le
photoblanchiment. La Figure 4-4A illustre comment l'intensité laser (en bleu) est ajustée a
chaque fois que le nombre de molécules (en vert) descend en-dessous d’une limite inférieure (en
rouge). L'organigramme de notre implémentation est détaillé dans la Figure 4-4B, dont les deux

principales étapes sont listées ci-dessous :

- Les images sont analysées et reconstruites en temps-réel en utilisant I'algorithme de
décomposition en ondelettes décrit dans le chapitre 3. Nous I'avons optimisé en

optant pour une implémentation hybride CPU/GPU. Si la localisation 3D est requise,
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les positions et les intensités de toutes les molécules localisées sont stockées en
mémoire vive.

- La localisation 3D basée sur l'astigmatisme est effectuée juste aprés la fin de
I'acquisition par I'ajustement d’une fonction Gaussienne anisotrope sur une région
de 7x7 pixels centrée autour de chaque molécule localisée en 2D. L'ajustement

Gaussien s’effectue en paralléle sur la carte GPU.
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Figure 4-4 : Architecture du logiciel WaveTracer. (A) Graphe illustrant le controle automatique en temps-réel
du nombre de molécules détectées par image. Le nombre de localisations (ligne verte) fluctue entre un
maximum et un minimum (ligne rouge) définis par l'utilisateur. 1l est controlé par le laser 405 nm (ligne
bleue). Lorsque le nombre de molécules localisées dépasse I'intervalle défini par seuils, la puissance du laser
est ajustée automatiquement afin de maintenir une densité de molécules idéale. (B) Organigramme du
systéeme de reconstruction en temps-réel pour la microscopie de super-résolution. La localisation 2D est
effectuée en temps-réel accompagnée par un contréle automatique du laser en se basant sur les statistiques
calculées au cours de l'acquisition. La détermination des coordonnées axiales est faite a la fin de
I'acquisition. Si un marqueur fiduciaire est présent dans I’échantillon, il sera suivi sur toutes les images
acquises afin de corriger la dérive éventuelle des coordonnées de molécules individuelles dans I'image finale
de super-résolution.

L'implémentation détaillée de ces deux étapes ainsi que du flux de données sont décrits dans les

deux sections suivantes.
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4.2.2. Localisation latérale en temps-réel

Pendant le processus d'acquisition, les images sont stockées temporairement dans la mémoire
tampon de la caméra CCD (Figure 4-5(1)). En mode streaming, chaque image reste dans cette
mémoire tampon pendant un temps court correspondant au temps d'exposition de caméra (soit
moins de 20 msec en pratique). Puis, cette image est transférée dans un espace mémoire dédié
de l'ordinateur et remplacée par l'image acquise suivante. Par conséquent, I'accés, le traitement
et la visualisation des images doivent se faire pendant ce court intervalle de temps pour étre

réalisés en temps-réel.

La Figure 4-5 détaille I'implémentation de notre logiciel WaveTracer pour la localisation 2D et la

reconstruction en temps-réel, dont les principales étapes sont listées ci-dessous :

(1) LUimage est acquise par la caméra CCD

(2) LUimage dans la mémoire tampon est transférée a la mémoire globale du GPU.

(3) L'image est divisée en petites régions de 16x16 pixels avec un léger
chevauchement.

(4) La décomposition en ondelettes est effectuée en parallele sur chaque région
16x16. L'algorithme a trous pour la décomposition en ondelettes discrétes que
nous appliquons utilise des convolutions 1D sur 5 pixels ou chaque pixel peut étre
calculé indépendamment des autres pixels. Cette étape d’ondelettes est donc
bien adaptée a |'architecture massivement paralléle du GPU.

(5) Une fois la décomposition en ondelettes réalisée, le deuxiéme plan d’ondelettes
est reconstruit a partir des sous-images et transféré dans la mémoire du CPU.

(6) Le seuillage et I'algorithme de watershed sont appliqués afin d’identifier les
molécules potentielles et de séparer des molécules adjacentes. Les coordonnées
de localisation et I'intensité de chaque molécule détectée sont ensuite extraites
apres le calcul du barycentre de chaque région segmentée.

(7) La liste de molécules localisées est stockée en mémoire et est utilisée pour la
reconstruction 2D en temps-réel de l'image de super-résolution. Si nécessaire, la
liste des coordonnées est conservée jusqu’a la fin de l'acquisition pour la

reconstruction post-acquisition 3D.
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Figure 4-5 : Flux de données pour la localisation 2D. 1) Pendant I'étape d’acquisition, les images sont
transférées temporairement dans la mémoire tampon de la caméra CCD. 2) L’'image courante est transférée
vers la mémoire du GPU pour le traitement. 3) L'image est divisée en régions de 16x16 pixels. Elles sont
envoyées ensuite aux différents processeurs du GPU. 4) La décomposition des ondelettes est appliquée en
paralléle sur chaque sous-image. 5) L'image du deuxiéme plan d’ondelettes est reconstruite a partir de ces
sous-images. 6) L’'image reconstruite est transférée au CPU pour appliquer le seuillage, I'algorithme
watershed et I'extraction des barycentres. 7) L'image de super-résolution est enfin reconstruite et la liste des
coordonnées des molécules détectées est sauvegardée en mémoire pour la détection 3D.

4.2.3. Localisation axiale post-acquisition
Il existe plusieurs techniques optiques pour la détermination de la position axiale des molécules
individuelles en microscopie super-résolution (voir section 2.3.3). Nous avons opté pour la plus
populaire des méthodes, a savoir I'astigmatisme. En pratique, une lentille cylindrique de focale
environ 2m est introduite dans le systeme optique, entre la lentille de tube et la caméra CCD.

Cette lentille déforme la PSF du microscope, initialement circulaire et symétrique (voir section
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de la position axiale (Figure 4-6A).

Il est nécessaire de réaliser au préalable une calibration afin de déterminer la correspondance
entre la forme de I'ellipse et la position axiale des molécules. Pour cela, des images de billes
fluorescentes réalisées sur différents plans sont ajustées par une fonction Gaussienne anisotrope

de la forme:

2
((X—xo)-COSG —(y—YO)-Sing) _ ((x—xo).si116'+(y—yo).cosB)2

4-1

PSE,(x,y) = Iy exp| —

20,% 2032,

ou (X, Yo) sont les coordonnées de molécule, Iy est son intensité, (oy, 0,) sont la largeur et la
hauteur de I'ellipse respectivement et 8 I'angle de rotation d’ellipse qui est constante.

Puis, les 2 courbes représentant les largeurs (o,) et hauteur (o,) des PSF en fonction de la

position axiale Z sont ajustées par une fonction polynomiale (Figure 4-6B) de la forme :

) A () v ()

ol o, est I'écart type au niveau du plan focal Z = Z,, Z, est la position axiale relative du plan

Z-2Z,
d

Z—Z,
d

Z—Z,

- 4-2

O'(Z):O'O\/l-l--l-(

focale, d est la profondeur de champ de I'objectif et A et B sont des constants empiriques.

L’ensemble du protocole de calibration est détaillé dans I'annexe.
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Figure 4-6 : Détection 3D par I'astigmatisme. A) Déformation de la PSF le long de I'axe optique dans le cas de
I’astigmatisme. B) Courbes de calibration 3D correspondantes.
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Une fois I'étape de calibration du systéme optique réalisée, la détermination de la coordonnée
axiale de chague molécule est réalisée par minimisation entre les parameétres d’ellipse

déterminés par ajustement Gaussien et les courbes de calibration.

L'ajustement Gaussien est une étape trés colteuse informatiquement car il nécessite plusieurs
itérations avant la convergence, ajoutant a cela le nombre de particules a traiter qui peut
dépasser un million par cellule. Il se préte parfaitement a une implémentation GPU car il doit
étre réalisé localement sur une région autour des molécules localisées au préalable par Ila
segmentation en ondelettes, de maniere totalement indépendante des autres régions de
I'image. Afin d’exploiter au mieux le niveau de parallélisme offert par le GPU (plusieurs centaines
de processeurs), nous avons opté pour le traitement simultané d’un trés grand nombre de
molécules correspondant a la totalité des molécules localisées, et non pour le traitement en
temps-réel image par image. Cette approche permet de surmonter les contraintes liées a la
cadence caméra en mode streaming qui empéchent un ajustement Gaussien en temps-réel (voir

Figure 4-10).

A partir des images acquises et de la liste des coordonnées de localisation 2D calculées en
temps-réel, des petites régions de 7x7 pixels centrées sur chacune des coordonnées de
localisation sont transférées au GPU et traitées en paralléle par un ajustement Gaussien
anisotrope. Nous avons utilisé la minimisation NLLS (Non Linear Least-Square) et plus
précisément |'optimisation de Levenberg-Marquardt (Moré, 1978) afin de déterminer la largeur
et la hauteur (agy, 0y) de chaque PSF. Notre choix pour la méthode de minimisation NLLS par
rapport au MLE a été motivé par le fait qu’elles offrent toutes les deux des précisions de
localisation trés similaires, avec un léger avantage pour la méthode NLLS concernant le temps de
calcul (Abraham et al., 2009). Ensuite, la coordonnée axiale de chague molécule est déterminée
par la minimisation de l'erreur quadratique moyenne en utilisant les courbes de calibration
astigmatique Z(oy, 0y) (Figure 4-6B). Cette étape est également réalisée en paralléle sur GPU.
Enfin, I'image 3D de super-résolution est reconstruite a partir de la liste des coordonnées (X, Y, Z,
I). Nous avons utilisé un maximum de 10 itérations pour la minimisation NLLS, bien que la
convergence de l'algorithme soit obtenue en moyenne a partir de la cinquieme itération (Figure
4-7) sur les données de simulation, et cela dans le but d’avoir un intervalle de confiance assez
confortable. Cette rapidité de convergence est liée a la combinaison entre la localisation en

ondelettes et I'ajustement Gaussien. Comme nous lI'avons vu dans le chapitre précédent, la
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localisation en ondelettes donne une estimation trés proche du fit Gaussien, ce qui permet une

convergence trés rapide de I'algorithme de minimisation.
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Figure 4-7 : Convergence de I'ajustement Gaussien anisotrope de I'algorithme de minimisation NLLS sur une
région de 7x7 pixels. Les mesures ont été réalisées sur 1000 localisations simulées avec 200 et 1000 photons

par molécule.
La Figure 4-8 illustre en détail les différentes étapes de la localisation axiale post-acquisition.

Cette implémentation a l'avantage d’effectuer I'ajustement Gaussien de plus d'un million de

molécules en seulement quelques secondes a l'aide d'une carte GPU standard peu co(teuse.
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Figure 4-8 : Flux de données pour la localisation 3D. 1) Les images sont divisées en sous-images de 7x7 pixels
centrées autour des coordonnées des molécules détectées en 2D. 2) L’ajustement Gaussien anisotrope est
appliqué sur chaque sous-image en paralléle sur GPU. 3) La détermination de la position axiale est effectuée
en paralléle sur GPU. 4) La reconstruction 3D est réalisée a partir des coordonnées (X, Y, Z) de toutes les
localisations.

En combinaison avec la localisation 2D en temps-réel et le contréle automatique de l'intensité

du laser de photoconversion, notre méthode outrepasse celles de traitement post-acquisition
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existantes. Elle nécessite d’attendre quelques secondes seulement apres l'acquisition pour

obtenir la reconstruction 3D de I'image de super-résolution.

