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Introduction

La microscopie optique joue un role central en biologie en permettant de visualiser une grande
variété de cellules et de tissus, notamment depuis 'apparition de la microscopie de fluorescence
basée sur I’absorption a 1 photon. Cette technique est par contre limitée a des profondeurs de
quelques dizaines de micrometres, car les propriétés diffusives des tissus biologiques brouillent
I'image d'un objet enfoui en profondeur et la lumiere d’excitation, dont I'intensité est augmentée
pour atteindre des profondeurs plus importantes, endommage 1’échantillon. La microscopie de
fluorescence excitée a 2 photons (2PEF), basée sur une interaction non-linéaire entre la lumiere
et le tissu, permet de contourner en partie ces difficultés et de maintenir une résolution tridimen-
sionnelle micrométrique lors de 'observation en profondeur d’un milieu optiquement diffusant.

Un autre avantage de la microscopie 2PEF réside dans la possibilité d’effectuer une imagerie
combinant différents modes de contraste qui fournissent des informations complémentaires par
rapport a I'imagerie de fluorescence, comme la génération de seconde harmonique (SHG) sensible
a la non centrosymétrie du milieu ou la génération de troisieme harmonique (THG) ou un signal
est obtenu pour toute hétérogénéité des propriétés optiques du milieu.

De plus, il est possible de visualiser la structure d’une cellule ou d’un tissu en utilisant des
sources de contraste endogenes qui permettent une imagerie tres peu invasive. Par exemple, la
microscopie 2PEF permet de mettre en évidence différents fluorophores endogenes cellulaires ou
des composants de la matrice extracellulaire tels que I'élastine et la kératine, la microscopie SHG
permet de détecter le collagene fibrillaire ou les filaments de myosine dans les sarcomeres et la
microscopie THG permet d’observer sans marquage le développement embryonnaire de petits
organismes. Du fait de ces avantages, les applications de la microscopie multiphoton sont tres
nombreuses et variées, dans des domaines comme les neurosciences, la cancérologie, I’embryolo-
gie,. ..

Cependant, des progres sont encore nécessaires dans la compréhension des contrastes optiques
non-linéaires endogenes observés dans les tissus. En effet, il est important de bien analyser toutes
les caractéristiques physiques d’un signal afin de I'exploiter correctement. Dans ce contexte, la
génération de seconde harmonique par le collagene fibrillaire soulevait différentes questions au
début de ce travail, notamment sur la spécificité de la SHG en fonction du type de collagene et
sur le role de sa structure chirale en triple hélice dans la forte amplitude des signaux observés.

Cette these est centrée sur I'étude du collagene, qui présente beaucoup d’intérét pour les
raisons suivantes : i) cette protéine a une structure en triple hélice tres particuliere et produit un
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Introduction

fort signal de seconde harmonique. Il est donc intéressant de comprendre l'origine de ce signal
au niveau moléculaire, et notamment les effets liés a la chiralité, ii) le collagene représente 30
% du contenu total du corps humain en protéines et il est le constituant principal de la matrice
extracellulaire d’une grande variété de tissus et d’organes. De ce fait, il est impliqué dans tout
remodelage de la matrice extracellulaire et dans de nombreuses pathologies iii) actuellement,
on manque d’outils performants pour visualiser 1’architecture tridimensionnelle du collagene a
I’échelle micrométrique. Dans ce contexte, la microscopie SHG est un outil prometteur pour
visualiser la distribution du collageéne dans les tissus.

Ce travail de these a débuté avec des expériences de génération de seconde harmonique
en surface résolue en polarisation sur des films minces de molécules de collagene de type I et
IV, qui nous ont permis de démontrer que la microscopie SHG est une sonde de 'organisation
macromoléculaire du collagene et non pas du type de collagene. Nous avons appliqué ensuite ces
résultats a I’étude des fibroses collagéniques pulmonaires et rénales dans des modeles murins. Ce
travail répond au manque d’outils disponibles pour étudier cette accumulation pathologique de
collagene fibrillaire qui peut conduire a une insuffisance rénale terminale ou a une insuffisance
respiratoire souvent 1étale a terme.

Ce manuscrit est structuré de la fagcon suivante :

— Le chapitre [1| décrit le principe de la microscopie de fluorescence excitée a 2 photons et
par génération de seconde harmonique et le dispositif expérimental que nous avons utilisé
pour les expériences de microscopie.

— Les principales sources de contraste endogene pour la microscopie multiphoton, quelques
applications pour ’étude des arteres et de la peau, ainsi que la caractérisation spectrosco-
pique des kératines épidermiques seront présentées dans le chapitre [2] afin d’illustrer les
potentialités de cette technique.

— Le chapitre |3 répond a la question du role du type de collagene et de la chiralité dans la
génération de seconde harmonique par le collagene.

— Le chapitre présente les potentialités de la microscopie multiphoton pour 'étude de
fibroses collagéniques pulmonaires et rénales.

Ces expériences sont le fruit des collaborations avec les équipes suivantes :

— Pierre-Louis Tharaux et son équipe, INSERM U702, Université Pierre et Marie Curie
- Hopital Tenon, Paris pour les expériences sur la fibrose rénale,

— Bruno Crestani, Aurélie Fabre et Joélle Marchal-Somme, Services de pneumologie
et Laboratoire d’anatomie-pathologique, Université Paris 7, Faculté de médecine X. Bichat
- Hopital Bichat-Claude Bernard, INSERM U700, Paris pour les expériences sur la fibrose
pulmonaire,

— Gervaise Mosser, Laboratoire de Chimie de la Matiere Condensée, CNRS UMR, 7574,
Université Pierre et Marie Curie, Paris pour I'imagerie TEM et

— Gaston Godeau Laboratoire de physiopathologie des tissus non minéralisés, Université
Paris V, Montrouge pour nous avoir fourni les coupes histologiques de peau.



Chapitre 1

L’imagerie multimodale multiphoton

Depuis quelques années la microscopie multiphoton a été largement utilisée pour répondre a
différentes problématiques biologiques. Cette microscopie a balayage laser, initialement basée sur
des signaux de fluorescence excitée a deux photons (2PEF) |Denk et al., 1990], s’est peu & peu
généralisée a d’autres phénomenes optiques non-linéaires : la génération de seconde harmonique
(SHG) [Zipfel et al., 2003a], technique qui avait été pourtant proposée [Sheppard and Kompfner,
1978| et démontrée [Roth and Freund, 1979, Freund and Deutsch, 1986] des années auparavant,
la génération de troisieme harmonique [Barad et al., 1997, Squier et al., 1998| et la diffusion Ra-
man anti-Stokes stimulée (CARS) [Duncan et al., 1982], techniques développées plus récemment.
La SHG et la 2PEF sont deux phénomenes optiques non-linéaires tres différents : le premier
repose sur la diffusion non-linéaire de la lumiere, alors que le deuxiéme est basé sur I’absorption
non-linéaire suivi d’'une émission de fluorescence. Autrement dit, le premier est un phénomene
cohérent, alors que le deuxiéme ne l'est pas. Les conséquences qui en découlent seront discutées
ci-dessous. Nous allons commencer par présenter le principe de la microscopie multiphoton, ses
avantages par rapport aux microscopies conventionnelles de fluorescence et ensuite nous allons
décrire le dispositif expérimental.

1.1 Principe et avantages de la microscopie multiphoton

Nous allons tout d’abord présenter les principes de base et les avantages de la microscopie
2PEF, la forme la plus connue de microscopie non-linéaire, pour ensuite passer a la microscopie
SHG.

Microscopie 2PEF

Ce type de microscopie repose sur l'utilisation d’une excitation non-linéaire pour produire
une émission de fluorescence seulement au voisinage du point focal de I’objectif. Les microscopes
de fluorescence conventionnels reposent sur l'excitation & un photon (1PE), c’est-a-dire quun
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Chapitre 1. L’imagerie multimodale multiphoton

seul photon est nécessaire pour exciter une molécule fluorescente depuis son état fondamental
(f) dans un état excité (e). Ce processus est schématisé sur la Fig. [I.1] (en haut a gauche),
pour une molécule fluorescente considérée comme un systeme modele a deux niveaux d’énergie.
Une fois excitée, la molécule revient dans I’état fondamental le plus souvent par 1’émission d’un

e | |
1PEF

excitation 1-photon

Excitation confinée

Fi1G. 1.1 — (haut) Représentation d’un systéme modéle & deux niveaux
d’énergie : (gauche) excitation a 1 photon, (droite) excitation & 2 photons : 2PEF
(fluorescence excitée a 2 photons), SHG (génération de seconde harmonique) ; (bas)
Distribution spatiale de 1’excitation dans le cas d’'un phénomene d’absorption
a 1 photon (gauche), respectivement 2 photons (droite) dans une solution de fluo-
rescéine (image tirée de |Zipfel et al., 2003b]).

photon de fluorescence (1PEF). La détection de ce signal de fluorescence dénote la présence de
la molécule et constitue le principe de base de la microscopie de fluorescence. L’excitation a 1
photon de la molécule a lieu si le photon incident possede une énergie plus grande ou égale a
la différence d’énergie entre 1’état excité et 1’état fondamental. Le signal de fluorescence 1PEF
émis dépendra linéairement de l'intensité d’excitation. Dans l’exemple de la Fig. [I.1| (en bas a
gauche), on voit que le signal de fluorescence est créé non seulement au point focal, mais aussi
tout au long du cone d’excitation. Ainsi, des filtres spatiaux doivent étre utilisés pour localiser
le signal de fluorescence provenant du point focal : ¢’est le principe de la microscopie confocale.

