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RESUME

L’imagerie du temps de vie de fluorescence (« FLIM ») en configuration endoscopique
de biomarqueurs endogeénes présente un haut potentiel pour la délimitation fine de
tissus pathologiques. De plus une excitation non-linéaire (par absorption a 2 photons)
offre une résolution spatiale intrinséque et une profondeur d’imagerie améliorée. Nous
démontrons une telle configuration présentant des caractéristiques adaptées (longueur
de fibre supérieure a 3m, impulsions de I’ordre de 100 fs). L’influence de la fibre sur le
signal collecté est étudiée. Le principe est validé par résultats des préliminaires obtenus
sur échantillons biologiques (cellules, tissus).

MOTS-CLEFS : femps de vie de fluorescence (FLIM), propagation multimode,
endoscopie non-linéaire

1. INTRODUCTION

L’imagerie du temps de vie de fluorescence, ou « Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
(FLIM) », est insensible a 1’absorption par les tissus biologiques ou les mouvements du spécimen
ou du patient, qui cause des artefacts en imagerie classique d’intensité de fluorescence. Elle est donc
adaptée a I’imagerie clinique soumise aux mouvements du patient et a la complexité intrinséque des
tissus imagés. De plus sa sensibilité a I’environnement chimique du fluorophore excité permet
d’accéder a une information fonctionnelle en plus d’une possible information morphologique. Parmi
les sources de fluorescence endogeénes, d’intérét pour une imagerie sans marquage, 1’imagerie de
métabolites comme le Nicotinamide Adenine Dinucléotide (NADH) permettent de déterminer, au
sein d’un tissu, des variations d’activité métabolique typique d’états pathologiques (voir la figure 1)
[1]. De plus, une excitation a une longueur d’onde de 760 nm, adaptée a I’absorption a deux
photons du NADH, offre une résolution sub-cellulaire et une profondeur d’imagerie de quelques
centaines de micrometres tout a fait adaptée, par exemple, a I’étude de structures de type épithélium
(exemple : épiderme). Malgré ces atouts, il existe trés peu de démonstrations par excitation non-
linéaire au travers d’une fibre, et aucune employant une longueur pertinente pour I’imagerie en
conditions réelles (> = 3m).
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Fig.1: (a) Illustration de I’imagerie de temps de vie de fluorescence : [1] tissu sain (gauche) et pathologique
(droite). (b) Impact de la dispersion chromatique sur le temps de vie mesuré pour un signal de 50 (trait plein)
et 80 (tirets) nm de largeur autour de 450 nm. (c) Impact de la dispersion intermodale sur le temps de vie
mesuré pour une fibre d’ouverture numérique de collection de 0.2 (trait plein noir, longueur d’onde 450 nm)

et de 0.24 a 400 (tirets noirs) et 500 nm (trait plein gris).
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Nous avons récemment démontré une imagerie non-linéaire d’intensité (seconde harmonique
(SHG), fluorescence par excitation a deux photons (TPEF)) en configuration endoscopique et au
travers d’une longueur de fibre pertinente (5 m) [2]. Le signal étant collecté par une gaine de silice
de grand diameétre (= 188 um), il est nécessaire d’étudier I’influence des dispersions chromatique et
intermodale, qui peuvent imposer une variabilité dans le temps de vie mesuré de 1’ordre du temps de
vie de fluorescence lui-méme (figure 1 (b) et (c)). Nous étudions I’effet de ces dispersions sur la
réponse impulsionnelle de la fibre (ou IRF : Instrument Response Function). Nous montrons des
mesures en deca des estimations (< 600 ps), méme pour des longueurs importantes (jusque 8§ m). En
milieu cellulaire, le temps de vie mesuré est une somme pondérée des temps court (= 0.5 ns) et long
(= 3 ns) des états libre et li¢ du NADH [3]. La déconvolution des mesures par I’IRF totale du
systtme permettra de distinguer les évolutions de cette pondération et d’isoler des états
métaboliques divers (sains, pathologiques). Enfin, nous montrons des premiéres images sur cellule
biologique en configuration de microscopie fibrée et une mesure d’IRF en configuration
d’endoscopie, qui permet d’envisager son application possible a des problématiques biologiques
plus complexes.

2. INFLUENCE DE LA FIBRE SUR LE TEMPS DE VIE COLLECTE

L’IRF de différentes fibres est mesurée, pour la dispersion intermodale, par des impulsions
d’environ 100 femtosecondes de différentes longueurs d’onde et pour la dispersion totale
(chromatique et intermodale), par un supercontinuum court (<2 ps). Ces signaux ultracourts sont
générés dans une fibre microstructurée par un laser titane:sapphire et doublés dans un cristal non-
linéaire afin d’obtenir des longueurs d’onde typiques de fluorescence du NADH (430-530 nm). Le
signal collecté en sortie de fibre est détecté par un photomultiplicateur et son temps de vie est
mesuré par la méthode dite de « TCSPC » (Time Correlated Single Photon Counting, systéme
« PicoHARP », Picoquant). La référence temporelle nécessaire a la mesure est fournie par le laser.