4.2.4. Controle automatique de I'intensité du laser
Afin de garder une densité de molécules optimale tout au long du processus d'acquisition, nous
effectuons un controle automatique de la puissance du laser de photoconversion. Au cours de
I'acquisition, le photoblanchiment va engendrer une baisse progressive de la densité de
localisation en dessous de son optimale, rallongeant le temps nécessaire pour réaliser
I'acquisition. Le contréle automatique va permettre de compenser la baisse de la densité de
molécules par une augmentation du taux de photoconversion, maintenant ainsi la densité de

molécules a son optimale.

Pratiquement, pour chaque image acquise les densités moyennes et maximales de molécules par
sous-régions de 64x64 pixels sont calculées. Si pendant 20 images consécutives la densité reste
au-dessus ou au-dessous d'un seuil fixé a +/- 15% de la densité initiale, I'intensité du laser a 405
nm utilisé pour photoconvertir les molécules est ajustée en conséquence. Le contréle
automatique permet d'optimiser le processus d'acquisition et n’est possible que grace a la
localisation en temps-réel. La Figure 4-9 illustre une optimisation effectuée sur les 3000
premiéres images d'une méme région d’échantillon. La Figure 4-9A montre I'évolution du
nombre de localisations au cours de I'acquisition ; il reste constant avec le contréle automatique,
contrairement a une acquisition sans contréle automatique ou il diminue. Cela est plus
perceptible sur les Figure 4-9C et Figure 4-9D, ou 18000 molécules supplémentaires sont
détectées grace au contrbéle automatique. Le temps nécessaire pour localiser un nombre fixe de
molécules sera proportionnellement plus court avec le controle automatique et par conséquent

I"acquisition plus efficace et optimale.
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Figure 4-9 : Effet du controle automatique du laser de photoconversion. (A) Nombre de localisations en
fonction du nombre d’images acquises avec (bleu) et sans (rouge) le contrdle du laser. Les lignes en pointillé
et continue représentent la tendance respective. Pour plus de visibilité, un point sur 25 est affiché. (B) Image
d’épifluorescence de microtubules marqués avec Alexa-647-Tubuline. (C) Image de super-résolution obtenue
sans le contrdle du laser, composée de 78341 localisations. (D) Image de super-résolution obtenue avec le
contréle du laser, composée de 96298 localisations.

4.3. Données de simulation

4.3.1. Implémentation GPU vs. Implémentation CPU
Nous avons comparé les performances de I'implémentation sur GPU de I'ajustement Gaussien
pour la localisation axiale avec l'implémentation sur CPU. La Figure 4-10A illustre les
performances de chaque implémentation en fonction du nombre de molécules a localiser et de
la taille de région utilisée pour I'ajustement (7x7 et 9x9 pixels). L'ajustement sur GPU est environ
70 fois plus rapide que celui réalisé sur CPU, quelle que soit le nombre de molécules.
L'ajustement Gaussien d’un million de molécules sur une région de 7x7 pixels dure 13 secondes
sur GPU contre 14 minutes sur CPU. Ce gain est di a la nature locale de l'algorithme
d’ajustement et au grand nombre de processeurs disponibles sur la carte GPU, soit 256 pour la

carte graphique Nvidia Quadro 4000 que nous avons utilisée.

Nous avons également évalué la localisation 2D sur GPU et CPU dans I'objectif d’effectuer le
traitement en temps-réel. Comme les données sont analysées image par image pour respecter

les contraintes du temps-réel, nous avons opté pour une implémentation hybride CPU/GPU car
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le GPU est moins adapté pour le traitement de petites quantités de données. La Figure 4-10B
illustre le gain entre I'implémentation hybride et I'implémentation CPU, en fonction du nombre
de molécules localisées. On voit que dans un temps de calcul donné, I'implémentation hybride
détecte deux fois plus de molécules que I'implémentation CPU. Ainsi, en 20 msec, correspondant
au temps disponible lors d’une acquisition a 50 images/seconde, I'implémentation hybride
détecte jusqu’a 570 molécules par image, alors que 250 molécules seulement sont localisées par
I'implémentation sur CPU. Ces performances restent largement compatibles avec les vitesses
d’acquisition offertes par les EMCCD rapides et les densités nécessaires a la microscopie de

super-résolution par localisation.
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Figure 4-10 : GPU vs. CPU. (A) Performances en termes de temps de calcul de I'ajustement Gaussien
anisotrope, avec (lignes continues) et sans (lignes pointillées) utilisation du GPU, pour deux différentes tailles
de région. Un facteur d’accélération d’environ 70 est obtenu avec I'implémentation sur GPU par rapport a
I'implémentation sur CPU. (B) Performances de I'algorithme de localisation en temps-réel (traitement d’une
seule image). La localisation 2D est effectuée image par image en temps-réel sur CPU (ligne verte) et GPU
(ligne bleue). L’ajustement Gaussien sur CPU (ligne rouge) peut localiser uniquement quelques molécules en
50 ms. L’ensemble des algorithmes a été testé sur un ordinateur doté d’un processeur Intel Xeon E5645@2.4
GHz et une carte graphique Nvidia Quadro 4000.

4.3.2. WaveTracer VS. QuickPALM VS. RapidSTORM

Dans ce paragraphe, nous avons testé notre méthode hybride de localisation sur des données de
simulation et comparé ses performances avec deux logiciels open-sources de référence:
QuickPALM (Henriques et al.) et RapidStorm (Wolter et al., 2010, Wolter et al., 2012). Ces deux
méthodes sont basées sur une implémentation multithreading consistant a paralléliser I'analyse
sur plusieurs processeurs en reliant leurs performances au nombre de processeurs disponibles
(cing pour nos tests). Nous n’avons pas pu comparer notre méthode avec une autre méthode
GPU de la littérature (Smith et al.) car elle ne contient que I'étape d’ajustement Gaussien et pas

I'étape de prétraitement. Cependant, cette méthode a été évaluée récemment comme
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légerement moins performante que le logiciel RapidStorm (Wolter et al., 2012) étudié ici.
RapidStorm emploie un mélange des deux algorithmes de minimisation Levenberg-Marquardt et
MLE; QuickPALM s'appuie quant a lui sur l'algorithme de Hogbom ‘CLEAN’ pour identifier les
molécules, suivi par un algorithme de barycentre pour déterminer la position et la forme de

chaque molécule (largeur et hauteur pour localisation axiale).

Pour chacune des trois méthodes, nous avons évalué la précision de localisation, les taux de
localisation (ratio, rappel et précision) ainsi que la vitesse de calcul en mode post-acquisition et
en temps-réel pour la localisation latérale et axiale. Considérons NS le nombre total de particules
de simulation, TP le nombre de particules localisées présentes dans un rayon d'un pixel dans les
données de simulation, FN le nombre de faux négatifs et FP le nombre de faux positifs. Nous
avons utilisé les trois mesures suivantes : ratio = TP/NS, rappel = TP/(TP+FN) et précision =
TP/(TP+FP). Ces mesures ont été réalisées sur des données de molécules individuelles simulées
dans des motifs en forme de rayons du soleil alternant 20 rayures noires et 20 rayures blanches
(Figure 4-11A). Pour les simulations 2D, les molécules ont été placées aléatoirement dans les
bandes blanches. Pour les simulations 3D basées, les molécules ont été placées a l'intérieur des
bandes blanches, chaque bande étant située a une certaine position Z variant entre -500 nm et
+500 nm autour du plan focal. Les bandes 3D consécutives sont séparées axialement de 50 nm
(Figure 4-11A). Nous avons effectué des simulations comprenant des sources ponctuelles isolées
localisées a l'intérieur des rayures blanches et convoluées par une PSF Gaussienne isotrope et
anisotrope pour les cas 2D ou 3D respectivement. Les molécules ont été réparties de facon
aléatoire avec une densité moyenne idéale de 0,5 molécule/um’. Le signal a été ensuite
échantillonné sur une matrice pixélisée de 64x64, avec une taille de pixel de 100 nm respectant
le critere d’échantillonnage de Nyquist dans le spectre de lumiére visible (Figure 4-11C). Enfin,
les images numériques ont été corrompues par une combinaison de bruit Poissonien et Gaussien
simulant respectivement le bruit de photons et le bruit électronique. Afin de tester 'efficacité de
la localisation de chaque méthode pour différents types de marqueurs fluorescents, nous avons
simulé trois jeux de données : 100, 200 et 1000 photons détectés par molécule par image. Pour
chaque configuration, nous avons généré une pile de 30000 images composées de 286665
molécules. Ces reconstructions permettent d'illustrer la précision de localisation et le temps de
calcul pour chaque méthode, pour différents SNR, en 2D et 3D. Les résultats correspondants
sont synthétisés dans la Figure 4-12. La Figure 4-12A détaille les temps de calcul des trois
méthodes. En mode traitement post-acquisition, notre méthode a pris plus de temps que

RapidSTORM car notre localisation 2D est réalisée image par image afin qu’elle soit en temps
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réel. Nous n'avons pas optimisé notre méthode de localisation 2D en utilisant I'architecture
massivement paralléle des GPU, notre objectif principal étant la localisation en temps réel. Notre
méthode permet la localisation d’environ 150 molécules en moins de 10 ms (Figure 4-10B), ce
qui est suffisant pour traiter les images a la volée en mode streaming avec une caméra EMCCD
rapide. Dans le cas 3D, la localisation 2D est effectuée en temps réel et la détermination de la
coordonnée axiale effectuée post-acquisition. Dans cette configuration, notre logiciel
WaveTracer tire pleinement parti des capacités du GPU et surpasse RapidSTORM avec plus de
80000 localisations 3D par seconde. En termes de précision de localisation (Figure 4-12B), les
trois méthodes montrent des performances similaires avec un avantage pour WaveTracer et
RapidSTORM par rapport a QuickPALM, comme illustré sur les reconstructions de la Figure 4-11.
De méme, les taux de détection (Figure 4-12C) sont similaires pour les trois méthodes, avec un
léger avantage pour WaveTracer dans sa capacité a localiser les vrais positifs (ratio et rappel)

méme pour les faibles SNR, grace a la combinaison avec la segmentation par ondelettes.
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WaveTracer

RapidSTORM

QuickPALM

Figure 4-11 : Reconstruction de données de simulation par les trois méthodes logicielles testées. (A) Motif
test 3D en forme de rayons du soleil constitué de 40 rayures noires et blanches alternées, utilisé pour les
simulations en microscopie de super-résolution par localisation de molécules individuelles. Le motif est
d’une épaisseur de 1um et les rayures voisines sont espacées de 50 nm dans la dimension axiale. (B) Image
limitée par la diffraction du motif test. (C) Exemple de molécules individuelles isolées localisées a I'intérieur
du motif test, convoluées par une PSF astigmatique. (D—F) Reconstruction du motif test effectuée par le
module WaveTracer pour 1000, 200 et 100 photons/molécule/image respectivement. (G-1) Reconstruction
du motif test effectuée par le logiciel RapidSTORM pour 1000, 200 et 100 photons/molécule/image
respectivement. (J-L) Reconstruction de motif test effectuée par le logiciel QuickPALM pour 1000, 200 et 100
photons/molécule/image respectivement.
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A Computing speed (seconds) 100 I
2D 3D
Offline |Online

Offline |Online

QuickPALM (5 UCs)
RapidStorm (5 UCs)
WaveTracer (GPU)

B Localization accuracy (nm) 150 I
2D 3D

Nb photons/molecule 75

QuickPALM (5 UCs)

RapidStorm (5 UCs)

WaveTracer (GPU) 0 I

C Localization rate (%)

Ratio Recall Precision

Nb photons/molecule 100 200 | 1000 | 100 | 200 | 1000 | 100 | 200 | 1000

QuickPALM (5 UCs) 749 |¥7s [nas 100 I
2D |RapidStorm (5 UCs)

WaveTracer (GPU)
QuickPALM (5 UCs)
3D |RapidStorm (5 UCs)
WaveTracer (GPU)

50

M

Figure 4-12 : Performances des trois méthodes testées. (A) Comparaison du temps de calcul en mode temps-
réel et post-acquisition, pour la localisation en 2 et 3 dimensions avec notre méthode, QuickPALM et
RapidSTORM. La comparaison a été effectuée a partir de 30000 images contenant 286665 molécules. La
valeur 0* indiquée pour la localisation 2D en temps-réel signifie que la localisation est faite en paralléle avec
I'acquisition et qu'aucun temps de traitement supplémentaire n’est nécessaire. (B) Précision de localisation
en 2D et 3D pour trois conditions de nombre de photons par molécule et comparaison avec les logiciels
QuickPALM et RapidSTORM. (C) Taux de localisation (ratio, rappel et précision) en 2D et 3D pour trois
conditions de nombre de photons par molécule et comparaison avec les logiciels QuickPALM et
RapidSTORM.