De la méme fagon, deux photons de méme énergie peuvent simultanément étre absorbés par la
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1.1 - Principe et avantages de la microscopie multiphoton

molécule et produire une excitation équivalente a I’absorption d’un seul photon d’énergie double.
C’est 'absorption a 2 photons (2PA), phénomene décrit par [Goppert-Mayer, 1931] et amplement
détaillé par [Shen, 1984] et [Boyd, 2003]. La fluorescence créée est alors nommée fluorescence
excitée a 2 photons (2PEF) (Fig. en haut a droite), et ce signal varie avec le carré de
I'intensité d’excitation. Cette dépendance non-linéaire en intensité d’excitation est a la base de
la localisation tridimensionnelle du signal 2PEF (voir Fig. en bas a droite) : I"absorption
simultanée de deux photons ne peut avoir lieu que pour des intensités tres importantes, c’est-a-
dire au point focal, dans un volume d’excitation confiné. C’est le phénomene de “sectionnement
optique” intrinseque a la microscopie 2PEF.

La microscopie multiphoton présente plusieurs avantages par rapport a la microscopie con-
ventionnelle (plein champ ou confocale), que nous allons présenter ci-dessous :

- profondeur de pénétration augmentée dans les tissus diffusants

La diffusion de la lumiere visible par les tissus est le principal phénomene qui limite la
profondeur d’observation en microscopie conventionnelle. Elle a pour effet de diminuer le nombre
de photons de fluorescence provenant du point focal et d’augmenter le bruit de fond, car des
photons créés en dehors du volume focal commencent a étre détectés. Ainsi, en microscopie
conventionnelle la diffusion dégrade le contraste et la résolution ce qui diminue fortement la
profondeur d’imagerie. Au contraire, la microscopie non-linéaire permet de préserver la résolution
a plus grande profondeur et cela pour les raisons suivantes : i) les longueurs d’onde utilisées en
microscopie multiphoton, situées dans le proche infrarouge sont nettement moins diffusées et
absorbées par les tissus que dans le cas de la microscopie conventionnelle (visible et proche UV),
ce qui permet une meilleure pénétration dans les tissus; ii) le caractére non-linéaire de 1’excitation
multiphoton préserve le confinement du volume d’excitation, donc la résolution, méme en milieu
diffusant (du moins jusqu’a une certaine profondeur qui dépend des propriétés optiques du tissu
et du type de contraste, endogene ou exogene, utilisé). Par ailleurs, en microscopie multiphoton
il y a peu de bruit de fond car les photons d’excitation diffusés excitent tres peu ou pas du tout
de fluorescence. L’absence de filtrage spatial permet en plus d’avoir une meilleure efficacité de
collecte de la fluorescence, méme pour les photons de fluorescence diffusés, car tous proviennent du
point focal. Ainsi, la possibilité de visualiser des tissus biologiques intacts plus en profondeur, tout
en gardant une résolution tridimensionnelle (3D) micrométrique, est un des avantages majeurs
de la microscopie multiphoton.

- phototoxicité et photoblanchiment réduits

La cause principale de la phototoxicité est la formation d’especes oxygénées réactives, suite
a un transfert d’énergie non-radiatif par un chromophore cellulaire. Ces especes oxygénées tres
toxiques pour les cellules provoquent rapidement la mort cellulaire, diminuant ainsi la possibilité
de faire une imagerie de longue durée. En microscopie 2PEF, le confinement de l’excitation
permet de restreindre les dommages optiques au niveau du volume focal, donc de réduire la
phototoxicité. Le photoblanchiment des fluorophores est réduit pour les mémes raisons.

- diversité des modes de contraste



Chapitre 1. L’imagerie multimodale multiphoton

La possibilité d’effectuer une imagerie combinant différents modes de contraste, notamment
2PEF et SHG est un grand avantage de la microscopie multiphoton. Plus récemment il a été
démontré que cette technique peut aussi étre combinée avec d’autres modes de contraste, comme
la génération de troisieme harmonique (THG) [Boyd, 2003,|Chu et al., 2003|Sun et al., 2003,
Barzda et al., 2005,[Débarre et al., 2006] ou un signal est obtenu pour toute hétérogénéité des
propriétés optiques du milieu observé, ou la microscopie par diffusion Raman anti-Stokes stimulée
(CARS - Coherent Anti-Stokes Raman Scattering) sensible aux vibrations moléculaires [Boyd,
2003]. Ces modes de contraste ne seront pas abordés dans ce manuscrit, mais quelques exemples
des images THG, qui montrent la compatibilité de ce contraste avec la 2PEF et la SHG, seront
présentées dans le chapitre [ dans le cadre de I'imagerie du poumon.

Nous allons décrire maintenant la génération de seconde harmonique (SHG), un phénomeéne
non-linéaire particulierement intéressant pour 'imagerie en milieu biologique.

Microscopie SHG

La génération de seconde harmonique est un processus cohérent du deuxieme ordre ot un
milieu éclairé par un faisceau laser intense de fréquence w, en général impulsionnel, crée une
harmonique de fréquence 2w [Boyd, 2003] sans phénomene d’absorption (voir la Fig. . Ce
processus est lié, au niveau d’une molécule organique, a la présence d’électrons polarisables
entre un groupement donneur (D) et un groupement accepteur (A) d’électrons (molécule non
centrosymétrique de type “push-pull” ou octupolaire), et au niveau macroscopique, a la non
centrosymétrie du milieu et a sa forte densité, qui assurent une construction cohérente efficace
du signal.

a) Molécule isolée Considérons tout d’abord la génération de seconde harmonique d’une
molécule isolée, vue comme un simple dipdle électrique. Si la molécule est symétrique (Fig.
en haut), son moment dipolaire est nul au repos. Lorsque la molécule est excitée par un champ
électromagnétique, le nuage d’électrons oscillent de fagon symétrique et le rayonnement diffusé
sera a la fréquence w de l'onde excitatrice : c’est la diffusion Rayleigh [Born and Wolf, 1980,
Boyd, 2003]. Si la molécule est non centrosymétrique (Fig. bas) le mouvement d’électrons
sera disymétrique et le rayonnement diffusé contiendra, en plus de la composante habituelle de
fréquence w, des composantes non-linéaires aux fréquences 0 et 2w. La composante non-linéaire
a 2w constitue la diffusion harmonique de la lumiere. Ainsi la génération de seconde harmonique
au niveau moléculaire, nécessite des molécules non centrosymétriques.

b) Deux molécules non centrosymétriques Au niveau macroscopique la SHG est tres
sensible a I'organisation macromoléculaire du milieu. Considérons le cas de deux molécules non
centrosymétriques (Fig. ) alignées parallelement et situées a une distance plus petite que la
longueur d’onde. Dans ce cas, les rayonnements harmoniques créés par excitation a la fréquence
w sont en phase et interferent de fagon constructive. En conséquence, 'amplitude du signal a
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2w résultant sera doublée, et la puissance totale sera 4 fois plus grande que celle obtenue pour
une molécule individuelle. Si maintenant les molécules ont des orientations antiparalleles, les

a) b)
M VAVAY. . » \/\/\/>II

A
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D

F1G. 1.2 — a) (haut) L’excitation d’une molécule symétrique par une onde
de fréquence w produit un rayonnement diffusé a la méme fréquence, appelé dif-
fusion Rayleigh; (bas) une molécule non centrosymétrique crée en plus de la
diffusion Rayleigh, un rayonnement a la fréquence 2w (diffusion harmonique). b)
Diffusions harmoniques de deux molécules situées a une distance plus petite
que la longueur d’onde : (haut) interférences constructives des signaux a 2w pour
des orientations paralleles et (bas) destructives pour des orientations antiparalleles,
conduisant a un signal net nul.

rayonnements harmoniques créés ne vont plus étre en phase, mais en opposition de phase et vont
interférer de facon destructive : par conséquent le signal résultant sera nul. Il faut noter que
la dépendance de la phase avec 'orientation moléculaire est une caractéristique de la diffusion
harmonique de la lumiere, qu’on ne retrouve pas dans 1’émission de fluorescence.

c) N molécules non centrosymétriques Pour la plupart des applications de la microscopie
SHG on ne cherche pas a visualiser une molécule unique, mais une population de molécules
se trouvant dans le volume focal et dont l'organisation jouera un role tres important dans la
génération de seconde harmonique. Si la répartition de ces molécules est totalement aléatoire et
fluctue au cours du temps, comme dans le cas d'un liquide, alors les signaux harmoniques seront
diffusés de maniere incohérente et la puissance totale rayonnée a 2w dépendra du nombre de
molécules rayonnantes (V) : Py, o< N, comme pour I’émission de fluorescence.