Tab.1: Estimation des réponses impulsionnelles des fibres et validation sur fluorophore de référence.
Longueur 4 8.15 6

Ouverture numérique de collection 0.24 0.24 0.2

Réponse & la dispersion intermodale

@ 430 nm - calc. / mes. (ps) 266/210%6 546 /294 + 2 276/280 %2

Réponse & la dispersion totale

510/275+8 1100/ - 650/ 258 +9
calc. / mes. (ps)
Tm COUMarine, apres déconvolution 1.88+0.01/ 1.99 +0.01/ 1.99 + 0.01/
par PIRF du systeme (ns) 1.81 +0.06 1.91 +0.01 1.86 +0.02

Air libre / fibre

La déconvolution de I’IRF totale ({fibre + détecteur + TCSPC}) par I'IRF du systéme de
mesure ({détecteur + TCSPC}) montre une influence de la fibre en deca des valeurs attendues (voir
le tableau 1), due a une sur-évaluation de la dispersion intermodale ou encore a un supercontinuum
chahuté. Cependant cette réponse (= < 300 ps) reste faible et permet notamment de résoudre le
temps de vie de la molécule de coumarine (= 1.9 ns, voir le tableau 1) et de le discerner de I’IRF
totale du systéme de mesure (= 400 ps). Notamment, ces résultats permettent d’envisager de
distinguer, aprés déconvolution, des évolutions de ce temps de vie typiques d’états métaboliques
cellulaires, qui seront de quelques centaines de picosecondes autour de 2 ns.

3. PREMIERES VALIDATIONS EN IMAGERIE

Une premicre démonstration en imagerie est effectuée en configuration dite de microscopie
fibrée. Le cceur de la fibre étant en silice pure, une mise en forme temporelle initiale des impulsions
excitatrices permet de compenser la dispersion chromatique et 1’effet non-linéaire de compression



spectrale afin d’obtenir des impulsions d’environ 100 fs en sortie de fibre [2]. Ces impulsions sont
injectées dans la téte du microscope composée d’une paire de miroirs galvanométriques et d’un
objectif de microscope. Le signal de fluorescence est collecté par la gaine de la fibre et est détecté
par un photomultiplicateur dans la gamme [400:450nm] qui permet de détecter un signal provenant
majoritairement du NADH. Un systéme de mesure de temps de vie dédi¢ (MCS6A, Fast ComTEC)
est utilisé.
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Fig. 2: (a) Image FLIM obtenue a partir d’une configuration de microscopie fibrée de cellules de cancer
colorectal (HT29), obtenue par binning d’une image de 200x200 px. Champ : 50x50 um. (b) Image
intensimétrique de SHG (vert, collagéne) et de fluorescence (rouge, élastine) de tendon de queue de rat. Le
cercle rouge montre le lieu d’une mesure de temps de vie ponctuelle. (¢c) Mesure d’IRF correspondant au
cercle rouge de (b), permise par la réponse instantanée de la SHG. Champ de vue de 1’endoscope : 250 pm.

Des premiéres images sur cellules de cancer colorectal (HT29, figure 2 (a)) permettent de
valider notre configuration en constatant des temps de vie typiques du NADH, situé¢ dans les
mitochondries préférentiellement autour des noyaux cellulaires (formes circulaires isolées par
filtrage sur le niveau de signal obtenu). Un nombre important de photons (>100) par pixel est
nécessaire pour obtenir une information pertinente. Ainsi cette image est la somme de plusieurs
acquisitions. De plus chaque pixel représente la somme des courbes de temps de vie pour un carré
initial de 4 pixels de c6té (« binning ») ce qui réalise un compromis entre rapidité et résolution
(spatiale et temporelle) de I’imagerie de temps de vie tout en permettant une imagerie d’intensité
(somme des photons acquis pour chaque pixel) optimale et rapide. Enfin, la figure 3 (¢) montre la
mesure d’une IRF, au travers d’un endoscope réalisé dans 1’équipe, sur un échantillon de tendon de
queue de rat (fig. 3(b)). Cette IRF d’environ 400 ps, de I’ordre des IRF mesurées, valide nos
mesures en configuration réelle et la possibilité d’une configuration endoscopique.

CONCLUSION

Nous avons démontré la mise en place des étapes nécessaires a une imagerie de temps de vie
de fluorescence par excitation a deux photons et en configuration endoscopique pour des fibres de 3
a 5 métres. Notamment, les mesures de réponse impulsionnelle de la fibre (ou IRF) montrent une
réponse limitée (<300 ps) pour des longueurs de fibre importantes (jusque 8 métres) et permettant
de discerner différents temps de vie. Différentes configurations d’imagerie sont finalement validées.
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RESUME

Nous présentons nos premiers résultats sur la stabilisation du peigne de fréquences
généré par un laser Fabry-Perot auto-impulsionnel & semi-conducteur & base de
batonnets quantiques en réalisant le verrouillage par injection optique avec un laser
monomode stabilisé en fréquence. Une importante réduction de la largeur des modes du
peigne de fréquences est alors observée. Une stabilité meilleure que 8x107'2 en valeur
relative jusqu’a 30 s est mesurée, donnant a ce dispositif compact et transportable un
grand intérét pour le domaine de la métrologie des fréquences.

MOTS-CLEFS : stabilisation laser, laser auto-impulsionnel a semi-conducteur, peigne
de fréequence, verrouillage par injection optique.