4.4. Données expérimentales

Nous avons validé notre méthode de localisation temps-réel sur des marquages de microtubules
dans des cellules COS7 observées en dSTORM. Les microtubules sont des échantillons
biologiques trés souvent utilisés pour tester les méthodes de reconstruction grace a leurs
structures linéaires bien connues. lls ont été marqués avec I’Alexa-647 couplée a la tubuline
(détails dans I'annexe). La Figure 4-13 illustre les reconstructions 2D et 3D obtenues en temps-
réel avec notre méthode. Plus de 1,2 millions de localisations 2D ont été calculées et visualisées

en paralléle du processus d’acquisition. Les 20000 images ont été acquises a la fréquence de 50

images par seconde, nécessitant une moyenne de 3000 localisations par seconde, réalisable sans
Adel Kechkar




Localisation de molécules uniques et reconstruction en temps réel

probléeme méme sans accélération GPU (Figure 4-10). Les localisations axiales n’ont nécessité
guant a elles que 15 secondes apres la fin de I'acquisition. La reconstruction en temps réel de
I'image de super-résolution permet a I'expérimentateur de suivre I'évolution de I'acquisition

(Figure 4-13D et H).

Figure 4-13 : Imagerie de super-résolution temps réel. (A) Image d’épifluorescence de microtubules marqués
avec Alexa-647-Tubuline. (B) Image de super-résolution 2D reconstruite en temps réel a partir de 20000
images et 1,2 million de localisations de molécules individuelles. (C) Image de super-résolution 3D des
microtubules de la figure (A) obtenue seulement 15 secondes aprés la fin d’acquisition. Les couleurs
représentent la position axiale en um. (E) Région d’intérét sélectionnée de la figure (A). (F) Région d’intérét
sélectionnée de la figure (B). (G) Région correspondant a la figure (C). (D), (H) Images intermédiaires
obtenues durant le processus d’acquisition temps réel aprés I'acquisition respectivement de 1000 et 4000
images.

4.5. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté un nouveau systéme optimisé pour la microscopie de
super-résolution par localisation permettant d’effectuer la localisation et la reconstruction de
I'image de super-résolution en 2D et 3D en temps-réel au cours de I'acquisition. Un contréle
automatique de l'intensité du laser de photoconversion est intégré afin d’optimiser la densité de
molécules pendant toute [’acquisition. Notre systéme permet également d’obtenir les
reconstructions 3D directement sur le microscope, grace a une implémentation sur le carte GPU,
offrant des performances jusqu’a 70 fois plus rapides que sur CPU. Cette approche épargne a
I'expérimentateur les limites imposées par les étapes de traitement post-acquisition, a savoir
I'obligation de sauvegarder, transférer et traiter les données. Nous avons ensuite testé et validé
notre solution avec deux logiciels de référence sur des données de simulation 2D et 3D, puis sur

des données expérimentales de microtubules.
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5. Application biologique: composition des sous-unités des

récepteurs AMPA

La microscopie de fluorescence a toujours été largement utilisée en neurosciences pour étudier
les volumes tissulaires in vivo a I'échelle du micron. Elle a permis I'étude approfondie du
fonctionnement du cerveau au niveau des neurones et des circuits neuronaux. Cependant,
I’'organisation a I’échelle moléculaire de la synapse et de ses sites pré- et postsynaptiques restait
jusqu’a récemment inaccessible aux techniques de microscopie de fluorescence a cause de la
limite de résolution de ~250 nm. Récemment, I'émergence de la microscopie de super-résolution
a entierement bouleversé notre capacité d’investigation des mécanismes impliqués dans la
transmission synaptique. Ces nouvelles techniques ont permis de décrire pour la premiere fois
I'organisation et la dynamique de protéines individuelles sur des neurones vivants, avec des
résolutions de 10 a 100 nm. Nous pouvons citer ici quelques travaux majeurs trés récents tirant
profit de ces nouvelles approches, comme la détermination de la structure du cytosquelette
axonal et la zone active cytomatricielle des synapses chez la drosophile (Liu et al., 2011), I'étude
des changements dynamiques dans la morphologie d’épine et de la distribution de I'actine par la
microscopie STED (Frost et al., 2010), I'analyse de la distribution spatiale des récepteurs et des
protéines d’échaudage en synapses a I'aide de la microscopie STORM 3D multi-couleurs (Dani et
al.,, 2010) ou encore l'organisation en nanodomaines des récepteurs AMPA a la post-synapse

(MacGillavry et al., 2013, Nair et al., 2013, Pertsinidis et al., 2013).

D’une maniere générale, de nombreux efforts sont consacrés actuellement a la compréhension
de la mobilité et de I'architecture des complexes protéiques, notamment ceux impliqués dans la
communication neuronale. En effet, les protéines a I'intérieur des cellules sont assemblées en
complexes macromoléculaires réactifs. Les diverses interactions entre ces complexes, et les
changements moléculaires qui en découlent représentent le réseau d'interactions et de
réactivités qui forme la base physique et chimique de la régulation cellulaire. L'analyse de ces
réseaux est au cceur de notre compréhension des fonctions cellulaires. La plupart des
dysfonctionnements cellulaires, a I'origine de certaines pathologies, sont liés a I'absence ou a
I'altération de I'un des partenaires d’'un complexe macromoléculaire. Pour comprendre ces
maladies et éventuellement les combattre plus efficacement, il est essentiel de développer des
outils de mesure permettant de fournir des informations quantitatives sur la stoechiométrie
(comptage des molécules), I'organisation relative (clusters) et la dynamique (interactions) des

différents complexes protéiques.
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La plupart des protéines membranaires sont formées de sous-unités multimériques. La
stoechiométrie d'un complexe protéique est régulée précisément et est fondamentale pour la
compréhension de ses propriétés fonctionnelles. Plusieurs approches ont été développées afin
de mesurer la composition sous-unitaire de ces protéines, comme les méthodes
d’électrophysiologie ou de biochimie. Grace aux récents progrés de la microcopie de super-
résolution optique, il est aujourd’hui possible de localiser, compter et suivre ces biomolécules

avec des précisions nanométriques et des résolutions temporelles de I'ordre de la milliseconde.

Dans ce dernier chapitre, nous nous sommes focalisés sur I'étude des récepteurs AMPA dans les
sites postsynaptiques. Ces récepteurs jouent un réle fondamental dans les mécanismes de
transmission et de plasticité synaptique. Nous avons tenté de déterminer leur stcechiométrie
sous-unitaire a I'aide de la microscopie de super-résolution. Ce chapitre se compose de trois
sections. Dans la premiére section, nous énongons une bréve introduction sur le role et le
fonctionnement des neurones et des synapses. Dans la deuxiéme section, nous présentons des
résultats préliminaires obtenus en microscopie dSTORM 3D sur I'organisation des récepteurs
AMPA et de la protéine auxiliaire PSD95. Enfin, une nouvelle méthode quantitative basée sur la
photo-physique des fluorophores est proposée dans la derniére section pour tenter de
déterminer la stoechiométrie des récepteurs AMPA. Cette méthode sera validée sur des données

de simulation, puis testée sur des données expérimentales.

5.1. Neurones et synapses

La compréhension du fonctionnement du systéme nerveux central (SNC) est depuis toujours
considérée comme un enjeu majeur de la recherche fondamentale en neurosciences. Cet organe
est responsable des fonctions cognitives supérieures telles que I'apprentissage et la mémoire. Le
SNC est constituée d’'un ensemble de réseaux neuronaux ou les neurones sont connectés entre
eux a travers des jonctions intercellulaires spécialisées appelées synapses, comme illustré dans

la Figure 5-1.
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Figure 5-1 : Connexions synaptiques entre deux neurones (http://fr.wikipedia.org/wiki/Synapse)

Le cerveau humain peut compter jusqu’a 10" neurones et 10000 contacts synaptiques par
neurone. La zone de contact synaptique assure le transfert d’'information entre les neurones. Elle
comporte trois compartiments spécifiques : la pré-synapse, la fente synaptique et la post-
synapse (Figure 5-2). La terminaison pré-synaptique contient des centaines de vésicules remplies
de neurotransmetteurs. Lorsque ces vésicules fusionnent avec la membrane plasmique, suite a
I’entrée de calcium issue d’un potentiel d’action, les neurotransmetteurs sont libérés dans la
fente synaptique, un espace d’environ 20 nm situé entre les cellules pré- et post-synaptiques
pour les synapses chimiques. Les neurotransmetteurs libérés se lient alors a des récepteurs-
canaux spécifiques fixés dans la membrane de la région post-synaptique. Une fois activés, les
récepteurs-canaux entrainent des changements de la perméabilité membranaire et la
dépolarisation locale. C’est ainsi que se font la transmission synaptique et la circulation

d’information entre les neurones.

Dans les synapses excitatrices, le glutamate est le principal neurotransmetteur responsable de la
signalisation synaptique. La famille des récepteurs-canaux glutamatergiques (ou ionotropiques)
comporte plusieurs sous-familles comme les récepteurs AMPA (pour acide 2-amino-3-(5-méthyl-
3-hydroxy-1,2-oxazol-4-yl)), les récepteurs NMDA (pour N-methyl-D-aspartate) et les récepteurs

kainates.
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Les récepteurs AMPA sont responsables de la majorité de la transmission excitatrice rapide et
jouent un role important dans la plasticité synaptique qui implique les deux fonctions

cognitives de la mémoire et de I'apprentissage.

5.2. Organisation 3D des récepteurs AMPA et de la protéine auxiliaire
PSD95

Les récepteurs AMPA sont des homo ou des hétéro-tétrameres formés par la combinaison des
sous-unités GluAl, GluA2, GIuA3 et GluA4 (Rosenmund et al.,, 1998). Dans les neurones
pyramidaux de I’hippocampe, on trouve essentiellement a |'état basal des hétéromeres
GluA1/GIuA2 et GIuA2/GIuA3 (Wenthold et al.,, 1996). La fonction des récepteurs AMPA est
fortement liée a leur composition en sous-unités, par exemple, la présence de la forme épissée
de GIuA2 permet de bloquer la perméabilité au calcium des récepteurs. De méme, le
phénomeéne de plasticité appelé potentiation a long terme, mécanisme a la base de la mémoire,
passe par I'apport de nouveaux récepteurs AMPA spécifiguement composés de quatre sous-
unités GluAl. De nombreux travaux montrent que le trafic (Shepherd and Huganir, 2007) et les
propriétés biophysiques (Isaac et al., 2007) des récepteurs AMPA sont liés a leur composition et
donc la détermination de cette composition spécifique est essentielle a la compréhension des

mécanismes moléculaires sous tendant la transmission synaptique.
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Figure 5-2 : Synapse et récepteurs postsynaptiques.