Pour des organisations moléculaires parfaitement définies, les signaux harmoniques seront
diffusés de maniere cohérente : les effets d’interférence jouent alors un roéle majeur, car dans
la construction du signal, il faut tenir compte du déphasage du rayonnement a 2w émis par
chacun des dipoles. Quand I’émission harmonique de la lumieéere est produite de fagon
cohérente par des molécules bien organisées, on parle de génération de seconde
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harmonique (SHG). La puissance totale rayonnée a 2w dépend alors du carré du nombre des
molécules rayonnantes : Pggg oc N2 pour un milieu homogene.

La nature cohérente de la SHG est a 'origine d’une émission anisotrope de ce signal, qui
pour un faisceau laser collimaté, est aussi collimatée dans la méme direction (Fig. [L.3p). Cette

a) Faisceau collimaté X b) Faisceau focalisé

L., .

4

114 SHG T

\

k
Accord de i>
e =

F1G. 1.3 — a) Pour une excitation avec un faisceau laser collimaté, la propa-
gation de la SHG se fait dans la méme direction que celle du faisceau excitateur,
définie par les conditions d’accord de phase ; b) Pour une excitation avec un fais-
ceau laser focalisé, la propagation de la SHG se fait selon deux lobes symétriques,
dont la direction est aussi définie par les conditions d’accord de phase; k. est le
vecteur d’onde du faisceau incident collimaté, £k, le vecteur d’onde du faisceau
incident focalisé et ko, le vecteur d’onde de 'onde de fréquence double.

géométrie n’est pas celle qui est habituellement utilisée en microscopie a balayage laser, car pour
visualiser un tissu avec une résolution 3D micrométrique, le faisceau laser doit étre fortement
focalisé : plus on focalise, plus le volume d’excitation sera petit. Toutefois, en SHG la phase
joue un role important, d’autant que pour un faisceau focalisé celle-ci subit un déphasage de w
lors du passage par le foyer de l'onde excitatrice (phase de Gouy) |[Born and Wolf, 1980]. Ceci
a des conséquences importantes pour la distribution du signal SHG, car les conditions d’accord
de phase “obligent” la SHG a se propager avec un angle 6 par rapport a la direction du faisceau
incident (voir Fig. ), selon deux lobes symétriques et bien définis [Mertz and Moreaux, 2001] :
0 ~ + arccos(&), ou £ est un facteur plus petit que 1. La directionnalité de 1’émission SHG permet
une tres bonne efficacité de collecte dont on peut tirer parti pour les applications en imagerie.
Il faut souligner que cette émission vers ’avant du signal SHG est spécifique d'une densité
fixe de molécules bien alignées et distribuées le long de 1'axe optique (généralisation aussi a 2D
et 3D). Dans ces conditions, la puissance totale SHG rayonnée dépend du carré du nombre de
molécules qui se trouvent dans le volume d’excitation : N2. Au contraire, pour un nombre N fixe
de molécules, la puissance rayonnée dépend de la facon dont les molécules sont réparties dans
le volume d’excitation. Ainsi, il a été démontré [Freund and Deutsch, 1986, Mertz and Moreaux,
2001] que s'il existe des inhomogénéités axiales dans la distribution des molécules (par exemple,

8
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molécules alignées et localisées au niveau du point focal) la génération de seconde harmonique
peut également se produire vers l'arriere. Si la distribution moléculaire possede, par exemple,
une périodicité axiale de l'ordre de A/4, o A est la longueur d’onde dans le milieu, presque 25
% de la puissance totale SHG est rayonnée vers l'arriere.

De méme, la taille du diffuseur (ensemble de molécules diffusantes) joue aussi un role im-
portant dans la distribution du signal SHG : si la taille du diffuseur le long de ’axe optique
est supérieure a la longueur d’onde d’excitation, alors I’émission SHG se fait vers 'avant, et
vers l'avant et 'arriere dans le cas contraire. La Fig. , extraite de la référence [Zipfel et al.,
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F1G. 1.4 — Variation théorique du rapport F'/B entre le signal SHG émis vers
I'avant et celui émis vers ’arriere en fonction de ’angle d’orientation du diffuseur,
donc de la taille du diffuseur, par rapport & ’axe optique. A droite, est représenté
le profil théorique d’émission du signal SHG pour différents angles d’orientation du
diffuseur. Cette figure est extraite de la référence [Zipfel et al., 2003a].

2003a], illustre la variation théorique du rapport entre le signal SHG émis vers 'avant et le si-
gnal SHG émis vers I'arriere en fonction de I'extension du diffuseur le long de 1’axe optiqueﬂ La
variation de I'angle d’orientation du diffuseur par rapport a 1’axe optique implique une variation
de son extension le long de 'axe optique. Plus cette taille diminue, plus le rapport F'/B (for-
ward SHG /backward SHG) se rapproche de 1. L’existence d’un signal SHG émis intrinsequement
vers l'arriere est d’une grande importance pour l'imagerie in vivo, car la collecte du signal en
transmission est souvent difficile et peu pratique.

Enfin, compte tenu de la dépendance quadratique du signal avec I'intensité d’excitation, la
microscopie SHG offre le méme volume d’excitation confiné, et par conséquent la méme résolution
3D micrométrique que la microscopie 2PEF. Ainsi, on peut de fagon tres simple combiner les

'L’axe des molécules est perpendiculaire & la direction longitudinale du diffuseur.
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deux techniques et faire une imagerie SHG/2PEF simultanée dans un méme microscope. Ces

Excitation
laser Ti:Sa
2PEF
400 500 600 700 800 900

Longueur d'onde (nm)

F1G. 1.5 — Microscopie combinée SHG/2PEF : La SHG est toujours émise
& Aexcitation/2, alors que la fluorescence (2PEF) est décalée spectralement vers le
rouge.

signaux sont de plus facilement séparables compte tenu de leurs différences spectrales (voir la
Fig. : la SHG est toujours émise & Aeye. /2 (430 nm pour une excitation a 860 nm), alors que
la fluorescence est décalée spectralement vers le rouge (> 430 nm).

Nous allons présenter dans la section suivante le microscope multiphoton utilisé dans les
expériences présentées dans cette these.

1.2 Dispositif expérimental

a) Microscope multiphoton L’imagerie combinée SHG/2PEF a été effectuée a I’aide d’un mi-
croscope a balayage laser congu au laboratoire. Il s’agit d'un microscope droit dont le schéma est
représenté dans la Fig. I1 comprend un laser femtoseconde Titane-Saphir (MIRA, Coherent)
accordable dans la gamme de longueurs d’onde 700 nm - 990 nm fournissant des impulsions de
lordre de 130 fs a un taux de répétition de 76 MHz, des miroirs galvanométriques et des pho-
tomultiplicateurs en comptage de photons. En sortie, le faisceau laser est polarisé linéairement.
Une fraction du faisceau prélevée a ’aide d’une lame est envoyée dans un spectrometre a fibre
optique pour 'analyse du faisceau. Il est possible d’atténuer la puissance du laser en utilisant
une lame demi-onde, dont la rotation est assurée par un moteur pas a pas, suivie d’un prisme
de Glan. Ensuite, a 1’aide d’une lame quart-d’onde (isolateur optique) la polarisation peut étre
changée en circulaire ou elliptique.

Le faisceau excitateur est balayé angulairement par deux miroirs galvanométriques (GSI Lu-
monics) et il est redimensionné a l'aide d’'un télescope permettant de modifier sa taille et sa
divergence afin qu’il remplisse completement la pupille arriere de 'objectif. Ensuite, il passe a
travers un miroir dichroique (miroir dichroique 1 dans la Fig. et il est focalisé sur I’échantillon
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F1c. 1.6 — Microscope multiphoton a balayage laser : I’échantillon & étudier
est excité avec un faisceau laser fs (marron) puis le signal de fluorescence 2PEF
(rouge) est détecté en réflexion et le signal SHG (vert) en transmission pour des
échantillons minces. Dans le cas d’une imagerie sur échantillon épais, ces signaux
peuvent étre collectés en réflexion et un deuxiéme miroir dichroique est utilisé
pour les séparer. Pour des mesures de spectres de fluorescence a ’aide d’un filtre
accordable, le miroir dichroique 1 est déplacé et installé sur la voie descannée du

microscope.

a I’aide de I'objectif. Ainsi les deux miroirs galvanométriques permettent un balayage du point de
focalisation dans le plan (z,y) perpendiculaire a la direction de propagation du faisceau (axe z).
Une platine de translation verticale motorisée permet de translater ’objectif et de changer ainsi
le plan de focalisation dans I’échantillon. Le signal créé au point focal peut alors étre détecté soit
en transmission a travers un condenseur, soit en épicollection a travers I'objectif d’excitation.
Dans tous les cas le signal passe au travers de filtres spectraux et arrive sur les tubes photomul-
tiplicateurs (Electron Tubes) de comptage de photons permettant de cette fagon de faire une
image combinée, par exemple SHG/2PEF.