1. INTRODUCTION

Nous présentons les premiers résultats sur la stabilisation en fréquence par injection optique
d’un laser auto-impulsionnel & semi-conducteur. Ce type de laser émet spontanément un peigne de
fréquences s’étendant sur plusieurs nanomeétres lorsqu’il est alimenté par un courant continu, et peut
générer des impulsions courtes (picoseconde) avec une fréquence de répétition supérieure au
gigahertz. Notre source est un laser Fabry-Perot a base de batonnets quantiques émettant & 1.55 um
avec un taux de répétition de 10.1 GHz [1,2]. La largeur des modes optiques est de 50 MHz. En
réalisant I’injection optique d’un mode du laser auto-impulsionnel avec un laser accordable
monofréquence a cavité étendue (ECLD), nous avons pu réduire la largeur du mode injecté a celle du
laser d’injection. Notre banc expérimental basé sur deux cavités optiques verrouillées sur une
référence de fréquence optique commune permet a la fois la stabilisation de la fréquence du laser
d’injection et la mesure du transfert de stabilité du laser d’injection vers le peigne injecté. Nous avons
montré que la stabilité du laser d’injection est transmise & 1’ensemble des modes du peigne de
fréquences.

2. L’INJECTION OPTIQUE DU PEIGNE DE FREQUENCE

La figure 1(a) montre le spectre optique du peigne de fréquences en régime d’auto-pulsation.
On observe un spectre relativement plat dans une bande de 12 nm correspondant a 150 modes, les
modes étant espacés de 10.1 GHz. La puissance optique en sortie du laser est de 3 dBm, ce qui
correspond a une puissance de -19 dBm pour chaque mode. Nous avons réalisé¢ le verrouillage par
injection optique avec un laser accordable a cavité étendue commerciale (TUNICS-OM, Photonetics)
alimenté par une source de courant bas bruit (LaserLabs). La largeur de raie des lasers accordables
est de 50 kHz. La puissance optique injectée a I’entrée du laser auto-impulsionnel est de -10 dBm, la
longueur d’onde d’injection est 1547.64 nm. On observe que le spectre présente une forte distorsion
autour du mode injecté [3,4].

La largeur de raie du mode injecté¢ du laser auto-impulsionnel est mesurée par battement
hétérodyne entre le mode étudié et un deuxiéme laser accordable a cavité étendue utilisé comme laser
d’analyse et de méme largeur spectrale que le premier. L’accordabilité de nos lasers a cavité étendue
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nous permet de réaliser ’injection et de procéder a la caractérisation dans toute la bande des
fréquences du peigne. Pour cette caractérisation tous les lasers sont stabilisés en fréquence au moyen
du dispositif décrit dans le paragraphe suivant. Les battements des différents modes obtenus sont
représentés sur la figure 1(b). Les bandes latérales qu’on apercoit dans le spectre résultent de la
modulation de fréquence a 1.1 MHz du laser auto-impulsionnel nécessaire a sa stabilisation sur le
long terme.
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Figure 1 : Impact de I’injection optique sur le peigne de fréquences. (a) Spectre injecté (en noir) et non
injecté (en gris) ; (b) Largeur de différents modes du peigne de fréquences avec injection optique.

Pour le mode voisin du mode injecté, on mesure une largeur de raie de 100 kHz 4 -3dB. On en
déduit que la largeur du mode injecté est de 50 kHz, correspondant a la largeur du laser d’injection.
On observe par ailleurs que cette réduction de la largeur des modes est transmise a tous le peigne,
avec cependant une réduction moins importante pour les modes éloignés du mode injecté : pour les
modes situés a 1.8 nm et 5.8 nm, les largeurs sont respectivement de 400 kHz et 2 MHz.

3. DISPOSITIF EXPERIMENTAL ET RESULTATS

Le principe de I’expérience d’injection optique et de caractérisation du laser auto-impulsionnel
est donné en figure 2(a). Une grille métrologique est réalisée au moyen de deux cavités optiques (une
cavité confocale et une cavité a fibre). Un mode de chaque cavité est verrouillé optoélectroniquement
sur un signal de référence a 1542.12 nm (référence optique) qui est transmis de 1’observatoire de Paris
(SYRTE) a notre laboratoire via une fibre optique [5], ce qui garantit une stabilité¢ en fréquence
meilleure que 107* pour un temps d’intégration d’une seconde. La premiére cavité est une cavité
commerciale de type Fabry-Perot de finesse 300 et d’intervalle spectral libre 1.5 GHz [6]. La
deuxiéme est une cavité¢ en anneau a fibre d’intervalle spectral libre 16 MHz et de largeur de mode
800 kHz (finesse 20) [7]. Les lasers d’injection et d’analyse sont verrouillés en fréquence sur deux
modes de la cavité a fibre. L’injection optique est assistée par la stabilisation sur le long terme du
mode injecté sur un mode de la cavité confocale de maniére a corriger les dérives lentes du peigne de
fréquence (quelques MHz/s). Cette architecture permet de transférer a I’ensemble des lasers la
stabilité de la référence optique.