L’adressage des récepteurs AMPA a la membrane de la post-synapse passe par de nombreuses
étapes (Figure 5-2). Nous allons évoquer ici uniquement leur trafic de surface. L'ensemble des
travaux effectués sur le trafic des récepteurs AMPA a mis en évidence, d'une part que les
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récepteurs peuvent changer de comportement en quelques secondes, alternant entre diffusion
libre, confinement et immobilisation (Borgdorff and Choquet, 2002, Tardin et al., 2003) et
d’autre part qu’ils diffusent dans le plan de la membrane plasmique (Ashby et al., 2006, Heine et
al., 2008). De plus, les récepteurs AMPA sont immobilisés aux synapses par leurs interactions

avec la protéine d'échafaudage PSD-95 (Bats et al., 2007).

Une publication récente (Nair et al., 2013) a mis en évidence, grace a l'utilisation de plusieurs
techniques de super-résolution, que les récepteurs AMPA a l'intérieur de synapses sont
organisés en clusters de 70 nm de diameétre environ qui contiennent en moyenne 20 récepteurs
chacun. Les récepteurs AMPA sont stabilisés réversiblement a I'intérieur de ces nanodomaines et
diffusent librement en dehors. En outre, ces nanodomaines sont souvent partiellement
colocalisés avec des clusters plus importants de la protéine d'échafaudage PSD-95. Les résultats
préliminaires que nous allons présenter dans ce chapitre s’inscrivent dans la continuité de cette

derniére publication.

Le développement de la microscopie de super-résolution optique par localisation de molécules
individuelle a permis d’améliorer considérablement la résolution latérale (10-40 nm) et axiale
(40-100 nm) de la microscopie de fluorescence. Nous avons étudié les récepteurs AMPA et la
protéine d’échafaudage PSD-95 en 3D grace a la microscopie de super-résolution dSTORM 3D
basée sur I'astigmatisme. Couplée a une illumination laser en mode oblique (Giannone et al.,
2010) cette technique permet d’observer les cultures de neurones sur une profondeur de 1 um
environ a proximité de la lamelle, idéale pour I'étude de la synapse dont la dimension est de 1
um> environ. Grace a notre solution logicielle présentée dans la section 4.2.3 installée sur un
microscope inversé équipé d’un banc laser de forte puissance avec excitation oblique (voir
I’'annexe pour une description détaillée), nous avons réalisé |'acquisition et la reconstruction des
données 3D de super-résolution. Nous avons utilisé des neurones d’hippocampe fixés dont la
sous-unité GluAl et la protéine PSD-95 sont marquées par des fluorophores organiques. Dans un
premier temps, chaque protéine a été couplée avec le fluorophore Alexa647 et imagée
séparément. Puis, les deux protéines ont été acquises ensemble séquentiellement, la sous-unité
GluAl ayant été marquée avec le fluorophore Alexab46 et la protéine PSD-95 avec le
fluorophore Rhodamine-RedX. Le double marquage nous a permis d’observer les colocalisations
éventuelles entre les deux protéines endogénes a I"échelle nanométrique (voir détails dans

I'annexe).
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5.2.1. PSD95-Alexa647
La Figure 5-3 illustre les résultats obtenus en microscopie dSTORM 3D en utilisant le marquage
PSD95-Alexa647. On peut observer que la protéine PSD-95 est concentrée en clusters de taille
d’environ 500 nm, eux-mémes organisés en sous-clusters d’environ 150 nm (Figure 5-3B) (Nair et
al., 2013), ne pouvant pas étre résolus en microscopie d’épifluorescence classique (Figure 5-3A).
Inversement, la Figure 5-3B nous montre bien que ces clusters sont hétérogenes dans leurs
formes et dimensions. La Figure 5-3C montre des images 3D par projection d’intensité maximale
(xy, xz) de quelques clusters sélectionnés. Il apparait clairement que ces clusters ont, dans
I'espace 3D, des structures relativement homogénes en forme de banane ou de lettre U,

illustrant I'apport crucial de la 3D a ces niveaux de résolution.

Figure 5-3 : Imagerie dSTORM 3D de la protéine PSD95. (A) Image d’épifluorescence des neurones marqués
avec PSD95-Alexa647. (B) Image de super-résolution 2D. (C) Images super-résolution 3D projection
d’intensité maximale de régions sélectionnées dans I'image (B) pour les angles (0°, 45° et 90°).

5.2.2. GluA1-Alexa647

Dans cette seconde expérience, nous avons observé GluAl-Alexa647 en microscopie dSTORM
3D (Figure 5-4). Ces résultats indiquent que les clusters de GluAl, ou nanodomaines, sont
généralement moins gros (en moyenne de 70 nm de diamétre) que ceux de PSD-95 (Figure
5-4B). Cette observation est en adéquation avec les mesures effectuées récemment (Nair et al.,
2013). La 3D confirme que les clusters ne sont pas un effet de projection dans des régions un
peu plus denses en récepteurs. Contrairement a PSD-95, les nanodomaines de récepteurs AMPA
composés de sous-unité GluAl n’ont pas de forme 3D détaillée (Figure 5-4C) car ils ont des
dimensions tres proches de la limite de résolution axiale de notre systéme, estimée a environ 40

nm pour I'Alexa647. Sur ces reconstructions de neurones fixés, on peut clairement identifier des

Adel Kechkar



Application biologique : composition des sous-unités des récepteurs AMPA

récepteurs isolés distribués un peu partout sur la membrane postsynaptique, ainsi que des

nanodomaines plus présents au niveau de la téte de I'épine.

Xz (90"')'

Figure 5-4 : Imagerie dSTORM 3D de la sous-unité GIuAl des récepteurs AMPA marqués avec GluAl-
Alexa647. (A) Image d’épifluorescence. (B) Image de super-résolution 2D. (C) Images de super-résolution 3D
des régions sélectionnées dans Iimage (B) pour les angles (0°et 90°). Les régions en vert et en rouge
désignent respectivement les récepteurs individuels et les nanodomaines.

5.2.3. PSD95-Rhod-RedX/GluA1-Alexa647

Afin de comparer la localisation relative des sous-unités GluAl-Alexa647 et de PSD95-Rhod, nous
avons réalisé de l'imagerie dSTORM 3D en deux couleurs. Ceci est rendu possible grace a
I"utilisation de deux fluorophores ayant des spectres d’excitation et d’émission bien distincts,
mais également grace a la compatibilité des fluorophores a scintiller dans les méme conditions
d’oxydo-réduction (voir détails dans I'annexe). L'image de super-résolution 2D deux couleurs ne
nous permet pas toujours de distinguer si oui ou non il y a colocalisation entre les deux protéines
d’intérét (Figure 5-5A). C’'est néanmoins plus évident sur les images de super-résolution 3D, ce
qui met en évidence une colocalisation partielle entre le GIuAl et PSD95 (Figure 5-5B). Cela
s’explique par le fait que PSD-95 n’est pas la seule protéine d’échafaudage responsable de la

création et de la stabilisation des nanodomaines, conformément aux conclusions du papier (Nair
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et al., 2013). Seule la surexpression de PSD-95 engendre une augmentation importante de la

colocalisation avec la sous-unité GluAl.

C

xy (0°) xz (90°)
500 nm

Figure 5-5: Imagerie dSTORM 3D deux couleurs de la sous-unité GluAl-Alexa647 et la protéine
d’échafaudage PSD95-Rhod en neurones. (A) Image d’épifluorescence. (B) Image de super-résolution 2D. (C)
Images de super-résolution 3D de quelques régions dans I'image (B) pour les angles (0°et 90°).

A travers ces résultats préliminaires, nous avons illustré 'intérét d’utiliser la microscopie de
super-résolution par localisation 3D dans I'étude de I|'organisation de petites structures

moléculaires comme c’est le cas pour les récepteurs AMPA et la protéine d’échafaudage PSD-95.

5.3. Structure des récepteurs AMPA par super-résolution optique : réve ou
réalité ?
Dans ce chapitre, nous nous sommes posés la question de savoir s’il est envisageable, avec les
techniques de super-résolution optiques les plus résolutives, de résoudre la structure
tétramérique des récepteurs AMPA. Plusieurs approches méthodologiques existent dans la
littérature pour I'étude de la composition des récepteurs AMPA dans des organismes modeles.
On peut citer I'utilisation de I'électrophysiologie ou des outils de biochimie comme le western
blot (Lu et al., 2009). Bien évidemment, la microscopie de fluorescence est un outil de choix,
notamment grace a la possibilité de marquer spécifiquement les sous-unités par des anticorps

primaires ou secondaires ou bien par fusion génétique.

Dans les domaines transmembranaires, la distance entre les sous-unités est de I'ordre de 5,5 nm

tandis gu’elle varie entre 9 nm et 14 nm au niveau de I'espace extracellulaire (Sobolevsky et al.,
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2009). Cette échelle n’est bien évidemment pas a la portée de la microscopie de fluorescence
conventionnelle. Néanmoins, c’est une échelle accessible pour la microscopie de super-
résolution optique par localisation de molécules individuelles. La détermination de la
stoechiométrie des récepteurs AMPA ainsi que la localisation de leurs sous-unités apparait

aujourd’hui envisageable.

Nous avons alors essayé d’estimer la stoechiométrie des récepteurs AMPA ainsi que
I'observation nanométrique des sous-unités au sein du méme récepteur AMPA. Aprés avoir
détaillé les différentes méthodes de la littérature pour la mesure de la stoechiométrie des
assemblages biomoléculaires, nous présenterons la méthode que nous avons choisie pour
I’estimation du nombre et la visualisation des sous-unités par récepteur. Cette méthode, basée
sur la photophysique des fluorophores en dSTORM, sera tout d’abord validée a travers des
données de simulation. Puis, nous présenterons des résultats préliminaires obtenus a partir de

données expérimentales collectées sur cellules COS exprimant GluA1-Alexa647.

5.3.1. Revue des méthodes récentes de quantification de stoechiométrie des
récepteurs AMPA

La plupart des protéines membranaires sont formées de sous-unités organisées en multimeétres.
Leur stcechiométrie influence fortement leurs propriétés fonctionnelles, comme nous I'avons
évoqué dans le cas des récepteurs AMPA. Généralement, la stoechiométrie de ces protéines est
estimée en utilisant des analyses biochimiques et macroscopiques fonctionnelles. Parfois, ces
analyses se révelent imprécises comme dans le cas des canaux cationiques contrélés par les
nucléotides cycliques (CNG) dont on a longtemps pensé qu’ils étaient composés de 2:2 sous-
unités CNGA1 et CNGB1 (He et al., 2000) avant que I'on démontre quelques années plus tard
gu’il s’agit en réalité d’'une stoechiométrie de 3:1 des sous-unités CNGA1 et CNGB1 (Zheng et al.,
2002, Zhong et al., 2002). Dans la suite, nous allons discuter les différentes méthodes de
guantification existantes basées sur |'utilisation de molécules individuelles. Contrairement a la
méthode que nous présenterons ensuite, ces méthodes sont globales car elles déduisent la

stoechiométrie a partir du signal de fluorescence et non de la localisation.