Pour des échantillons épais les signaux seront détectés en épicollection et dans ce cas on
peut également faire une image en deux couleurs en utilisant un deuxieme miroir dichroique
(miroir dichroique 2 dans la Fig.[1.6) qui va permettre de séparer la SHG de la fluorescence. La

11
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fluorescence est émise de facon isotrope et celle-ci peut aisément étre détectée vers ’arriere. En
ce qui concerne la SHG, I'épidétection est aussi possible, car ce signal est créé intrinsequement
vers 'arriere dans certaines conditions (voir section et de plus, les propriétés diffusives de
I’échantillon font qu’une partie du signal émis vers ’avant sera rétrodiffusé, contribuant ainsi au
signal total détecté vers I'arriere. Enfin, I’échantillon peut étre éclairé a travers le condenseur a
I’aide d’une source de lumiere blanche, et son image plein champ est enregistrée avec une caméra
vidéo.

Nous pouvons également mesurer les spectres de fluorescence de ’échantillon. Pour cela on
enleve le premier miroir dichroique que 1'on place sur une voie descannée du microscope. Le
signal de fluorescence passe a travers un filtre interférentiel accordable (S-60, Schott) monté sur
une platine de translation horizontale et arrive sur un autre tube photomultiplicateur. De cette
facon nous acquérons une image pour chaque longueur d’onde et a partir de la pile d’images
nous pouvons mesurer le spectre de fluorescence émis a différents endroits de 1’échantillon. Nous
avons déterminé les caractéristiques du filtre interférentiel accordable dans notre montage : il
présente une résolution de 20 nm a mi-hauteur (donnée par la largeur a mi-hauteur du pic
SHG du collagéne), une transmission qui varie entre 20 et 50 % et une variation de la longueur
d’onde par unité de déplacement du filtre de 6.6 nm/mm. La réponse spectrale du systeme a été
calibrée avec une solution de rétinol dilué dans I’éthanol, en utilisant les données publiées dans
la référence |Zipfel et al., 2003a]. Avec ce systéme nous pouvons acquérir des spectres dans la
gamme de longueurs d’onde 380 - 630 nm.

Une interface électronique commandée par le programme d’acquisition, synchronise 1’ou-
verture d’un obturateur laser, 'acquisition des images, le balayage du faisceau en z, y et le
déplacement de l'objectif en z. Les tubes photomultiplicateurs que nous utilisons incluent un
module de comptage de photons. Le temps de conversion d’un photon en une impulsion logique
par le tube photomultiplicateur ainsi que 1’électronique externe au tube photomultiplicateur per-
mettent de travailler a une fréquence de comptage de 100 MHz, supérieure au taux de répétition
du laser (76 MHz). Ceci permet donc de compter tous les photons disponibles, dans la limite
cependant d’un taux de comptage de typiquement 1 photons/10 tirs lasers au maximum pour
rester dans le domaine de comptage de photons. Ensuite, 1’électronique d’acquisition compte les
impulsions logiques obtenues pour chaque pixel a une fréquence typique de 100 kHz, soit 0.1
pixel/us. La fréquence de 100 kHz représente un bon compromis pour nos expériences et peut
étre ajustée en fonction du rapport signal sur bruit et de la rapidité d’acquisition nécessaire.

b) Résolution Dans les expériences présentées dans cette these, nous utilisons des objectifs
a immersion a eau ayant une grande distance de travail d’environ 2 mm, adaptés pour une
imagerie en profondeur, permettant aussi de réduire ’encombrement au niveau de 1’échantillon.
La résolution du microscope multiphoton est définie comme la largeur a mi-hauteur (FWHM) du
carré de la fonction de réponse impulsionnelle optique du microscope IPSF? (illumination point
spread function). D’apres [Zipfel et al., 2003b| la résolution peut théoriquement s’exprimer selon
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les formules suivantes :

vV2In2
n— i —ON?

ou 14, est la résolution latérale, r, la résolution axiale, A la longueur d’onde d’excitation, n

0.320Av2In2 ., <
ray = { “on i ON=0T (1.1)

0.325Av2In2 .
ON—O.an ; ON > 0.7

r, = 0.532 )\ [

Iindice de réfraction du milieu et ON l'ouverture numérique de I'objectif. Ensuite, I'intégrale
volumique de la IPSF? permet de calculer le volume d’excitation & deux photons :

V;tyz = 73/2 riy T (12)

La résolution du microscope multiphoton est généralement mesurée a partir de billes fluores-
centes dont le diametre est inférieur a la limite de résolution du microscope. On fait I’acquisition
d’un ensemble d’images 2D en déplacant 1'objectif en z jusqu’a ce que 'on ait traversé toute
la bille. A partir de cette pile d’images on peut tracer la variation de I'intensité du signal de
fluorescence de la bille dans les trois directions : x, y et z, et déterminer la résolution.

Comme la résolution dépend de I'ouverture numérique, le choix de 'objectif en imagerie est
tres importante. Si on veut visualiser des cellules, il faut utiliser un objectif a fort grandissement
qui permettra d’avoir une bonne résolution. Par contre pour I'imagerie des tissus épais, le choix
se dirige vers un objectif qui offre a la fois une bonne résolution, un grand champ de vue pour
améliorer la collecte du signal en milieu diffusant [Oheim et al., 2001] et en méme temps pour
avoir une vue d’ensemble du tissu, et une grande distance de travail. C’est le cas de I'objectif a
immersion a eau Olympus 20x [Oheim et al., 2001], d’ouverture numérique 0.95, de champ de vue
de 1 mm et de distance de travail 2 mm qui présente un bon compromis entre les trois parametres.
Compte tenu de ses caractéristiques nous l'avons choisi pour la majorité de nos expériences. 1l
faut noter que dans nos conditions expérimentales la pupille arriere de cet objectif était sous-
remplie, ceci impliquant une ouverture numérique effective de 0.8. Ainsi pour une longueur d’onde
d’excitation de 860 nm, cet objectif présente une résolution, déterminée expérimentalement, de
0.45 pm en latéral et de 2 pum en axial.

c) Traitement des images Nous allons maintenant brievement présenter les logiciels per-
mettant d’analyser les images. Comme nous ’avons déja précisé, le microscope développé au
laboratoire permet de faire une image combinée par exemple SHG/2PEF. Ces images peuvent
étre acquises soit en réflexion soit en transmission en fonction de 1’épaisseur de 1’échantillon. 11
est possible ensuite de changer la longueur d’onde et d’exciter d’autres fluorophores qui vont
nous apporter des informations complémentaires. De cette facon, nous aurons a combiner trois
images acquises a un méme endroit de 1’échantillon. Le logiciel ImageJ (W. Rasband, National
Institute of Health) permet de faire cette combinaison et d’attribuer un code couleur a chaque
image. Il est aussi possible de combiner plusieurs piles d’images acquises a différentes profondeurs
dans I’échantillon et les visualiser sous la forme d’un film. Pour la reconstruction tridimension-
nelle d'un volume de l'objet a partir d’une pile d’images, le logiciel Amira (Mercury Computer
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Systems) est le plus adapté. Celui-ci permet de faire différentes animations comme, par exemple,
visualiser la reconstruction 3D d’un objet sous différents angles de vue.
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Chapitre 2

Signaux optiques non-linéaires
endogenes

La microscopie multiphoton a été initialement basée sur 'utilisation de sources de contraste
exogenes, telles que les marqueurs fluorescents organiques ou les constructions GFP (green fluo-
rescent protein). Depuis quelques années, plusieurs groupes s’intéressent a 'utilisation des fluoro-
phores endogenes comme sources de contraste en microscopie 2PEF, ce qui permet une imagerie
trés peu invasive car il n’est pas nécessaire de fixer, ni de marquer les échantillons. L’utilisation
des contrastes endogenes ouvre de nombreuses perspectives pour l'imagerie 3D en profondeur
des tissus in vivo ou ex wvivo. Il est possible notamment d’obtenir des informations morpholo-
giques, structurales ou fonctionnelles au niveau d’une cellule ou d’un tissu entier. De plus, les
expériences combinées de microscopie multiphoton et de spectroscopie non-linéaire de fluores-
cence permettent de lier certaines modifications spectroscopiques ou structurales a un processus
pathologique. Nous allons tout d’abord présenter les principales sources de contraste endogene des
cellules et de la matrice extracelullaire. Dans la deuxiéme et la troisiéme partie seront brievement
présentées quelques applications pour I’étude des arteres et de la peau, afin d’illustrer les poten-
tialités de cette technique. Enfin, une étude plus approfondie de la kératine, protéine fluorescente
de I’épiderme humain, sera décrite.