L’écart-type d’Allan du battement entre le laser d’analyse et le mode voisin du mode injecté
du peigne de fréquence est présenté en figure 2(b). On a aussi dessiné en figure 2(b) 1’écart type
d’Allan correspondant au battement entre le laser d’injection et le laser d’analyse (verrouillé sur un
mode de la cavité a fibre proche du laser d’injection). On observe la stabilisation en fréquence du
mode étudié. Aux temps courts (inférieur a 1s), sa stabilité recopie celle du laser d’injection. Aux
temps longs on observe une dégradation de la stabilité qui reste toutefois meilleurs que le kHz entre
0.1 et30s.
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Figure 2 : Injection optique du laser auto-impulsionnel. (a) Principe de I’expérience ; (b) Stabilité du
mode voisin du mode injecté : la courbe en noir est I’écart-type d’Allan du battement entre un mode du peigne
injecté et le laser d’analyse, la courbe en gris est 1’écart-type d’Allan du battement entre le laser d’analyse et
le laser d’injection.

4. CONCLUSION

Nous avons présenté les résultats préliminaires de la stabilisation en fréquence d’un laser auto-
impulsionnel par injection optique de I'un de ses modes, assistée par un asservissement
optoélectronique. Au voisinage du mode injecté, le peigne de fréquence recopie les propriétés de
stabilité et de pureté spectrale du laser d’injection. La réduction de la largeur des modes a été vérifiée
pour I’ensemble des modes du peigne, bien que moins marquée pour les modes éloignés du mode
injecté.
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RESUME

Nous montrons 1’intérét des sources pulsées nanosecondes a trés large spectre dites «
supercontinuum » (nsSC) pour 1’imagerie multiphotonique des structures biologiques
de muscles a I’échelle du micron. Grace a leur spectre trés large, plusieurs substances
biologiques constituant les tissus biologiques peuvent étre imagés simultanément,
notamment les substances fluorescentes endogénes ou bien celles marquées avec des
fluorophores exogeénes ou encore celles a structure sujette a la génération
d’harmoniques. Ainsi, quels que soient les spectres d’absorption biphotoniques mis en
jeu et leur étalement spectral, leur imagerie simultanée est possible. D’autre part,
I’intérét de ces sources nsSC pour la microscopie multiphotonique réside aussi dans
leur cott beaucoup plus faible que celui des sources titane-saphir usuellement mises en
ceuvre.

MOTS-CLEFS : imagerie multiphotonique ; tissu musculaire ; source ultralarge
spectre; multimodalite

1. INTRODUCTION

La microscopie multiphotonique (MMP) est une technique de plus en plus utilisée dans les
laboratoires de biologie qui ont recours a une analyse in vitro ou in vivo d’échantillons, a I'échelle
du micron [1]. Les différents processus non linéaires utilisés, telle que la fluorescence a deux
photons (two-photon fluorescence en anglais, 2PF) ou la génération de seconde harmonique (second
harmonic generation, SHG) remplace peu a peu les techniques plus standard de microscopie de
fluorescence linéaire. La MMP présente de nombreux avantages tels que I’imagerie en profondeur,
la limitation du photoblanchiment, I’amélioration du rapport signal sur bruit ...

Aujourd'hui, la source laser d'excitation utilisée en routine en MMP est un laser titane
saphir (Ti: Sa). Il présente de nombreuses caractéristiques compatibles avec la MMP : longueur
d'onde dans le proche infrarouge (700 — 1000 nm), taux de répétition de l'ordre d'une centaine de
MHz, largeur spectrale de 10 nm accordable, puissance moyenne de quelques watts. Mais cette
technologie complexe est particuliérement chére (~100 k€) et son spectre de 10 nm ne laisse pas
beaucoup de latitude quant au nombre de substances que l'on peut imager, en particulier celles
susceptibles de générer des phénomeénes de fluorescence multiphotonique.

Dans ce contexte, I’intérét et 1’utilisation de sources a spectre ultralarge a commencé a
apparaitre depuis une dizaine d’années pour la MMP [2]. Un spectre trés large permet I’imagerie de
plusieurs substances biologiques constituant les tissus vivants alors visualisables simultanément.
Cela concerne notamment les substances fluorescentes endogénes (élastine, flavines, collagéne...)
ou bien celles marquées avec des fluorophores exogénes ou encore celles présentant une
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structuration sujette a la génération d’harmoniques (collagéne, myosine...). Mais les méthodes
mises en ceuvre font appel trés souvent a des étapes d’élargissement de spectres issus de sources Ti :
Sa injectés dans une fibre optique a cristaux photoniques [3]. Pour que la méthode soit compatible
avec l’absorption biphotonique, elle doit étre associée a une méthode de compensation de la
dispersion chromatique qui élargit temporellement I’impulsion. Cela a permis la démonstration de
I’intérét de ces méthodes a trés large spectre, sans résoudre ni le probléme du coit ni celui de la
complexité du montage expérimental associée.

Depuis 2007, les sources laser a trés large spectre, basées sur des technologies lasers
alternatives ont ¢été démontrées pour la MMP [4]. Ce sont souvent des sources lasers dont les
paramétres physiques sont trés différents des sources Ti : Sa : durée d’impulsion plus longues (ps)
et/ou taux de répétition plus faible (MHz). Pour autant, les puissances créte délivrées sont
compatibles avec I’obtention d’images des cibles biologiques par MMP.

Nous présentons ici I’intérét des sources pulsées nanoseconde a tres large spectre dites
« supercontinuum » (nsSC) pour la MMP de structures biologiques a 1’échelle du micron reposant
sur I’élargissement du spectre d’une diode laser dans une fibre optique [5]. Nous illustrons ces
travaux par I’imagerie de structures musculaires de souris dont des échantillons ont été prélevés et
fixés sur lame histologique.