5.3.1.1. Comptage d’étapes de photoblanchiment

Cette méthode consiste a déduire la stoechiométrie de protéines membranaires a partir du
nombre d’étapes de photoblanchiment de fluorophores. Elle exige I'utilisation de marqueurs
génétiques fluorescents dont le passage a la fluorescence est irréversible, issues de la famille des

GFPs par exemple, qui garantissent un marquage trés spécifique monovalent de 1:1 avec la sous-
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unité de la protéine d’intérét. Il est crucial que le processus de photoblanchiment des protéines
fluorescentes soit un processus discret ; crucial également le fait que le passage du fluorophore
de I'état fluorescent a I'état noir soit irréversible. Par conséquent l'intensité de fluorescence
d’un complexe protéique marqué avec une ou plusieurs molécules GFP baissera d’une maniere
progressive avec étapes discrétes au fil du temps a cause du photoblanchiment irréversible. Le

nombre d’étapes révele alors le nombre de sous-unités marquées dans le complexe.

La Figure 5-6 illustre l'utilisation de cette méthode pour la mesure de la stoechiométrie des

récepteurs AMPA homo-tétramériques marqués avec GluA1-GFP (Hastie et al., 2013).
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Figure 5-6 : Comptage des sous-unités GIuA1 marquées avec la GFP par les méthodes de photoblanchiment
discret. (A) Image de récepteurs GluA1-GFP dans la membrane d'ovocytes de Xenopus (échelle 2 um). (B)
Evolution de l'intensité de quelques spots dans le temps montrant quatre, trois, deux et une étape de
photoblanchiment. (C) Histogramme du nombre d’étapes de photoblanchiment de GluA1-GFP (Hastie et al.,
2013).

Les spots détectés et analysés dans la Figure 5-6A possédent entre une et quatre sous-unités

GIluA1-GFP.

Une limite a cette méthode est que les récepteurs doivent étre bien séparés les uns des autres,
ce qui n'est pas possible dans les épines par exemple ou la densité des récepteurs est trop
importante a I'échelle de la limite de diffraction. De plus, 'utilisation de protéines de fusion
nécessite une surexpression empéchant donc I'extension de cette méthode a I'étude des

récepteurs natifs.
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5.3.1.2. Méthode de quantification basée sur la calibration

Contrairement a la méthode précédemment décrite, la technique de quantification basée sur la
calibration emploie des fluorophores organiques couplées avec des anticorps secondaires. Le
protocole consiste a calibrer dans un premier temps les distributions des intensités totales de
fluorescence pour chaque nombre de protéines possibles, soit d’1 a 6 pour I'exemple ci-dessous
(Figure 5-7A). Ces distributions sont déterminées a partir des données de calibration ol une
seule protéine est marquée par un seul anticorps secondaire couplé a des fluorophores. Pour ce
faire, les anticorps secondaires isolés par une dilution adéquate sont disposés directement sur la
lamelle. Les distributions pour les nombres supérieures a 1 sont estimées en utilisant la
distribution log-normale. Une fois les données expérimentales acquises, leur distribution
statistique est comparée a celle de la calibration (Figure 5-7B), permettant I'estimation du
nombre de sous-unités. La Figure 5-7C illustre les résultats obtenus par cette méthode pour la
caractérisation des cing protéines SV2 se trouvant au niveau des vésicules synaptiques (Mutch et

al., 2007, Mutch et al., 2011).
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Figure 5-7 : Ajustement des données expérimentales de I’échantillon sur les données de calibration pour
I'estimation du nombre de protéines par vésicule synaptique. (A) Distributions des intensités totales de
fluorescence de 1 a 6 protéines marquées avec des anticorps. (B) Comparaison des distributions d’intensités
des données expérimentales et de calibration (avec 4, 5 et 6 protéines). (C) Estimation du nombre de
protéines SV2 se trouvant au niveau des vésicules synaptiques (Mutch et al., 2011).

Cette méthode basée sur la calibration exige une importante stabilité du systéme optique de
maniere a ce que les intensités de fluorescence mesurées sur les anticorps secondaires et sur
I’échantillon biologique soient reproductibles et du méme ordre de grandeur. De plus, sachant
qgue la photophysique des anticorps change en fonction de leur environnement, il est probable
que le nombre de photons émis par les fluorophores sur lamelle differe de celui en condition
cellulaire. Enfin, comme dans la méthode précédente, il est nécessaire que les récepteurs soient

bien séparés les uns des autres pour pouvoir étre résolus optiquement avant I'analyse.
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5.3.2. Méthode basée sur la photophysique des fluorophores

Les méthodes précédentes ne sont pas entierement satisfaisantes ni applicables dans le cadre de
notre étude consistant a déterminer la stoechiométrie et la localisation sous-unitaire des
récepteurs AMPA endogenes dans les neurones. Nous avons exploré une nouvelle méthode
guantitative exploitant la microscopie dSTORM et des fluorophores organiques tres brillants
offrant une précision de localisation nanométrique grace a leur photophysique (Dempsey et al.,

2011).

La précision de localisation en microscopie de molécules individuelles est estimée selon la
formule 2-13. Pour des signaux intenses, elle est d’une part inversement proportionnelle a la
racine carrée du nombre de photons N collectés par détection d’'une molécule individuelle par
image. Plus le nombre de photons est important, meilleure est la précision de localisation.
D’autre part, la précision de localisation est proportionnelle a la largeur de la PSF. Plus la PSF est
étroite, soit dans les longueurs d’ondes courtes selon la formule 2-4, meilleur est la précision de
localisation. Pour un ensemble de données issues du méme systeme d’acquisition et pour un

méme fluorophore, cette largeur reste relativement homogéne aux effets 3D pres.

En microscopie de super-résolution par localisation, les photons émis par les fluorophores sont
collectés de préférence par le biais d’'une caméra EMCCD, étant donné son efficacité quantique
trés élevé (~90%). Ce type de caméra nous permet de retrouver précisément le nombre de
photons collectés a partir des intensités de I'image. En effet, une certaine linéarité entre le signal
et le nombre de photons est respectée, méme aprés les différentes étapes de conversion et
d’amplification. La relation entre les deux mesures est donnée approximativement par la

formule suivante :

Inumérique*GAiNanalogique
N, = . & 5-1

hotons — :
p GaiNglectronique

OU lnumerigue €St le signal mesuré en niveaux de gris ou ADU (Analogic to Digital Unit), Gaingiectronique
est le gain EM en nombre d’électrons par photons et Gaingnaiogique €5t le gain analogique, exprimé
en électrons par ADU. La Tableau 5-1 donne un exemple de valeurs des gains pour la caméra

EMCCD EVOLVE512B (Photometrics), utilisées pour calculer le nombre de photons.

Gain mesuré

Configuration (électrons/ADU)

1 11,7
2 6,7
3 3,2

Tableau 5-1 : Tableau des gains analogiques pour la caméra CCD ELVOLVE512.
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L’estimation du nombre de photons par localisation permet de déterminer la précision de
localisation pour chaque molécule détectée. Ceci va nous permettre de prendre en
considération la photophysique des fluorophores utilisés dans leur contexte cellulaire, ce qui est
particulierement important dans le cas des fluorophores organiques. En effet, la photophysique
des fluorophores organiques en microscopie dSTORM est tres sensible aux différents parameétres
d’imagerie, dont I'environnement chimique local dans I’échantillon. Le Tableau 5-2 récapitule les
propriétés photophysiques de plusieurs fluorophores organiques pour la microscopie dSTORM,
pour 2 milieux tampons différents (MEA et BME) (Dempsey et al., 2011). On voit trés clairement
gue le nombre de photons par cycle de fluorescence et le nombre de cycles, 2 parameétres
majeurs en microscopie dSTORM, sont trés variables en fonction du milieu. Pour I’Alexa647 par
exemple, le milieu BME est plus adapté, ce qui n’est pas le cas pour tous les fluorophores. Par
conséquent, le choix du milieu pour optimiser le « blinking » des fluorophores est tres délicat,
notamment lorsqu’il s’agit de faire des expériences multi-couleurs. De plus, ces mesures sont
assujetties a des fluctuations en conditions cellulaires car elles ont été estimées a partir
d’anticorps individuels disposés sur lamelle. Pour toutes ces raisons, chaque fluorophore
individuel peut étre considéré comme étant un systéme quantique unique perturbé par
plusieurs facteurs locaux empéchant d’opter pour une approche globale pour la mesure de la
stcechiométrie. Voila pourquoi, il est peu envisageable d’utiliser une approche quantitative

basée sur la calibration, comme celle présentée précédemment : elle ne serait pas reproductible.

| Summary of switching properties of the 26 dyes tested in this study

Detected Equilibrium on-off Survival fraction Number of
photons per duty cycle after illumination switching
switching event (400-600 s) for 400 s cycles (mean)
Excitation Emission Extinction Quantum
Dye maximum (nm)? maximum (nm)? (M1 cm )b yield® MEA BME MEA BME MEA BME MEA BME
Red-absorbing
| Alexa Fluor 647 650 665 239,000 0.33 3,823 5,202 0.0005 0.0012 0.83 0.73 14 26|
Cy5 649 670 250,000 0.28 4,254 5,873  0.0004 0.0007 0.75 0.83 10 17
Atto 647 645 669 120,000 0.2 1,526 944 0.0021 0.0016 0.46 0.84 10 24
Atto 647N 644 669 150,000 0.65 3,254 4,433 0.0012 0.0035 0.24 0.65 9 39
Dyomics 654 654 675 220,000 - 3,653 3,014 0.0011 0.0018 0.79 0.64 20 19
Atto 655 663 684 125,000 0.3 1,105 657 0.0006 0.0011 0.65 0.78 17 22
Atto 680 680 700 125,000 0.3 1,656 987 0.0019 0.0024 0.65 0.91 8 27
Cy5.5 675 694 250,000 0.28 5,831 6,337 0.0069 0.0073 0.87 0.85 16 25

Tableau 5-2: Tableau récapitulatif de différentes propriétés photophysiques des fluorophores organiques
utilisés pour le dSTORM dans le spectre d’émission rouge lointain en fonction du milieu tampon (Dempsey et
al., 2011).

Notre méthode est basée sur I'utilisation du nombre de photons mesuré par détection comme
critere de filtrage, dans le but de déterminer et représenter la structure des récepteurs AMPA

avec la précision adéquate. Le tri des localisations sur le nombre de photons détectés va nous
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permettre de « nettoyer » l'image de super-résolution avec une résolution minimale
déterminée. Ceci n’est possible qu’avec [I'utilisation des fluorophores organiques et la
méthodologie dSTORM, car les fluorophores peuvent cycler jusqu’a quelques dizaines de fois

avant le photoblanchiment entre I'état fluorescent et I’état noir.

Pratiquement, les images de molécules individuelles acquises sont analysées par I'algorithme de
localisation en ondelettes décrit dans le chapitre 3. La liste des coordonnées (x, y) est utilisée
comme valeurs initiales pour I'étape d’ajustement Gaussien 2D similaire a celle utilisée en 3D
dans le chapitre 4. Le but de I'ajustement Gaussien est d’estimer la largeur de la PSF et le
nombre total de photons de chaque événement de détection et d’en déduire la précision de
localisation par la formule 2-13. Ainsi, toutes les localisations ayant une précision de localisation
suffisante seront conservées et représentées par une distribution Gaussienne d’écart-type égale
a la précision de localisation. L'intérét de cette approche est de pouvoir filtrer les données et de

reconstruire I'image de super-résolution en fonction de la précision de localisation par détection.