2.1 Origine des signaux endogénes non-linéaires

En ce qui concerne la fluorescence, les sources de contraste endogene sont principalement
des dérivés d’acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalanine), présentant
une émission dans I’'UV, ou des dérivés de vitamines qui émettent plutot dans la gamme de
longueurs d’onde 400 - 600 nm |Zipfel et al., 2003a]. Une liste plus détaillée de tous les fluorophores
endogenes, ainsi que des constructions GFP, peut étre trouvée dans la référence [Billinton and
Knight, 2001].
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a) Signaux endogenes cellulaires Au niveau cellulaire, les principaux fluorophores en-
dogenes sont le NAD(P)H, le rétinol, les flavines, ainsi que le tryptophane et ses dérivées in-
doléamines (sérotonine, mélatonine).

Le NAD(P)H, dérivé de la vitamine PP, est un cofacteur qui se trouve dans le cytoplasme
et les mitochondries des cellules. On utilise souvent le terme NAD(P)H pour se référer en méme
temps a la forme réduite de la nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) et de la nicotina-
mide adénine dinucléotide phosphate (NAD(P)H). Ce fluorophore intracellulaire peut étre utilisé
comme indicateur de I’état métabolique de la cellule [Chance et al., 1962, Mironov and Richter,|
2001, Huang et al., 2002], car les formes oxydées NADP*/NAD™ ne fluorescent pas. Par exemple,
dans la thérapie photodynamique, qui est un traitement du cancer par photoactivation d’un sen-
sibilisateur, I'intensité de fluorescence du NADH est utilisée pour suivre les dommages cellulaires
induits au cours du traitement [Pogue et al., 2001]. Le spectre de fluorescence du NAD(P)H libre

présente un maximum autour de 460 nm pour une excitation optimale & 360 nm. Ce maximum
se décale vers le bleu, autour de 440 nm, quand le NAD(P)H est lié a une protéine. La Fig. [2.1
montre les spectres d’excitation a 2 photons ainsi que les spectres de fluorescence de quelques
fluorophores intracellulaires, parmi lesquels se trouve le NAD(P)H et la riboflavine.

a b
v
0 ] 1.0 4
10 Riboflavin )
& 10 $oe, g 0.8
= 102 =
g . = 0.6
8 104 3
bu. [0.4_ E“ 04‘
=3 s
101 £ 0.2 N
10 i _— ) \
] T T T T L 1 0.0 T Ll 1 ] L 1
700 750 800 850 900 950 1000 350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Fi1Gc. 2.1 — a) Spectres d’excitation 4 2 photons de six molécules bio-
logiques contribuant majoritairement a la fluorescence endogene intracellulaire.
Les mesures ont été effectuées dans I’éthanol pour le rétinol et le cholécalciférol
(vitamine D), et dans une solution saline & pH=7.2 pour les autres molécules;
b) Spectres de fluorescence 2PEF de ces molécules mesurés dans les mémes
conditions. Cette figure est tirée de |Zipfel et al., 2003a].

La riboflavine (vitamine By), ainsi que ses deux dérivés, les cofacteurs FMN (flavine mono-
nucléotide) et FAD (flavine adénine dinucléotide) sont parmi les flavines les plus connues. Elles

sont majoritairement situées dans les mitochondries [Scholz et al., 1969]. La FMN, ainsi que la ri-

boflavine, présentent un spectre de fluorescence 10 fois plus intense que celui de la FAD, avec une
émission maximale autour de 530 nm. Parce que seuls les flavines oxydées et le NAD(P)H réduit
fluorescent, ces deux signaux répondent de facon opposée a des changements métaboliques. De
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2.1 - Origine des signaux endogenes non-linéaires

ce fait, [Huang et al., 2002 suggerent que le couple FAD/NAD(P)H pourrait étre utilisé comme
indicateur du métabolisme cellulaire dans certains tissus. Les deux molécules sont excitables si-
multanément et on peut détecter séparément le signal de fluorescence émis par la FAD du signal
émis par le NAD(P)H.

En dehors des principaux fluorophores cellulaires présentés ci-dessus, d’autres sources de
contraste endogenes cellulaires existent pour la microscopie multiphoton. Le tableau montre
ces différentes sources qui produisent un signal 2PEF, 3PEF (fluorescence excitée a 3 photons)
ou SHG, ainsi que leur section efficace de fluorescence a 2 ou 3 photons. Les sources cellulaires
de signal SHG sont les microtubules [Campagnola et al., 2002, Dombeck et al., 2003] et ’amidon
dans les plantes [Cox et al., 2005, Débarre et al., 2006].

Aex 50% max,

Molecule Process nm#* Cross section
Tyrosine 3PE <700 1 X 10784
Tryptophan 3PE 700-740 1 X108
Serotonin 3PE 700-720 4 x 1084
Melatonin 3PE 700-720 7 X 1084
5-HIAA 3PE 700-720 2 X 1084
5-HTOL 3PE 700-720 5x 1084
Retinol 2PE 700-830 7 X 10732
Flavins 2PE 700-730 1-8 X 1051
NADH 2PE 690-730 9 X 10-32
Pyridoxine 2PE 690-710 8 X 10733
Folic acid 2PE 700-770 7 X 10753
Cholecalciferol 2PE <700 6 X 107>4
Elastin 2PE 700-740 —
NFTs 2PE 700-780 —
Lipofuscin 2PE 700-850 High*
Collagen SHG 700-740 —
Microtubules SHG — —
Skel. muscle SHG — —

TAB. 2.1 — Caractéristiques des sources endogénes de contraste pour la

microscopie multiphoton : les sections efficaces de fluorescence a 2 photons

s sont données pour une excitation & 700 nm, et celles &

6S2

(2PE) exprimées en cm
3 photons (3PE) exprimées en cm®s® sont données pour une excitation a 720 nm.
*La gamme de longueurs d’onde du laser Ti :Sa pour laquelle la section efficace de
fluorescence est >50 % de la valeur maximale. I Varie selon le type. Tiré de [Zipfel

et al., 2003a).

Une autre source intracellulaire de signal 2PEF est la kératine. Celle-ci est une protéine
fibreuse qui forme des filaments intermédiaires et qui est présente dans les tissus épithéliaux. Ses
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Chapitre 2. Signaux optiques non-linéaires endogenes

propriétés de fluorescence seront présentées dans la section [2.4]

D’apres le tableau [2.1] et la Fig. 2.Th, tous les fluorophores endogenes intracellulaires sont
excitables de maniere efficace entre 700 et 750 nm. Pour cette raison, I'imagerie intracellulaire s’ef-
fectue dans cette gamme de longueurs d’onde. Par contre, la discrimination entre les différents
fluorophores est parfois tres difficile, car la plupart d’entre eux fluorescent entre 440 et 500
nm (Fig. 2.1p). Pour identifier Porigine d’un signal de fluorescence, la connaissance de la lon-
gueur d’onde d’absorption ou d’émission n’est pas suffisante. Ceci nécessite d’autres informations
complémentaires comme la connaissance de la composition biochimique du tissu, la colocalisation
par colorations habituelles ou par immunohistochimie.

b) Signaux endogeénes tissulaires L’élastine, les filaments de myosine et le collagéne sont
les principales sources de contraste endogene en microscopie 2PEF /SHG de la matrice extracel-
lulaire.

L’élastine est le principal constituant des fibres ou des lames élastiques qui conferent élasticité
a différents tissus comme la peau, les parois de vaisseaux ou le poumon. Elle présente un fort
signal de fluorescence, dont l'origine n’est pas trés bien connue [Richards-Kortum and Sevick-
Muraca, 1996]. Plusieurs travaux ont été menés a ce sujet : initialement il a été envisagé que cette
fluorescence était due aux acides aminés desmosine et isodesmosine spécifiques de I’élastine [Eyre
et al., 1984] ; pourtant [Thornhill, 1975] avait montré que la desmosine pouvait étre séparée du
matériel fluorescent de 'élastine. Un autre travail effectué par [Deyl et al., 1980] indique que la
fluorescence est due a un dérivé pyridinoline avec un maximum de fluorescence situé autour de
400 nm pour une excitation dans ’'UV. Par ailleurs, le spectre de fluorescence de ’élastine semble
beaucoup dépendre du mode d’extraction de 1’élastine pour les mesures in vitro, et du type de
tissu pour les mesures in vivo. Par exemple, le spectre de fluorescence de I’élastine mesuré a partir
des fibres élastiques de la peau présente un maximum d’émission a 480 nm avec un pic de plus
faible intensité autour de 400 nm [Zipfel et al., 2003a]. Mais [Buehler et al., 2005] avaient obtenu
un maximum de fluorescence situé a 490 nm. Nous avons mesuré le spectre de fluorescence de
I’élastine solide, extraite a partir de 'aorte humaine. Le maximum d’émission que nous avons
obtenu est centré autour de 445 nm pour une excitation a 760 nm [Boulesteix, 2004].

En ce qui concerne la génération de seconde harmonique au niveau tissulaire, une des sources
de contraste endogene se trouve dans le tissu musculaire (muscle squelettique et cardiaque). Plus
précisément il s’agit des filaments de myosine qui font partie de la structure du sarcomere, unité
contractile élémentaire du muscle. L’efficacité de génération de seconde harmonique au niveau
du sarcomere est due a 'arrangement tres dense et quasi-cristallin des filaments de myosine
[Campagnola et al., 2002, Both et al., 2004, Boulesteix et al., 2004} Plotnikov et al., 2006].