2. MONTAGE EXPERIMENTAL

La figure 1a présente le montage expérimental réalisé. La source nsSC préalablement filtrée
entre 650 et 900 nm a été couplée dans un microscope biphotonique (Bergamo II, Thorlabs Inc.)
muni d’un systéme de balayage laser par miroirs galvanométriques. Deux photomultiplicateurs sont
associés avec des filtres de détection et deux dichroiques permettent de séparer le signal
d’excitation de celui d’émission d’une part, puis de séparer les diverses contributions spectrales
émises par différents constituants de la cible imagée a travers un objectif de microscope (Olympus,
25X, ON=1.00).

j c % 1 ns, 250 kHz

1m. PCF 500 - 1800 nm

Filtrage 4 I'excitation

™
®

Fig. 1. a. Montage expérimental de MMP par source nsSC. b. Image de 81 um x 81 um de coupe de
muscle de souris dont la laminine est marquée avec I’AF 546 et les noyaux sont marqués au DAPI.

Les images ont été réalisées sur un tissu musculaire de souris en coupe fixée sur lame de
verre par un procédé d’histologie classique. Sur cet échantillon (Fig. 1b), la laminine a été marquée
avec un fluorophore de la gamme des Alexa Fluor® (AF546) en rouge sur la Fig. 1b. Cette protéine
est un constituant protéique majeur de la lame basale, son marquage souligne le pourtour des
cellules. Le noyau des cellules a été marqué avec une molécule fluorescente qui se lie au noyau des
cellules appelé « DAPI », en vert sur la Fig. 1b. Le signal émis par ces deux substances est détecté
respectivement entre 604 nm et 678 nm (PMT A) et entre 500 nm et 550 nm (PMT B). Le spectre
cumulé d’absorption biphotonique de ces fluorophores couvre la plage comprise entre 650 nm et
1100 nm.

3. EXPLOITATION DES RESULTATS EXPERIMENTAUX ET DISCUSSION

Une source ultralarge spectre comme la nsSC utilisée ici, et filtrée entre 650 et 900 nm,
permet de couvrir toute la gamme d’absorption biphotonique des deux fluorophores exogeénes mis
en jeu (AF546 et DAPI). Dans ce cas, le spectre d’excitation est optimal a la fois pour le DAPI et
pour I’AF546. Cette source, beaucoup moins chére que les sources Ti : Sa standard utilisées en



MMP présente aussi deux différences notables. Son taux de répétition de 1’ordre de 250 kHz est
beaucoup plus faible que celui des Ti : Sa (~80 MHz) et la distribution énergétique dans le temps est
fortement remodelée par les effets non linéaires a 1’origine des conversions en longueurs d’onde.

Dans notre expérience, la longueur d’onde de dispersion nulle de la fibre non linéaire est
située a 1400 nm. Au-dessus de cette limite, les impulsions subissent une instabilité de modulation
donnant naissance & un amas d’impulsions solitoniques. Un autodécallage en longueur d’onde
alimente alors le spectre jusqu’a 2.4 um. Dans la gamme spectrale qui nous intéresse (650 et 900
nm), les longueurs d’onde sont créés par des mélanges paramétriques eux-mémes influencés par le
changement de structure temporelle initi¢ par les différentes conversions non linéaires. L’enveloppe
initiale de I’impulsion est alors fortement réduite en durée mais aussi fortement modulée. La
puissance créte accessible reste ponctuellement limitée mais est maintenue sur un grand nombre de
sous-impulsions ce qui représente une quantité de photons importante rendant possible 1’obtention
d’une image par processus multiphotonique.

En se basant sur les travaux de Chris Xu parus en 1996 [6], il est possible de définir un
« facteur de mérite » F pour les sources dédiées a I’imagerie multiphotonique. L’équation 1 (Eq 1)
relate le score des systémes sous excitation multiphotonique, qui englobent tous les ¢léments de la
chaine (fluorophore, objectif de microscope, source) et prend en considération le profil temporel de
I’impulsion & ~ 0,6 [6] :

Szkipozzklr. (1)
fr
Le facteur de mérite d’une source Ti: Sa (1 W, 80 MHz, 150 fs) est alors de 50 000 u.a.
tandis que celui de notre source nsSC (0,4 ns, 250 kHz, 100 mW) est de I’ordre de 60 u.a.

CONCLUSION

Les sources a spectre ultralarge commencent a devenir incontournables en microscopie
multiphotonique méme si elles souffrent encore beaucoup de leurs caractéristiques spectro
temporelles chahutées ne permettant pas de connaitre parfaitement leur puissance créte instantanée.
Le travail présenté ici montre une illustration de 1’utilisation de ces sources en microscopie
multiphotonique, mettant en ceuvre des échantillons biologiques de tissus musculaires marqués.
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RESUME

Ces travaux font partie intégrante du projet DROID qui vise au développement d’un dosi-
metre réparti a fibre optique. Il est donc nécessaire de développer une fibre tres sensible aux
radiations gamma. Pour cela, il est primordial de connaitre I’influence des différents dopants
sur I’atténuation radio-induite de la fibre (ARI). Ces travaux présentent une étude quantitative
des effets du thulium, du lanthane, du cérium et de 1I’aluminium sur I’ ARI.