Dans la suite, nous allons nous focaliser sur I'analyse de données de simulations et
expérimentales de récepteurs AMPA hétérotétrameres composés de sous-unités GIuAl et

GluA2.

5.3.2.1. Simulations

Nous avons simulé le processus d’acquisition d’images de molécules individuelles en microscopie
dSTORM afin de déterminer les conditions expérimentales nécessaires pour pouvoir résoudre les
structures tétramériques des récepteurs AMPA. Dans notre modeéle, les deux sous-unités du
méme type ont été fixées a une distance de 14 nm |'une de I'autre. Un tirage aléatoire de 50
localisations par sous-unité a été effectué afin de simuler le « blinking » des fluorophores liés a
chacune des sous-unités. Nous avons simulé quatre conditions, fixant le nombre de photons par
détection a 200, 500, 700 et 1000 photons. Ces valeurs couvrent a la fois différents types de
fluorophores mais également un ensemble de valeurs expérimentales pour le fluorophore
Alexa647 en conditions cellulaires (Figure 5-10D). Chaque PSF a été simulée avec un profil
Gaussien d’écart type 1.4 pixel et un pixel de 100nm, écart type moyen mesuré sur les données
expérimentales. Le processus de simulation est similaire a celui utilisé dans les chapitres 3 et 4.
Le Tableau 5-3 synthétise I'ensemble des mesures estimées théoriquement pour chaque jeu de

simulation, la résolution (définie par la largeur a mi-hauteur de la PSF) étant estimée a

2'30_précision-

Adel Kechkar



Application biologique : composition des sous-unités des récepteurs AMPA

# photons O precision Résolution
(nm) (hm)
200 10 23
500 6.2 14
700 5.3 12
1000 4.3 10

Tableau 5-3 : Mesures de la précision et de la résolution estimées théoriquement pour chaque condition de
simulation.

Chaque localisation d’'une molécule individuelle est représentée dans lI'image de super-
résolution par une distribution gaussienne d’écart type op4cision, PONdérée par le nombre de

photons détectés comme illustré dans la Figure 5-8.
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Figure 5-8 : Représentation d’une localisation par une distribution Gaussienne de largeur proportionnelle a la
racine carrée du nombre de photons détectés.

La Figure 5-9A illustre les images de super-résolution reconstruites a partir des différents jeux de
simulation. Nous pouvons voir sur les profils d’intensités des différentes simulations de la Figure
5-9B que la séparation entre deux sous-unités commence a étre visible lorsque le nombre de
photons est égal ou supérieur a 700, et réellement distinguable au sens de la résolution (c’est-a-
dire que le minimum d’intensité est situé a la mi-hauteur) au-dela de 1000 photons. Ce résultat

est légerement plus pessimiste que I'estimation théorique donnée par la formule 2-7 et le
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Tableau 5-3, qui donnent une résolution théorique de 10 nm dans ces conditions de simulation
et seulement 500 photons pour pouvoir séparer les récepteurs. Ce seuil déterminé sur les
simulations va nous permettre de filtrer les données expérimentales afin d’améliorer la

reconstruction et tenter de résoudre les différentes sous-unités des récepteurs.
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Figure 5-9 : Simulation de deux sous-unités de récepteurs AMPA distantes de 14 nm par dSTORM. (A) Images
de super-résolution reconstruites pour les différentes configurations (200, 500, 700 et 1000 photons). (B)
Profils d’intensité correspondant a chaque condition.

5.3.2.2.  Résultats expérimentaux préliminaires

Afin de pouvoir imager des récepteurs AMPA bien isolés les uns des autres sur I'image de super-
résolution, nous avons utilisé dans un premier temps des cellules COS transfectées avec les sous-
unités GIuAl et GIuA2. Les cellules ont été fixées et marquées par des anticorps primaires et
secondaires couplés avec les fluorophores organiques Alexa647-GluAl et Rhodamine6G-GIuA2.
L’ensemble du protocole biologique et la description du systeme microscopique d’acquisition de

données sont détaillés dans I’annexe.

Dans une premiere étape, les récepteurs potentiels ont été identifiés a partir de I'image de
super-résolution reconstruite a partir de toutes les localisations (Figure 5-10A) en utilisant un
seuil portant sur la taille des régions sélectionnées (< 40nm). Ensuite, chaque région
sélectionnée (Figure 5-10B) a été analysée en détail, filtrée et reconstruite en prenant en compte

le nombre de photons par détection.
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Figure 5-10: Données expérimentales de GluaAl-Alexa647 dans les cellules COS. (A) Image de super-
résolution reconstruite a partir de toutes les localisations. (B) Image de super-résolution d’un récepteur
isolé. (C) Histogramme du nombre de localisations par récepteurs. (D) Histogramme du nombre de photons
par événement de localisation.

La Figure 5-11 illustre I'application de notre méthode sur deux récepteurs isolés. La visualisation
classique, ou chaque localisation sans exception est ajoutée dans I'image de super-résolution de
pixel de 8 nm de c6té ne permet pas de résoudre la structure des récepteurs. Grace a la
visualisation Gaussienne prenant en compte le nombre de photons (Figure 5-8) sur toutes les
localisations, deux pics commencent a émerger. Cela se confirme en filtrant les données, et en
ne conservant que les détections supérieures a 1000 photons. Ce filtrage conserve uniquement
environ 10% du nombre totale de localisations par récepteur isolé. Malgré ce filtrage, il subsiste
plusieurs localisations par récepteur, permettant de reconstruire sa structure. Ceci est possible
grace au couplage de plusieurs fluorophores par sous-unité GluAl et le grand nombre de cycles
par fluorophore de I’Alexa647 (Dempsey et al., 2011). La distance entre les deux pics est estimée
entre 16 et 18 nm ce qui est cohérent, compte tenu de la taille des anticorps primaires et
secondaires. Cela nous garantit également que le signal de fluorescence est bien issu de deux
anticorps secondaires différents et non pas des fluorophores appartenant au méme anticorps
secondaire car les fluorophores d’un anticorps secondaire donné sont disposés dans un espace
restreint de quelques nanometres. Par conséquent, ce sont bien deux sous-unités différentes du
méme récepteur AMPA, méme si des anticorps secondaires a plusieurs fluorophores ont été

utilisés.

Adel Kechkar



Application biologique : composition des sous-unités des récepteurs AMPA

> 700 photons > 1000 photons

16 150
& "l 112183 photons 77806 photons 17190 photons
o o
©n 2=
s 2
B z O
: ] |
S =

167 localisations OI 93 localisations 12 localisations

18nm
30 Median = 692

#Photons
=
o
(=]

0 = S il
0 50
Distance (nm)

1500 ;1..

300
1800

o
o o
o O ©
O ~

-
#

Photons

86076 photons 76934 photons 30425 photons

of¢!

87 localisations 22 localisations

111 localisations

16nm

15 Median = 682
150 -
2 =10
o c
glOO" 55
= 50 l]]
0 -+ 0 + am ﬂnn
O O 0 ©O O o o
883838838
M OraIN e 8

Distance (nm) #Photons

Figure 5-11: Visualisation et quantification des sous-unités GluA1l-Alexa647 de récepteurs AMPA isolés. La
1*® colonne a gauche représente les images de super-résolution reconstruites avec une visualisation
classique (chaque localisation est représentée par un pixel d’intensité unitaire). La 2°™ colonne illustre la
visualisation Gaussienne de toutes les localisations. La 3°™ et 4°™ colonne illustre la visualisation
Gaussienne avec un filtrage des localisations de moins de 700 et 1000 photons respectivement. Les distances
entre les deux unités GluA1-Alexa647 sont estimées entre 16 et 18 nm.

Dans un second temps, nous avons tenté de résoudre la structure des récepteurs AMPA dans
des cultures de neurones a partir de données acquises au cours d’une précédente étude (Nair et
al., 2013). Il s’agit de neurones marqués par des anticorps primaires et secondaires couplés avec
les fluorophores organiques Alexa647-GluAl. Contrairement aux données acquises sur COS,
I’histogramme du nombre de photons par événement de localisation (Figure 5-12E) illustre
I'impossibilité de résoudre la structure des récepteurs AMPA avec ces données. On observe en
effet un nombre de photons trés inférieur, impliquant une dégradation importante de la
résolution latérale d’environ 37nm en moyenne. Cet écart important observé entre les données
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sur cellules COS (médiane = 456 photons par molécule) et celles de neurones (médiane = 97
photons par molécule) est certainement di aux conditions d’imagerie telles que les puissances
des lasers, qui sont ajustées généralement d’une facon empirique. D’autres critéres, comme le
milieu de montage, peuvent également avoir une influence sur la photophysique des
fluorophores. Malgré cela, la visualisation Gaussienne (Figure 5-12C) permet d’améliorer la
qualité de la visualisation et de révéler plus précisément la structure des nanodomaines et des

récepteurs périphériques.
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Figure 5-12 : Imagerie dSTORM de la sous-unité GluAl des récepteurs AMPA marqués avec GluAl-Alexa647.
(A) Image d’épifluorescence. (B) Image de super-résolution. (C) Images de super-résolution des régions
sélectionnées dans I'image (B) pour la visualisation par intensité (gauche) et par nombre de photons (droite).
(D) Profils d’intensité correspondant a chaque région ou les pics représentent potentiellement des
récepteurs. (E) Histogramme du nombre de photons par événement de localisation.

5.4. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons montré I'intérét d’employer la microscopie de super-résolution par
localisation dSTORM pour I'étude des récepteurs AMPA. Grace a I'imagerie 3D des récepteurs
AMPA et de la protéine d’échaudage PSD-95 nous avons confirmé leur organisation en clusters
et démontré l'intérét de la microscopie 3D a ces niveaux de résolution. Nous avons ensuite

proposé une nouvelle approche quantitative pour I'analyse et la visualisation basée sur le
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nombre de photons détectés par événement de localisation. Nous avons tout d’abord généré
des données de simulation a partir de données empiriques afin de déterminer les conditions
expérimentales optimales pour résoudre la structure des récepteurs AMPA. Nous avons par la
suite testé cette méthode sur des données expérimentales préliminaires dans des cellules COS et
nous avons pu estimer dans quelques exemples une distance de 16 a 18 nm entre deux sous-

unités GluAl du méme récepteur AMPA.

Nous avons par la suite tenté d’appliquer notre méthode de visualisation sur des données de
neurones acquises antérieurement. Malheureusement, pour des raisons qui peuvent étre
multiples, la distribution du nombre de photons par localisation n’a pas permis d’obtenir des
résolutions latérales suffisantes pour permettre de résoudre la structure des récepteurs AMPA a
I’échelle nanométrique, comme sur les cellules COS. Cette expérience montre qu’il pourrait étre
primordial de développer un outil de quantification de la résolution latérale directement sur le
microscope, afin de guider I'expérimentateur pour ajuster au mieux les conditions

expérimentales d’acquisition.