Une des plus importantes sources tissulaires de signal SHG est le collagene, protéine majori-
taire de la matrice extracellulaire. L’existence d’un signal SHG du collagene (type I) a été mise en
évidence des 1986 sur des tendons de queue de rat [Roth and Freund, 1979|[Freund and Deutsch,
1986,|Freund et al., 1986], mais ce contraste endogene a véritablement été exploité seulement de-
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2.1 - Origine des signaux endogenes non-linéaires

puis quelques années, dans le cadre du développement de la microscopie non-linéaire a balayage
laser. Ce signal SHG a été observé pour différents types de collagenes fibrillaires [Zoumi et al.
2002, /Campagnola et al., 2002, |Zipfel et al., 2003a], mais pas pour le collagéne non fibrillaire de

type IV qui se trouve dans les membranes basales |Zipfel et al., 2003a, Brown et al., 2003].

c) Autres signaux optiques non-linéaires dans les tissus Ces autres sources de signal sont
données par les constructions de protéines fluorescentes - GFP (green fluorescent protein), CFP
(cyan), YFP (yellow), DsRed et plus récemment RFP (red). Celles-ci sont toutes des protéines
intrinsequement fluorescentes issues de différents organismes (méduse, corail,...)(voir Fig.
bas). Le gene d’une telle protéine peut étre fusionné in vitro au géne d’une protéine que 1’on sou-
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F1G. 2.2 — Spectres d’absorption et de fluorescence de quelques molécules
fluorescentes Alexa Fluor (Invitrogen’s Molecular Probes) et des construc-
tions de protéines fluorescentes (Clontech Laboratories). Cette figure est tirée
de [Lichtman and Conchello, 2005|

haite étudier. Le gene recombinant est ensuite réintroduit dans des cellules ou dans un embryon,
qui va alors synthétiser la protéine fluorescente. Cette méthode permet d’étudier les protéines
dans leur environnement naturel : la cellule vivante. Ces protéines fluorescentes sont a la fois des
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Chapitre 2. Signaux optiques non-linéaires endogenes

sources de contraste endogene et exogene, car elles sont exprimées dans des cellules et des tissus,
bien que cela ne se produise pas de facon naturelle.

d) Comparaison avec les techniques conventionnelles Comme il a été discuté précé-
demment, pour déterminer 'origine d’un signal de fluorescence ou de SHG on compare I'image
multiphoton a :

— des colorations histologiques - telles que I’hématoxyline-phloxine-safran (HPS), I'orcéine, le
picrosirius, le trichrome de Masson,. . ., qui se font en général sur des coupes minces de tissu
fixé. Le HPS est une coloration standard des coupes histologiques, les noyaux apparaissent
en bleu (hématoxyline), le cytoplasme en rose, les fibres musculaires et les hématies en
rouge vif (phloxine) et le collagéne, le mucus, la substance fondamentale du cartilage ou de
l'os sont colorés en jaune (safran). L’orcéine est un colorant du tissu élastique, qu’elle révele
en rouge. Le picrosirius est une solution saturée de rouge Sirius dans de 'acide picrique
qui permet de visualiser les fibres de collagene de type I, III, V,...en rouge. Le trichrome
de Masson est un colorant trichromique des noyaux en bleu, du cytoplasme en rose et du
collagene (tous les types de collagene) soit en bleu, soit en vert.

— des techniques d’immunofluorescence - se font sur des coupes minces et sont souvent utilisées
pour localiser les protéines. Les fluorophores habituels sont la fluorescéine, la rhodamine,
mais d’autres fluorophores tels que la RPE (R-phycoerythrine), DAPI, Hoechst, les colo-
rants Alexa Fluor (Fig. haut), les nanoparticules fluorescentes [Larson et al., 2003|Stroh
et al., 2005],...peuvent étre aussi choisis en fonction de leur longueur d’onde d’émission.
Celle-ci doit etre décalée par rapport a la fluorescence endogene de la biomolécule. Ces
colorants ont une affinité non spécifique peu élevée pour les biomolécules, mais il est pos-
sible de les coupler chimiquement a des anticorps. L’anticorps va se fixer aux antigenes qui
permettront ainsi la localisation de la biomolécule. En principe, on utilise des complexes
anticorps primaire/anticorps secondaire lié a un fluorophore, car la production des anti-
corps est plus facile si les deux fonctions de reconnaissance spécifique et de signalisation
sont séparées. Ainsi, le premier anticorps identifie spécifiquement la protéine d’intérét, et
le deuxieme anticorps identifie spécifiquement le premier anticorps.

Ces techniques conventionnelles ont un caractere invasif car elles se font en général sur des
coupes minces de tissu qui doivent étre fixées, coupées et colorées ou marquées. Au contraire en
microscopie multiphoton les tissus peuvent étre visualisés grace aux contrastes endogenes ou aux
constructions de protéines fluorescentes, sans aucune préparation préalable du tissu. Ceci réduit
les artefacts et donne la possibilité de faire, par exemple, des études pharmacologiques in vivo
ou ex vivo.

L’ensemble de ces sources de contraste endogene ou exogene permet une imagerie simul-
tanée d'un certain nombre de composants cellulaires, subcellulaires ou moléculaires. Nous al-
lons présenter dans les sections suivantes deux tissus que nous avons étudiés, les arteres et la
peau, visualisés par microscopie multiphoton grace aux signaux endogenes de fluorescence et de
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génération de seconde harmonique.

2.2 Imagerie multiphoton des arteres

Les arteres sont des vaisseaux qui jouent un role essentiel dans le maintien de la pression
sanguine optimale permettant une irrigation de tous les points du corps méme les plus éloignés.
Dotées d’une musculature qui leur est propre (les cellules musculaires lisses), elles peuvent faire
varier ’état de tension de leur paroi et réguler de ce fait la pression artérielle. Une artere est
constituée de plusieurs couches concentriques : l'intima, au contact direct du flux sanguin, la
média et I'adventice en périphérie (Fig. [Tortora and Grabowski, 2004].

intima

membrane
basale
lame élastique

muscle lisse

adventice

umen de l'artére

F1a. 2.3 — Structure de la paroi d’une artére : I'intima, la média et ’adventice.

Notre travail a porté sur I’étude des arteres élastiques comme 'artere aorte et la carotide. La
média de ces arteres est constituée de plusieurs lames élastiques (contenant de 1’élastine) concen-
triques entre lesquelles on retrouve des cellules musculaires lisses. L’adventice est constituée de
fibres de collagene, essentiellement du collagene de type I et III. Celles-ci conferent a la paroi
artérielle sa résistance, tandis que les lames élastiques assurent son élasticité. Donc, la paroi
artérielle contient de 1’élastine et du collagene, deux sources majeures de contraste endogene qui
permettent de faire une image combinée SHG/2PEF sans marquage des vaisseaux.

Nous avons mené deux types d’expériences ex vivo sur des arteres aorte et carotide, prélevées
chez le rat (race Sprague Dawley) :

— mise en évidence et caractérisation des signaux endogenes et des propriétés optiques du

tissu artériel

— mise en évidence des effets indirects du lindane (pesticide) sur les arteres
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Chapitre 2. Signaux optiques non-linéaires endogenes

Pour cela, les échantillons ont été placés dans une solution physiologique directement apres leur
prélevement et fixés sur un gel transparent de Sylgard, au fond de boites de Pétri en plastique
transparent. La structure de la paroi artérielle a été étudiée soit sur des coupes transversales, soit
sur des coupes ouvertes longitudinalement et visualisées sur la face interne. Nous avons choisi de
travailler a une longueur d’onde d’excitation de 860 nm et une puissance moyenne comprise entre
10 et 30 mW. Ces conditions représentent un bon compromis entre la profondeur de pénétration,
le rapport signal sur bruit et les dommages optiques dus a I'absorption de I'excitation. Le signal
de fluorescence 2PEF a été acquis en réflexion a travers ’objectif et le signal SHG en transmission
a travers la boite de Pétri et le condenseur.

Mise en évidence et caractérisation des signaux endogenes et des propriétés optiques
du tissu artériel Pour cette mise en évidence des signaux endogenes, nous avons acquis des
images combinées SHG/2PEF des artéres normales non colorées. La Fig. montre une image
2PEF typique d’une artere élastique. Les différentes lames élastiques présentes dans la média
de l'artere sont tres bien mises en évidence par microscopie multiphoton, grace au signal de
fluorescence de 1’élastine. Nous avons confirmé expérimentalement cette attribution du signal
2PEF a l’élastine. Pour cela, des coupes d’aorte ont été fixées, marquées avec la (+)cathéchine-
fuschine, un colorant spécifique des fibres élastiques [Godeau et al., 1986|, et visualisées par
microscopie optique en lumiere directe.