MOTS-CLEFS : fibre optique ; atténuation radio-induite ; thulium ; lanthane.
1. INTRODUCTION

Les fibres optiques sont de plus en plus utilisées dans les environnements hostiles tels que le nu-
cléaire ou le spatial. Les rayonnements ionisants provenant de ces milieux induisent une augmentation
de I’atténuation radio-induite de la fibre (ARI). Pour certaines applications telles que 1’amplification op-
tique, cette atténuation peut poser probléme. De nombreuses études cherchent donc a renforcer les fibres
contre ce phénomene en les dopant par exemple avec de I’hydrogene [1]. Au contraire, dans d’autres
applications telle que la dosimétrie a fibre optique [2], I’ ARI devient un mesurande. On cherche ainsi
a développer des fibres a haute sensibilité. Le projet DROID [3] a pour but de développer un dosimetre
réparti se basant sur I’ ARI mesurée par réflectométrie optique. Un dosimetre de ce type a été congu au
Fraunhofer Institute [4] en 2004. Ce dernier se base sur une fibre dopée phosphore qui présente une ARI
de 0.3dB Gy‘1 m~!. Les travaux discutés ici ont pour but d’étudier I’effet du cérium, du thulium, de
I’aluminium et du lanthane sur I’ ARI pour pouvoir fabriquer une fibre hautement sensible aux radiations.

2. ECHANTILLONS

Les fibres optiques de diametre extérieur 125 um, de diametre de coeur 8—10 um ont été étirées
de préformes a base de silice préparées par MCVD (modified chemical vapor deposition) et dopées par
la méthode dite d’imprégnation. Tous les échantillons de cette étude contiennent du thulium (Tm) et de
I’aluminium (Al). Certains ont été codopés avec du cerium (Ce) ou du lanthane (La). Aucun autre additif
n’a été introduit. La composition de certaines fibres a été mesurée par EPMA (micro analyse par sonde
électronique effectuée au Camparis, Paris), qui a servi de référence pour les mesures complémentaires
par EDX (spectroscopie a rayons X a dispersion d’énergie effectuée au CRHEA, Valbonne), et par mesure
d’atténuation spectrale (Tm). Les compositions détaillées des séries d’échantillons seront rapportées lors
de la conférence.

3. BANC DE MESURE DE L’ARI

La figure 1 présente le banc expérimental utilisé pour mesurer I’ARI. La lumicre blanche d’une
source halogene est filtrée par un monochromateur pouvant sélectionner les longueurs d’onde de 400
a 1500 nm avec une précision d’environ 1 nm. Une partie de cette lumiere filtrée est dirigée vers une
photodiode de référence et I’autre partie est injectée dans la fibre a caractériser et est mesurée par une
photodiode dite d’atténuation. L’ ARI, définie comme dans 1’équation 1 (avec L la longueur de la fibre



en m et D, la dose recue en Gy), est un double rapport de tensions entre les tensions d’atténuation et de
référence a I’instant t par rapport a I’instant initial (avant irradiation). Ce rapport nous permet d’obtenir
une mesure relative et ne dépend donc pas des différentes fluctuations de puissance lumineuse que 1’on
peut rencontrer avec une source halogene.
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FIGURE 1 : Banc optique de mesure de I’ ARI. Les commutateurs optiques permettent de mesurer successivement
jusqu’a cinq fibres a la fois. Le coupleur permet d’optimiser la puissance lumineuse dans le bras de mesure (double
fleche épaisse). La mesure de I’ ARI se fait en transmission.

4. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Les échantillons de fibre de longueur environ 10 m ont été enroulés en bobines décontraintes de
9cm de diametre. Elles ont toutes été irradiées par une source gamma au laboratoire de I’ONERA a
Toulouse. Les irradiations ont duré 1 h sous un débit de dose de 10 Gy h~!. Seules les mesures effectuées
a 850 nm sont présentées ici, car c’est la longueur d’onde retenue pour I’utilisation du dosimeétre final.
Une ligne de référence (sans fibre sous test) permet de prendre en compte 1’ ARI des différentes lignes
optiques optique. De plus, la puissance lumineuse injectée dans les fibres sous test est inférieure a 10 nW,
ce qui permet de négliger le phénomene d’effet de sonde (photo-blanchiment).

5. RESULTATS

Les graphiques de la figure 2 rapportent les différentes ARI mesurées pour toutes nos fibres en
fonction de leurs différents dopants. Les concentrations des dopants étant différentes dans I’ensemble de
nos fibres, cette étude se concentre sur les dopants séparément en négligeant les effets de couplages qui
pourraient influer sur I’ ARI.

6. DISCUSSION

Les fibres étudiées ont une trés grande sensibilité encore jamais mesurée, jusqu’20.38 dB Gy ' m™!

pour la fibre la plus fortement dopées au lanthane. Cette sensibilité est deux cents fois supérieure a celle
des fibres commerciales. Les graphiques de la figure 2 représentent les dépendances de 1’ ARI en fonction
de la concentration de chacun des éléments (Ce, La, Tm, Al). Les données montrent une dispersion qui
ne permet pas d’attribuer la sensibilité a un seul élément, mais certaines tendances semblent apparaitre
(méme si d’autres parametres doivent &tre pris en compte pour une analyse plus fine). Ainsi, le dopage Ce
ou La semble augmenter la sensibilité, contrairement au Tm qui ne semble pas influer sur la sensibilité
de la fibre, alors que le photo-noircissement est habituellement important dans ces fibres [5].
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FIGURE 2 : ARI en fonction des différents dopants. Toutes les mesures présentées ont été effectuées a 850 nm. Les
concentrations des dopants sont données en % d’oxyde injecté dans la préforme.