Néanmoins, aux vues des niveaux de résolution pouvant étre atteints par ces nouvelles
techniques, il est indispensable d’optimiser le marquage afin de réduire les artefacts induits par
la taille des anticorps primaires et secondaires classiques, qui empéchent d’apprécier les
distances réelles. Les pistes envisageables possibles sont I'utilisation de fragments d’anticorps
(Fab) ou d’anticorps de lama (nanobodies) directement couplés aux fluorophores afin de
diminuer la taille de I'anticorps primaire et de supprimer I'utilisation de I'anticorps secondaire, le
tout sur des récepteurs endogénes. Une autre possibilité est I'utilisation de la technologie HALO-
tag, trés avantageuse par sa spécificité (Los et al., 2008) mais qui nécessite malheureusement

I'utilisation de récepteurs génétiquement fusionnés aux tags et donc d’une surexpression.
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6. Conclusion et perspectives

Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a optimiser des techniques de
super-résolution basées sur la localisation de molécules individuelles, tant sur les aspects de
I'acquisition et du traitement, que sur la représentation et I'exploitation quantitative des
données. Notre motivation est que cette nouvelle génération de techniques, certainement une
des plus performantes dans le domaine de la super-résolution, reste encore sous-exploitée et
limitée dans son utilisation en routine par des biologistes non spécialistes.

Nous avons tout d’abord proposé une nouvelle approche de localisation 2D de particules basée
sur la décomposition d’ondelettes. Nous en avons évalué les performances sur des données de
simulation en la comparant a la méthode de référence d’ajustement Gaussien. Nous avons
obtenu des précisions de localisation nanométriques similaires, a 10%, tout en étant 20 fois plus
rapide. Sur des données expérimentales de neurones en culture marqués a I'actine-tdEOS
acquises en PALM, nous avons réduit le temps de calcul de 117 minutes a 7 minutes, pour plus
d’un million de molécules détectées et 50000 images acquises.

A partir de ces résultats, nous avons développé une stratégie permettant la localisation et la
reconstruction d’images de molécules individuelles en temps réel. Ces travaux ont été motivés
par le fait que les temps de calcul obtenus avec la méthode de décomposition d’ondelettes
étaient inférieurs aux temps d’acquisition.

Néanmoins, cette technique basée sur le barycentre ne permettait pas la localisation axiale par
les méthodes telles que I'astigmatisme. Nous avons optimisé I'étape d’ajustement Gaussien en
utilisant les cartes GPU et avons obtenu un gain en temps de calcul de 70x par rapport aux CPU,
avec plus de 80000 ajustements effectués par seconde. Ces performances nous ont permis de
mettre en place une solution logicielle de localisation 2D/3D en temps-réel, que nous avons
baptisée WaveTracer. Nous avons également implémenté Ila possibilité d’ajuster
automatiquement le niveau de photoconversion en fonction des statistiques de densités de
localisation calculées au cours de l'acquisition. Ceci nous permet d’optimiser la densité de
molécules fluorescentes pendant toute la durée de I'enregistrement, réduisant ainsi le temps
nécessaire a l'acquisition et la reconstruction de lI'image de super-résolution. Comme
précédemment, nous avons évalué et comparé notre solution logicielle a plusieurs logiciels de
référence publiés récemment dans la littérature et participé a I'ISBI challenge 2012. Notre
méthode a fait I'objet de deux publications scientifiques, d’'un dép6t légal, d’un dépot de brevet

et d’un transfert de technologie industriel.
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Les niveaux de résolution obtenus en microscopie dSTORM, déterminés expérimentalement a
environ 10x10x40 nm® avec le fluorophore Alexa647, nous ont motivé pour tenter d’élucider
I'organisation et la structure des récepteurs AMPA dans les neurones en culture. Dans un
premier temps, nous avons montré l'intérét d’employer la microscopie dSTORM 3D pour
observer |'organisation des récepteurs AMPA et la protéine d’échaudage PSD-95 a I'échelle
nanométrique. Les résultats obtenus pour les récepteurs AMPA confirment ceux obtenues en
2D, permettant d’observer I'organisation des récepteurs sous la forme de nanodomaines d’'une
60aine de nanomeétres de diameétre. Les clusters de PSD-95, quant a eux, sont organisés en
structures relativement homogeénes en forme de bananes de quelques centaines de nanométres
de longueur, colocalisant partiellement avec les récepteurs AMPA. Dans un second temps, nous
avons exploré une nouvelle méthode quantitative pour la mesure de la stoechiométrie des
récepteurs AMPA, basée sur la visualisation et la photophysique des fluorophores organiques.
Grace a cette approche, nous avons pu visualiser et distinguer les deux sous-unités GluAl d’un
méme récepteur a des distances de 16 a 18 nm. Cette distance est légerement au dessus de la

distance réelle attendue, certainement a cause de la taille des anticorps secondaires et

primaires.

La continuité de ce travail est d'étendre les possibilités offertes par ces techniques de
localisation. Tout d’abord, nous avons illustré dans notre derniére étude que la résolution
offerte par la microscopie de super-résolution est du méme ordre de grandeur, voire meilleure,
que la précision des techniques de marquage standards. A ces niveaux de résolution, le
marquage par des anticorps secondaires des sous-unités de récepteurs AMPA et d’une facon
générale des protéines, peut biaiser les distances mesurées en microscopie de super-résolution a
cause de leur taille. Une optimisation des techniques de marquage s’'impose afin d’obtenir des
localisations plus proches de la réalité. Les pistes envisagées sont |'utilisation de fragments
d’anticorps (Fab) ou d’anticorps de lama (nanobodies) directement couplés aux fluorophores
afin de diminuer la taille de I'anticorps primaire et de supprimer [|'utilisation de I'anticorps
secondaire, le tout sur des récepteurs endogénes. Une autre possibilité est 'utilisation de la
technologie HALO-tag, trés avantageuse par sa spécificité (Los et al., 2008) mais qui nécessite
malheureusement l'utilisation de récepteurs génétiquement fusionnés aux tags et donc d’une

surexpression.
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Parmi les directions de développement privilégiées, dans la droite ligne de ce travail, nous allons
étendre notre approche temps-réel au suivi automatique de molécules individuelles. En effet, les
techniques de sptPALM et de uPAINT offrent la capacité de suivre un grand nombre de
biomolécules marquées avec une résolution spatiale nanométrique et une résolution temporelle
de l'ordre de la milliseconde. En plus de l'organisation, ces techniques fournissent une
cartographie de la dynamique des différentes protéines a I’échelle moléculaire, nous informant
sur leurs interactions. Néanmoins, I'étape de suivi est une étape tres lourde en temps de calcul.
L'intérét d’'une approche en temps-réel est d’éviter les limites imposées par le traitement post-
acquisition. De plus, le suivi de molécules individuelles en temps réel permettrait de mettre au
point une plateforme de criblage a haut contenu (HCS) a I’échelle nanométrique, ou la quantité
des données ainsi que les temps de traitement nécessaires sont multipliés par le nombre de
conditions a tester, constituant un véritable obstacle a employer le HCS en routine avec la

microscopie de super-localisation. Une telle approche pourrait permettre I'étude de certaines

physiopathologies cellulaires a I’échelle quasi-moléculaire.
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Marquage par I'immunocytochimie

Marquage de microtubules
Les cellules COS7 ont été plaquées sur des lamelles de diametre de 18mm déposées dans une
plague de 12 puits remplie avec 1ml de la solution DMEM afin de promouvoir la croissance des
cellules. Les cellules ont été laissées se développer pendant plusieurs jours pour atteindre la
maturité et la densité cellulaire nécessaire pour un marquage optimal. Elles ont été fixées avec
4% paraformaldehyde (PFA) et 4% sucrose et lavées par du PBS et du PBS-BSA1%. Les groupes
réactifs sont inactivés pendant 5 minutes avec 50mM du NH,.Cl, puis les cellules ont été
perméabilisées avec 0.1% du Triton X-100 et incubées avec du PBS-BSA1% pendant 30 minutes.
Les cellules ont ensuite été incubées avec des anticorps primaires de souris-anti-béta-tubuline
(T4026, Clone2.1, Sigma) pendant 30 minutes et lavées plusieurs fois avec du PBS-BSA1%. Enfin,
les anticorps primaires ont été révélés par l'incubation des cellules avec des anticorps
secondaires anti-souris 1gG couplés aux fluorophores AlexaFluor 647 (A21245, Invitrogen)

pendant 30 minutes a température ambiante.

Marquage des sous-unités GluAl et de la protéine PSD95 pour lI'imagerie
dSTORM en 3 dimensions

Les neurones en culture ont été incubés avec des anticorps primaires de lapin-anti-GluAl
(ciblant la région extracellulaire RTSDSRDHTRVDWKRC, Agro-Bio) pendant 20-30 minutes. lls ont
ensuite été fixés et perméabilisés comme décrit précédemment avec les cellules COS7. Puis, ils
ont été incubés avec des anticorps primaires de souris-anti-PSD95 (MA1-046, Thermo Fisher
Scientific) pendant 30 minutes et lavés plusieurs fois avec du PBS-BSA1%. Les anticorps primaires
ont ensuite été révélés par l'incubation d’anticorps secondaires anti-lapin IgG couplés aux
fluorophores AlexaFluor 647 (A21245, Invitrogen) et anti-souris couplés aux fluorophores
RhodamineRed (715-295-151, Jackson Laboratories ImmunoResearch) pendant 30 minutes a

température ambiante.

Pour les expériences dSTORM mono-couleur, les anticorps primaires de souris-anti-GluA2
(Giannone et al., 2010) ont été utilisés et révélés par des anticorps secondaires anti-souris 1gG

couplés aux fluorophores AlexaFluor 647 (A21245, Invitrogen).
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Préparation du milieu de montage de I’échantillon pour la microscopie
dSTORM

Le milieu de montage pour la microscopie dSTORM est constitué de trois milieux :

1. Solution enzymatique (50 mL) composée de :
a. 100 pL de catalase (Sigma: C100)
b. 200 pL de TCEP (1 mol/L) (Sigma: C4706)
c. 25 mL de glycérine (Sigma)
d. 22,5 mL d’eau distillée
e. 1,25 mLde KCl (1 M)
f. 1 mLde Tris-HCl avec un pH de 7,5 (1 mol/L)
g. 50 mg de glucose oxydase (Sigma)
2. Solution de glucose (50 mL) composée de :
a. 5gdeglucose
b. 45 mL de 'eau distillée
c. 5mLde glycérine
3. Solution de mercaptoethylamine (MEA) (10 mL): 1,136 g de MEA-HCI (Sigma: M6500)

dissous dans 10 mL d'eau distillée afin d'obtenir une centration finale de 1 mol/L.

Le pH final du milieu de montage doit étre compris entre 7,2 et 7,5. Une correction du pH est

possible avec I'utilisation de KOH ou de NaOH.

Imagerie en microscopie dSTORM

Les lamelles contenant les cellules marquées ont été imagées le jour suivant a température
ambiante dans une chambre fermée (Ludin Chamber, Life Imaging Services) montée sur un
microscope inversé motorisé équipé avec un objectif PL-APO a immersion a huile de
grossissement 100x et d’ouverture numérique 1,49. L'utilisation d’'un systéme de mise au point
automatique (Perfect Focus System de Nikon) permet des acquisitions longues sans perdre la
mise au point. L'imagerie a été effectuée en utilisant un milieu de montage extracellulaire de

I’échantillon préparé comme décrit précédemment.