Fic. 2.4 — Microscopie multiphoton d’une artére aorte normale de rat

(artere aorte) : a) image 2PEF (rouge) des lames élastiques présentes dans la média,
b) image SHG (vert) des fibres de collagene de I’adventice et c) image combinée
SHG/2PEF. Projection d’une pile de 15 images acquises tous les 5 pm, objectif
10x (O.N.=0.3), puissance d’excitation 30 mW & 860 nm. Temps d’acquisition :
1.4 s.

Il faut noter que la structure lamellaire de la média est visualisée avec un tres bon contraste et
une tres bonne spécificité a 860 nm. En particulier, a cette longueur d’onde excitation, les autres
composants de la paroi artérielle, comme les cellules musculaires lisses, ne fluorescent pas du fait
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2.2 - Imagerie multiphoton des arteres

d’une excitation peu efficace du NAD(P)H a 860 nm. Nous avons ainsi pu visualiser de fagon
plus détaillée la structure de la paroi artérielle : une structure en assemblage croisé au niveau des
lames élastiques, essentielle pour assurer les propriétés d’élasticité, avec des structures rondes
non fluorescentes, qui correspondent a des trous (fenétres) dans la lame élastique, permettant
aux cellules de communiquer entre elles [']

Les fibres de collagene présentes dans l'adventice du vaisseau sont révélées par génération de
seconde harmonique du collagene fibrillaire (Fig. ) Ce point a été vérifié expérimentalement
par un marquage des fibres de collagene (I et III) au rouge sirius [Junqueira et al., 1979]. La
Fig. combine les images SHG et 2PEF de I'artere. La structure de la paroi artérielle est révélée
sans aucune préparation ni marquage du fait de la grande spécificité des sources de contraste
endogene de la matrice extracellulaire : I’élastine et le collagene. La reconstruction tridimension-
nelle a partir d’une pile d’images SHG/2PEF permet de mieux visualiser cette structure. Un
exemple d’une reconstruction 3D d’une artere carotide est donné dans la Fig. 2.5

Fic. 2.5 — Reconstruction 3D d’une section longitudinale d’artére ca-
rotide. Pile de 25 images (493x213 um?) acquises tous les 2 um, objectif 20x
(O.N.=0.8), puissance d’excitation 15 mW & 860 nm.

Un parametre critique pour I'imagerie multiphoton des tissus en profondeur est le libre par-
cours moyen de diffusion de 'excitation lgex). Ce parametre indique 'opacité du tissu pour la
microscopie multiphoton et nous donne des informations sur I'ajustement de la puissance in-
cidente nécessaire pour pouvoir compenser 'atténuation du signal détecté. En négligeant les
aberrations, pour un processus quadratique le signal émis (2PEF ou SHG) varie avec le nombre
de photons balistiques de I'excitation [Oheim et al., 2001] :

SsHG2pEF X <exp (—z/lgem)))2 (2.1)

En pratique, le signal émis décroit exponentiellement avec la profondeur du tissu [Dunn et al.,
2000], pour une puissance d’excitation donnée :

SsHG2PEF X €T (—z/zfgﬂ) (2.2)

1Ces images sont montrées dans la référence |[Boulesteix et al., 2006]

23



Movie1.avi
Media File (video/avi)


Chapitre 2. Signaux optiques non-linéaires endogenes

ou z est la profondeur du tissu et lgx) la longueur caractéristique de l'extinction du signal.
Par conséquent, la longueur caractéristique de l’extinction du signal est égale a la moitié du
libre parcours moyen de diffusion de I'excitation l(bfx) = Z(Sex) /2. Mais en pratique, I’absorption
du signal, l'efficacité de collecte de la fluorescence qui change avec la profondeur du tissu et
les aberrations liées notamment a la différence d’indice de réfraction entre le tissu et le milieu
physiologique font que lgm) < lg“) /2.

Nous avons estimé ce parametre pour la média et 'adventice des arteres pour une excitation
a 860 nm (voir la Fig. [2.6). Pour cela, nous avons extrait la variation du signal avec la profon-
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F1G. 2.6 — Variation du signal SHG/2PEF avec la profondeur de la paroi
artérielle pour une excitation a4 860 nm : a) profil en z du signal 2PEF extrait
a partir d’'une pile d’images zy acquises tous les 5 um dans la média de l'artere.
Objectif 60x (O.N.=0.9), puissance d’excitation 10 mW ; b) profil en z du signal
SHG extrait a partir d’une pile d’images xy acquises tous les 2 ym dans I’adventice
de l'artere. Objectif 10x (O.N.=0.3), puissance d’excitation 115 mW. Le signal
2PEF ou SHG est une moyenne sur une aire de rayon de 10 pm.

deur du tissu a partir de piles d’images SHG/2PEF. Puis, en ajustant les profils obtenus par
des exponentielles, nous avons déterminé la longueur caractéristique de 'extinction de I'excita-
tion. L’estimation de ce parametre au niveau de la média de 'artere a été faite sur des coupes
transversales ouvertes longitudinalement et sur des coupes transversales pour l'adventice (voir
les schémas insérés dans la Fig. en haut). Le profil de variation du signal 2PEF avec la pro-
fondeur, dans la média de I'artere, présente des pics successifs qui correspondent aux différentes
lames élastiques constituant la média. Ainsi, nous avons estimé un libre parcours moyen de diffu-
sion de I'excitation de 48 pum pour la média et de 80 um pour I’adventice. Ces valeurs montrent
que 'adventice des arteres est beaucoup plus transparente que la média pour une excitation a
860 nm et nous donnent une estimation des propriétés optiques des arteres élastiques.

Compte tenu de ces résultats, nous avons vérifié qu’il est possible de visualiser par microscopie
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multiphoton la lumiere (lumen) d’une petite artére intacte a travers la paroi artérielle. La Fig. [2.7
montre une image SHG acquise a une profondeur intermédiaire dans une artere coronaire (ce type
d’artere contient seulement quelques fibres élastiques et nous ’avons visualisé ici seulement par
SHG des fibres de collagene). L’ensemble de ces données montre que la microscopie multiphoton
est un outil adapté pour la visualisation de la structure 3D du tissu artériel. Cette technique

Fi1G. 2.7 — Image SHG (vert) des fibres de collagéne de ’adventice d’une
artére coronaire acquise a travers la paroi artérielle de 40 um d’épaisseur. Temps
d’acquisition 6 s, objectif 60x (O.N.=0.9), puissance d’excitation 26 mW a 860 nm.

donne la possibilité d’étudier des changements morphologiques causés par différents facteurs
comme, par exemple, un médicament. Nous allons démontrer dans le paragraphe suivant qu’il
est possible de mettre en évidence des changements de structure artérielle dus a un pesticide, le
lindane.

Mise en évidence des effets indirects du lindane sur les artéres Le lindane est un
pesticide qui a été utilisé avant les années 70 en agriculture. Parce qu’il est tres toxique, il a
peu a peu cessé d’étre utilisé pour la majorité des applications. Mais il est toujours présent dans
I'environnement du fait de son grand temps de vie [Wauchope et al., 1992] et aussi parce qu’il
est encore utilisé dans certains pays. Nos collegues électrophysiologistes ont récemment mis en
évidence les effets indirects du lindane sur le tissu artériel [Sauviat et al., 2002} Sauviat et al.,
2005] et nous avons utilisé la microscopie combinée SHG/2PEF pour caractériser ces effets. Cette
étude a été menée chez des rats n’ayant pas recu du lindane, mais descendant de males ayant
ingéré du lindane. Nous allons utiliser le terme “rat traités” pour définir les rats faisant partie de
cette étude. Plusieurs prélevements d’aorte et de carotide ont été réalisés pour chaque animal,
et comparés a des arteres normales dans les mémes conditions expérimentales. Par conséquent,
tout changement de structure au niveau de la paroi artérielle a été attribué a I'administration
du lindane.
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La Fig. montre des images typiques de coupes transversales de carotide prélevées chez des
rats a) normaux et b) traités. Comme l'illustrent sur les Fig. [2.8¢ et d, nous avons systématiquement
observé que les lames élastiques étaient plus ondulées, espacées irrégulierement et la majorité de

celles-ci présentaient des ruptures.

a P ui’fw‘:“‘;’fﬁ?-—mf_.. -

Untreated

i

i

i

i
i
[
I
14

!