CONCLUSION

Quatorze fibres contenant du La, Ce, Al ou Tm ont été fabriquées par MCVD et caractérisées
sous irradiation gamma. Les terres rares « non optiquement actives » (Ce, La) sont les seules a avoir
une influence sur la sensibilité des fibres. L’aluminium quant a lui, méme s’il ne dégage pas de réelle
tendance, semble diminuer 1’ ARI pour de tres fortes concentrations. Certaines pistes, telles que les effets
de couplages ou les équilibres des différents niveaux d’ionisation des dopants permettraient de mieux
comprendre 1’évolution de I’ ARI dans les fibres optiques.
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RESUME

Nous reportons 1’observation de transparences sub-Doppler dans du Rb confiné au sein
de fibres creuses générées par un faisceau laser unique.

MOTS-CLEFS : Fibre creuse ; Optique atomique ; Interaction de laser-matiere
1. INTRODUCTION

Les fibres acristal photonique acoeur creux (HC-PCF) remplies d’une vapeur atomique présentent
une plate-forme unique et inté&essante pour diverses applications comme celles en optique atomique
ou pour le domaine des temps et fré&uences [1]. La compacité des HC-PCF et I’exacerbation
d’interaction laser-matieére qu’elle implique, comme illustré dans plusieurs démonstrations [1-3],
suscitent un int&é& croissant. Parmi les résultats, on compte la démonstration de la transparence
induite dectromagné&iquement (EIT) dans la vapeur de Rb confiné dans une HC-PCF [1-3], ou
plus réeemment la spectroscopie de Rydberg atrois photons dans une HC-PCF remplie de Cs [4]
ainsi gque la spectroscopie de Sr ultra-froids piégé&s dans une HC-PCF [5]. Ces ré&ultats obtenus
justifient aujourd’hui le potentiel des HC-PCF remplies d'atomes pour un grand nombre
d'applications en optique quantique, telles que les portes logiques baséss sur le blocage de Rydberg,
les sources de photons individuels, l'intrication lumi&e-atome, ou encore la réalisation d’horloges
atomiques miniaturisées. Pour que ces perspectives se r&lisent, il est primordial de comprendre les
phénomeénes physiques dominants de I’interaction atomes-lumiere a 1’intérieur d’une microstructure
didectrique comme celle des HC-PCF. En effet, le diamétre micrométrique du coeur de la fibre
(entre 5 et 100 um) implique une augmentation des effets de I’interaction atome-surface tels que les
processus physicochimiques, 1'adsorption des atomes sur la paroi du ceeur de la fibre, les forces de
Van der Waals (VW) et les forces du Polder de Casimir. En consé&juence, ces effets peuvent
entramer des signatures spectroscopiques fortement diffé&entes de celles trouvées dans les cellules
atomiques macroscopiques conventionnelles.

Dans cette communication, nous présentons 1’observation expérimentale de transparences spectrales
sub-Doppler qui, contrairement aux techniques classiques pour les exciter telles que I'absorption
saturé ou I'EIT, sont géné&ees par un seul faisceau laser couplédans des HC-PCF de type Kagome
remplies de Rb. Un mod¢le théorique suggere que ces résonances proviennent d’un pompage
optique entre des états vibrationnels d’atomes faiblement piégés par le potentiel de surface des
parois internes du cceur.

2. DISPOSITIF EXPERIMENTAL ET RESULTATS

Les figures 1(a) et 1(b) montrent respectivement le schéna du dispositif exp&imental et I'image au
microscope d’une des fibres creuses utilisées. Un faisceau laser avec une polarisation circulaire est
énis par une source accordable et couplédans une HC-PCF Kagome remplie de Rb. Cette derniée
est placé dans une chambre avide et fait partie d’une dizaine de HC-PCF ayant toutes la méme
longueur de ~8 cm mais different par le diametre de leur coeur et par la présence ou non d’un
revétement de surface des parois internes du cceur. Enfin, un solénoide entoure la chambre a vide
pour créer un champ magnétique le long de I’axe de la fibre. Le faisceau transmis par la HC-PCF
est caractérisé par un polarimetre. La figure 1(c) montre le spectre de transmission d’'une HC-PCF
remplie de Rb autour de la transition [Sy2, F = 3)— [*Ps2, F' = 2,3) du ®Rb. Ce spectre se distingue
par la présence a 1’intérieur de la courbe d’absorption de deux pics de transparence. Ces derniers ne
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peuvent provenir du phéomeéne de SAS car la puissance de la lumiée qui peut &re réfléhie par
diffusion sur les parois du cceur de la fibre ou par effet de bord repré&ente une fraction de la lumiée
couplés dans la fibre infé&ieure £0.001%. De méne, la réflexion par un potentiel <«clustering >»
d’atomes Rb localisé dans la fibre [7] a été écartée car 1’existence d’un tel cluster aurait affectéle
taux de transmission de la fibre, ce qui n’est pas le cas ici.
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Fig. 1. (a) Schéma du dispositif exp&imental. ECDL : laser accordable a cavité étendue, QWP: lame a quart d’onde,
PBS : séparatrice de faisceau polarisée. (b) Image au microscope électronique a balayage de la face d’une fibre type
Kagomé (c) Spectre de transmission autour d une transition d’absorption %°Rb | %S12, F = 3 )— | 5P, F') D2. (d)
Hllustration schématique des niveaux d’énergie du Rb et sa perturbation par le potentiel de surface du aux parois
internes du cceur de la fibre creuse.