Pour le dSTORM, la majorité des fluorophores Rhodamine Red et Alexa-647 ont été
photoconvertis dans un premier temps dans I’état noir en utilisant deux lasers a 561 nm et 640
nm (Coherent) d’une intensité de 30-50 KW/cm’. Une fois la densité de fluorophores

fluorescents désirée atteinte, pour étre en conditions de molécules individuelles, les intensités
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des lasers ont été diminuées a 7-15 kw/cmz. L'acquisition dSTORM a été effectuée a une
fréquence de 50 a 80 images par seconde en collectant 20000 images 256x256 par cellule avec
une caméra EMCCD (Evolve, Photometric) et le logiciel d’acquisition MetaMorph (Molecular
Devices) en mode streaming. Le nombre de molécules individuelles dans I'état fluorescent a été
contrdlé par I'utilisation d’un laser de 405 nm (Omicron). Pour I'imagerie a deux couleurs, les
fluorophores ont été imagés séquentiellement : I’Alexa-647 en premier suivit de la
RhodamineRed. Les puissances de lasers ont été ajustées afin de conserver un nombre optimal
de molécules activées stochastiquement pendant I'acquisition. Le signal de fluorescence issu des
molécules individuelles a été collecté en combinant un filtre dichroique et un filtre d’émission
(respectivement D101-R561 et F39-617, Chroma) et un filtre dichroique quatre-bandes (Di01-
R405/488/561/635, Semrock). Nous avons utilisé des microbilles fluorescentes multi-couleurs
(Tetraspeck, Invitrogen) comme marqueurs fiduciaires afin de corriger d’éventuelles dérives
latérales et chromatiques pendant les acquisitions. Une résolution latérale expérimentale de 14
nm a été mesurée a partir de bille Tetraspeck de 100 nm observées avec un SNR similaire a celui
des images de molécules individuelles en dSTORM. La localisation de molécules individuelles
ainsi que la reconstruction de I'image de super-résolution ont été effectuées en temps réel grace
a notre module WaveTracer, accompagnées d’un control automatique des puissances lasers

pendant I'acquisition, permettant de conserver une densité optimale de détection.
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Annexe 2 : Interface graphique du logiciel WaveTracer

L’ensemble des méthodes de localisation (en 2 et 3 dimensions) et de reconstruction présentées
a été implémenté au sein du module WaveTracer, développé comme un plugin du logiciel
d’imagerie MetaMorph (Molecular Devices). L'interface graphique de WaveTracer est composée

de quatre onglets : localisation, affichage, avancé et laser.

Principal interface

ot Wave Tracer  [B=20(0—H)

Source image: [MTe47 10000 - F— Name of the source image for the offline processing

(& -z 7]
T

Localization | £
& Add same plane

Threshlod:  Auto ”ﬁ
ROI Size: I ?Ej

™ Preview
¥ Registration
v 3D

— Name of the destination super-resolution image

Result image:

= How to store the result image of super-resolution:
- Create new image

- Add new plane for each new image

- Write images on the same plane

Number of detected spots on the current image,
maximum density of molecules in 64x64 regions of the
current image and pixel size in the super-resolution image

206 mol |0.29mol/pm2 |27 nm./pixel

» Launch the offline computing of the Source image

Localization tab

o=l Wave Tracer | e e

Source image: |MTE47_10000 -

Result image: IEI_'| vlSuper—resol 'I

Locaization | Disglay | Advanc ¢ | » » Computes the automatic threshold from the Source image
Threshlod: 100.0—= Threshold for the segmentation

ROI Size: ROl size

e
a8

(¥ Preview) » Display a ROl around detected spots on the Source image
I Registration > Apply the registration to correct for the lateral drift

@ » Apply the anisotropic Gaussian fitting on ROIls for all
detected spots in order to compute the axial coordinate

| 206 mal |0.29 mol/pm2 |27 nm/pixel

Trace | Close |
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Display tab

o=l Wave Tracer

il

Source image:

MTE47_10000 -

Result image: IEI_'| vlSuper—resol 'I

Display |Mvanced| Laser I LI_’I

Visualization{ Average Intensity Choose the visualization mode:
n (. Average |Intensity: add ‘1’ grey value on
Pixced %Eﬁ:g: Eoﬂom) corresponding pixel in the super-resolution image
30 stack 204 for each detected spot
- Gaussian Intensity: draw a Gaussian profile (o =
Oprecision aNd @ constant maximum intensity) in the
ﬂl \  super-resolution image for each detected spot
[206mol 029 mol/imz [27 rniind - Z position (top/bottom): represent the detected
3D spots by a color corresponding to the Z coordinate

Trace

| Close

- 3D stack: create a super-resolution image Z-stack

.

o=l Wave Tracer

Source image: |MTE47_10000 -

Result image: IEI_'| vlSuper—resol 'I

Display |Advanced| Laser I LI_’I

Wis ualization:lﬁvemge Intensity - I

Scaling: =

Pixel size [|.Lm:]:

» Scaling ratio between the low resolution and the super-
resolution images
Pixel size (in um) of the Source image (low resolution)

Reconstruct the super-resolution image from the statistics
file (if already previously analyzed)

| 206mel [0.23 mol/um2 |27 nm/pixel

Trace | Close |

‘uﬁsualizatinn:lm

Snaling:lﬂ

Fixel size [um):lm
Photons/ADU: [ 0.010-}———— Photons/ADU conversion ratio (for Gaussian visualization)

Visualization:[Z postion top) |

Scaling[ -

Pixel size (um):| 0.16—=]
Thickness[um):ThiCkneSS (in um) of the 3D reconstruction in the super-

resolution image
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Visualization: [ stack _v|
Scaling:[ 6]
Pixel size (um):| 0162
Thickness (um):[ 10—

Z sampling (um):[ 0.050}————— Sampling step (in um) for the 3D

Avanced tab

ot Wave Tracer  [B=20(0—H)
e

Source image: IMTB-#T-"JDDDD vI
Result image: IE;h vlSuper—resoI vI

Display Advanced ||_3531- | 1 I II

(%_GPU scoslerstion} » Use the graphics card (GPU) to speed-up the computing
I¥ ‘atershed » Apply the watershed algorithm to separate close spots
[ Gussisniting » Perform the isotropic Gaussian fitting (2D localization)
Sigma: |__ 1.0 Initial value of o for Gaussian fitting

s 0= » Value of the angle for anisotropic Gaussian fitting used in

3D localization
Computes the 3D calibration (PSF shape as a function of Z)
[206mol [0.29mol/um2 [27 rm/pivel from a 3D stack of single point emitter
Trsce | Close |

Laser tab

ol Wave Tracer  [B=0|0=9
s

Source image: IMTG-HJDDDD vI
Result image: Il'i_h vISuper-resoI vI

Displayl Advanced Laser | 1 I 'I

(F_stomatic conirol ) » Automatic control of the laser intensities in order to keep the
Parameters number of molecules constant throughout the acquisition

Viavelength: (295} > Wavelength of laser to tune

Limits +- (%): | 10 :{ » Set the desired interval for the number of molecules

| 206mel |0.29 mol/um2 |27 nm/pixel

Trace | Close |
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Real-time mode (Online)

Step 1: Choose the threshold

e
ETHANS %89 TTR
S g’z an BHILE EX TAANLA A ER

W Acquired 395%) ey
g -

¢
"
1]
[
T

The green rectangles show the detected spots using the selected threshold

Step 2: Parameters for streaming mode
- Check the option ‘Run user program’ in the ‘Stream Acquisition’ window

- Choose the WaveTracer module in ‘Program Name’

- Uncheck the option ‘Display preview image during acquisition’ (for improved localization

speed)
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(] Stream Acquisition [=] = & (i1 stream Acquisition [=] @ [E5)||07 stresm Acquisition e =
User Programs | Camera Parameters | Acquire User Programs }csmﬁ Parameters Acquire | User Programs  Camera Parameters
‘Acquistion Made: [Stream to RAM = bz s
Norber offrames W= Program Nane: (Wave, Trocer Lorichos K e

“This program vl run as each frame s collected. The command linefor the
[ program wil indicats the event that tiggered the program to un

€ Acquire images from fre extemal rigger

Number of frames fo ski =
& F The following varables are available to the program: Lbet eriremes o =p =
Acqistion Information: .
Your curent acquistion region is: 256255 Stream RunUserProgram FrameWicth Digtal Camera Cortroller Parameters
Each pixel wil use: bytes Stream.Run UserProgram FrameHeight Camera State: [HALT, CLOSE SHUTTER. CLEAR -
: Stream Run UserProgram FremeDepth -
Esch frame il use 12800KB Stream Run UserProgram TotalFrames
Total number of frames: 4000 Stroam Run ook Proaram Abort Shutter Mode: [OPEN PRE SEQUENCE =]
Amoun of memory stream will use:  531.88 M
Amoun of memory stack will use: 500,00 MB NEWFRAME evert: Clear Mode: ~ [CLEAR PRE SEQUENCE |
Amount of memay recured fotall. 1.016GB Stream.Run UserProgram Frame Number
Amount of memory avaiable: 13.00GB NEWIMAGE event Number o framesto average: 1 =+
Stream.Run UserProgram ImageName
Iritial lum. [Guad |
T Dy provw mage dufng seqiion
I Use with high-spesd Foous Motor Update preview image every [T =] frames

I Use wih high-speed Wavelength changer

I~ Trigger componert positions at speciic frames

Status: Configure OK Status: Corfigure OK Status: Configurs OK
Acquire Acqure
Cose_| | Close Close

Step 3: Run acquisition and real-time localization/reconstruction of the super-
resolution image

B e s e o7t ——————
Fie Eon R e Diplay Process Loy Messure Joumal Apps. Window Help

ROC f3% 7 SHBDEX O BT 2 U TANY NLEE 7T
g s IR L S 2R Qzox @[IREL G

|
|
~ Super-resolution window : ;
Live statistics window e ;

b Live Statistics i S|

Nb of detected spots: 102 D max = 0.04 mol/um2

- Click on ‘Acquire’ button in ‘Stream Acquisition’ window

The graph ‘Live Statistics’ displays in real-time the evolution of the number of detected
molecules per frame over the acquisition process. The number of localization (blue line)
fluctuates between a maximum (orange line) and a minimum (red line) threshold. The activation
wavelength (405 nm laser) intensity level (in %) is displayed by the green line. When the
‘Automatic control’ option is checked and the number of localized molecules falls outside the
minimum and maximum thresholds during a certain number of frames, the laser power is

automatically adjusted to keep the density of single molecules optimal.
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8 Live Statistics [
Nb of detected spots: 124 D max = 0.15 mol/pm2
200 100

Detected spots
Jas6| Guibew|

0 T T T T T T T 0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Frame number

Post-acquisition treatment Mode (Offline)

3D calibration
Select the threshold and click the ‘3D Calibration’ button in advanced tab to launch the 3D
calibration process

el
File _Ede Regons Stk Acqure Oevices Dupley Procems Log Messure Joumal AppsWindow Help

[ROO0B\VCR @ fis 7 SsEBEX O BTI2 =2 U TANY HLEG TPE
R [Phone] 2] © | Mag:[piere] <] % 5 % X300 Y-000 |6 € & @'z BT EX SAABLEA @ ER

CAUsers|DYNASCREENDesktopladeNiCopy of PSF_C05_002-Sub
Nb of detected spots: 30

NbGoodFit: 13

Z

RSS of sigmaX: .996186673641205
-162770740130428  .243900355935097 -, 51
RSS of sigmaY: .999454200267792

.373282641172409  .156307086346534

B Copy of PSF.CO5 D02 sub2 @75%) [ 13 | &)
e I

Sowece image. [Copy of PSF_CO5_v)
Resultimage |88 v |Supermsdl v
Doplay Advanced | Laser | 4[]
W GPU acceleration

™ Vistershed

Gawssian fitting

ra S 103

[Toa Rotmatimz oos
Trace Close

2D and 3D localization
Select the threshold, check ‘3D’ option in localization tab and click the ‘Trace’ button in

WaveTracer interface to launch the 2D and 3D localization process
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