Pour expliquer I’origine de ces transparences, nous rappelons 1’effet d’un potentiel d’une surface
didectrique sur un atome due aux forces de Van der Waals (VW). La Fig.1(d) illustre
schématiquement les niveaux d’énergie d’atomes de Rb au centre du cceur et de ceux qui sont
proches des parois du cceur. La figure montre aussi les temps caractéristiques de transit (t; ~ 100 ns)
qui est dix fois plus petit que celui du passage au voisinage de la surface (dwell time: tqw ~ 1 us).
Le temps de passage «surfacique »indique la moyenne de temps que les atomes passent au niveau
de la surface. Ces atomes peuvent &re pi€gés par le potentiel de surface, ou potentiel VW, et par
conséquent exhibent des états vibrationnels discrets qu’on note vi, avec i qui est ’indice quantique
de I’état vibrationnel. Dans cette configuration, un laser réonant avec les transitions [°Sy.F = 3, vs)
— [*P3F' = 2,3, vp ) induit un pompage optique vers 1’état non-résonant trés éroit [°Sy.F = 2). Ce
pompage engage les éats faiblement lié&s (c.a.d. vs>1) pour la grande porté de leur fonction
d’onde. Cette propriété permet aux atomes dans ces états de subir une forte interaction avec le laser
et un taux de relaxation due ala collision atome-surface plus faible comparé aux atomes fortement
liés dans le potentiel VW. Par conséquent, 1’équilibre entre la relaxation par collision et le pompage
optique s’établit par une distribution des atomes ou la population dans I’état F=3 diminue ala
faveur de celle de 1’état non-résonant F=2, rendant ainsi le milieu transparent pour un laser réonant
avec la transition [°S12F = 3) — [°P32F’). Enfin, on note que contrairement aun ensemble d'atomes
thermiques libres qui présente une raie d’absorption élargie par effet Doppler, les atomes piégés
dans le potentiel VW sont localisé& dans une ré&gion de I'espace avec des dimensions ne dépassant
pas la moiti¢ de la longueur d'onde A = 787 nm. Par conséquent, la condition de Lamb-Dicke est
remplie pour I'absorption aux fréguences ouise situent les énergies vibratoires de I'atome dans le
potentiel VW. En utilisant I’approximation de Born-Oppenheimer, et simulant le potentiel VW &
celui de Lennard Jones ayant son minimum situéar, de la surface, nous avons calculéle taux de
pompage des transitions [*SioF = 3,vs)—[PspF’=2,3,vp) —|5S1/2F = 3,vs’). La Fig. 2 montre la
dépendance du taux de pompage avec la fré&uence pour diffé&ents r, repréentatifs de la HC-PCF



utilisés. Les réultats montrent un accord raisonnable avec les données exp&imentales aussi bien
dans I’écart fréquentiel entre les pics que dans leurs hauteurs relatives.
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Fig. 2. Spectres des taux de pompages des transitions [*SipF = 3, vs)—|’P3pF’=2,3, vp) —|’S12F = 3, vs’) pour
différentes valeurs de ro.

Afin de corroborer par une autre approche experimentale le modée cité ci-dessus, nous avons
examinéces transparences dans deux fibres ayant des surfaces diffé&entes, en rev&ant les parois
internes du coeur d’'une HC-PCF Kagome par une couche de cé&amique. La Fig. 3(a) montre le
spectre de transmission au voisinage de la transition [°Sy2, F = 3) — [°Ps2, F' = 2,3) du ®Rb a
travers la HC-PCF sans (courbe rouge) et avec rev&ement (courbe bleue). Les ré&ultats montrent
trois cr&es de transparence sub-Doppler. La diffé&ence de la position de fréuence des
transparences entre les deux fibres implique une dépendance avec le matériau de surface du ceeur de
la fibre, en accord avec le modée théorique. En outre, la Fig. 3(b) qui pré&ente la dépendance de ces
transparences avec le champ magnéique, montre que tandis que leur hauteur augmente fortement
avec I’augmentation du champ magnéique, leur fré&uence reste inchangés, indiquant qu'elles ne
sont pas affectées par I’effet Zeeman. Ceci est une autre indication en faveur du modele présenté.
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Fig. 3. (a) Observation exp&imentale des transparentes sub-Doppler dans I'absorption 8Rb |5S12, F = 2) — |°Pap,

F')de D2. (b) Etude de la déendance du champ magnéique aux caracté&istiques du sub-Doppler pour la ligne #Rb |
512, F=2)D2.

En conclusion, Un nouveau type de transparences sub-Doppler a été observé. Celles-ci sont
générées dans un Rb confiné au sein d’une fibre creuse excitée par un faisceau laser unique.
L'analyse des réultats montre qu’elles proviendraient du pompage optique des atomes pi&yé dans
le potentiel de surface de la paroi interne du ceeur de la fibre.
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