Fi1G. 2.8 — Images multiphoton des coupes transversales des artéres. a)
carotide de rat normal et (b-d) de descendant de rat traité, excitation & 860 nm,
objectif 10x (O.N.=0.3); (a,b) Projection d’une pile d’images acquises sur 65 pum
(40 mW) d’épaisseur; (c) image de carotide (20 mW) et d) image d’arteére aorte

(30 mW). Temps par pixel : 10 us/pixel.
Nous avons caractérisé ces altérations au niveau de la paroi artérielle, en mesurant ’'ondulation

des lames élastiques pour des échantillons normaux et traités. Pour cela, nous avons calculé le
rapport entre la longueur de chaque lame élastique (courbe pointillée) et la longueur de l'arc

(tiret) le long de la paroi (Fig. c et d). La courbure de 'arc est déterminée par la forme de
I'adventice. Les résultats obtenus (tableau montrent que 'ondulation des lames élastiques

chez les rat traités est augmentée de typiquement 10 % par comparaison avec les témoins. Cette
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Artere Controle Traité Rapport
Aorte 1.0240.02 1.1540.03 113 %
Carotide 1.04£0.01 1.1240.02 108 %

TAB. 2.2 — Longueurs de lames élastiques individuelles rapportées aux
longueurs d’arcs au long de la paroi artérielle (voir Fig. . Dans la derniere
colonne sont affichés les rapports entre les longueurs relatives pour les rats traités
et les rat normaux. Les erreurs correspondent a l’erreur standard de la moyenne
pour 9 échantillons.

analyse met ainsi en évidence les effets déléteres du lindane au niveau de la structure de la
paroi artérielle chez les rats traités. Ces résultats sont en accord avec une souplesse anormale des
arteres observée systématiquement chez les rats traités. Celle-ci est expliquée par une absence
d’élasticité de la paroi artérielle due aux altérations des lames élastiques.

Conclusions Nos résultats montrent que I'imagerie combinée SHG/2PEF permet une visuali-
sation microscopique de 'architecture du tissu artériel frais sans aucune coloration. Nous avons
démontré le potentiel de cette technique pour la mise en évidence des effets pathogenes d’un
pesticide sur la structure de la paroi artérielle, en s’affranchissant des artefacts rencontrés en
histologie classique. La microscopie multiphoton apparait ainsi comme un outil particulierement
intéressant pour des études pharmacologiques sur les arteres et au niveau d’autres tissus. Ces
travaux ont donné lieu & une publication dans le journal Cytometry [Boulesteix et al., 2000].

2.3 Imagerie multiphoton de la peau

La peau est constituée de deux couches (voir Fig. : I’épiderme - une couche fine, superfi-
cielle, composée de tissu épithélial et le derme - une couche épaisse, profonde, composée de tissu
conjonctif.

L’épiderme est composé de cing couches cellulaires (cornée, claire, granuleuse, de Malpighi
et basale), la premiere étant formée de cellules mortes kératinisées. Environ 90 % des cellules
épidermiques sont représentées par les kératinocytes, qui synthétisent la kératine. Celle-ci est une
protéine fibreuse, qui assure a la peau sa propriété d’'imperméabilité et de protection extérieure.
Nous allons voir dans la section que la kératine est une protéine fluorescente qui permet une
imagerie sans marquage de I'épiderme. La couche basale de I'épiderme est la zone de jonction
entre ’épiderme et le derme. Elle est séparée du derme par la membrane basale (contenant du
collagene de type IV et VII). Celle-ci est accrochée au derme papillaire par des fibrilles d’ancrage
(collagene de type VII) |[Keene et al., 1987, Rousselle et al., 1997], qui peuvent ancrer un grand
nombre de fibres élastiques et de fibres de collagene présentes dans le derme.

Le derme est un tissu conjonctif, composé majoritairement de fibres élastiques et de fibres de
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Chapitre 2. Signaux optiques non-linéaires endogenes

collagene donnant a la peau élasticité, extensibilité et soutien. La partie superficielle du derme,
nommée derme papillaire, représente 1/5 de son épaisseur et elle est formée de tissu conjonctif
aréolaire, contenant des fines fibres élastiques et de collagéne. La partie profonde du derme est
formée d’un tissu conjonctif plus dense, ou les fibres élastiques et de collagene s’entrecroisent
dans toutes les directions, dans des plans grossierement paralleles a la surface cutanée.

Nous avons réalisé des images multiphoton de biopsies de peau humaine d’épaisseur 6 um
(fixées avec du paraformaldéhyde a 4 % en volume puis incluses dans la paraffine). Tous les
échantillons proviennent de patients sains qui n’ont pas de maladies cutanées, ni de maladies
systémiques. La Fig. montre une image multiphoton typique de biopsie de peau humaine.
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Blood capillary J i/ ' [ 7 j|»EPIDERMIS
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Fi1c. 2.9 — Structure de la peau : ’épiderme - couche mince, superficielle et le
derme - couche épaisse située en dessous de I’épiderme. Plus en profondeur dans la
peau se trouve le substrat sous-cutané qui attache le derme aux différents organes
et tissus. Cette figure est tirée de |[Tortora and Grabowski, 2004].

En rouge est représenté le signal de fluorescence et en vert le signal SHG, pour une excitation a
860 nm. Nous avons attribué ces signaux aux différentes sources de contraste endogene de la peau,
sur des considérations morphologiques. Ces images révelent clairement la structure de la peau :
épiderme (1, 2) et derme (3, 4). Le signal de fluorescence de I’épiderme est majoritairement di
aux différents types de kératine présents dans les couches de 'épiderme. Le NAD(P)H, ainsi que

28



2.3 - Imagerie multiphoton de la peau

les flavines, semblent moins contribuer a cette fluorescence, stirement a cause de la méthode de
fixation du tissu (voir section[4.3.2.1)). La kératine, le NAD(P)H et les flavines constituent donc les
principaux fluorophores de 1’épiderme. Les zones noires rondes ou un peu allongées correspondent
aux noyaux des cellules qui ne fluorescent pas. Dans la partie supérieure de I’épiderme on distingue
la couche cornée, formée de cellules mortes, completement kératinisées et qui n’ont plus des
noyaux. Ces cellules accolées les unes aux autres forment des lamelles souples et résistantes qui
se desquament (Fig. 1) peu a peu au cours du temps. La membrane basale de la peau est
fortement ondulée et donne aussi cet aspect ondulé a I’épiderme (voir aussi Fig. en haut
& gauche). Au niveau du derme (Fig. 2.10}3, 4), le signal de fluorescence est di & l'élastine,

Fi1G. 2.10 — Image combinée SHG (vert)/2PEF (rouge) de biopsie de
peau humaine (45 ans) d’épaisseur 6 pum. Les numéros indiquent : 1 - couche
cornée, 2 - épiderme, 3 - papille dermique et 4 - derme. Objectif 20x (O.N.=0.8),
puissance d’excitation 25 mW a 860 nm, temps d’acquisition 7 s. Echelle 50 pm.

composante des fibres élastiques. En ce qui concerne le signal SHG, celui-ci est probablement du
aux différents collagenes fibrillaires (III et V) présents dans le derme, voire aux fibrilles d’ancrage
au niveau du derme papillaire (Fig. 3). Mais la source majoritaire du signal SHG dans la
peau est représentée par le collagene fibrillaire de type I. Donc, le derme peut étre visualisé en
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microscopie multiphoton grace aux signaux de fluorescence de 1’élastine et de SHG du collagene
fibrillaire (voir section [2.1)).

Au cours du vieillissement, la peau subit des modifications progressives : le nombre de fibres
de collagene diminue, elles deviennent plus rigides et se désorganisent, les fibres élastiques
s’épaississent et perdent leur élasticité. La microscopie multiphoton permet de suivre ces mo-
difications au cours du temps. Des images combinées SHG/2PEF de biopsies de peau humaine
de différents ages (15, 30, 45 et 70 ans) sont montrées dans la Fig. . Ces images présentent
des différences qualitatives au niveau de la structure de la peau, notamment le derme, que nous
avons attribué au vieillissement cutané. Une différence significative entre ces biopsies est ob-

Fic. 2.11 — Images combinées SHG (vert)/2PEF (rouge) de biopsies de
peau humaine d’épaisseur 6 pm. Objectif 20x (O.N.=0.8), puissance d’excitation
30 mW & 860 nm, temps d’acquisition 15 s. Echelle 100 pm.

servée pour la jonction dermo-épidermique (membrane basale). Celle-ci est fortement ondulée
pour les peau jeunes et s’aplanit de plus en plus au cours du vieillissement. Ces images montrent
que la microscopie multiphoton est une technique adaptée pour visualiser et évaluer des mo-
difications encourues durant le vieillissement cutané, ou des changements dus a des processus
physiopathologiques au niveau de la peau ou de la matrice extracellulaire en général.
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F1G. 2.12 — Images combinées SHG (vert)/2PEF (rouge) de biopsies de
peau du dos de souris : a) visualisation sous forme de film; b) reconstruction
3D de la méme zone. Objectif 20x (O.N.=0.8), puissance d’excitation 18 mW a
860 nm, temps d’acquisition 6.7 s. Pile de 50 images (372x320 um?) espacées de 2

pm. Barre d’échelle : 50 pm.

L’architecture tridimensionnelle de la peau peut étre visualisée facilement en microscopie
multiphoton. Pour cela, il suffit d’acquérir une pile d’images SHG/2PEF et les visionner sous
la forme d’un film ou faire une reconstruction 3D. Un exemple de ce type est montré dans la
Fig. . Celle-ci présente des images ex vivo de biopsie de peau du dos de souris (C57black6)
acquises en épicollection pour une excitation a 860 nm. On distingue 'épiderme, ainsi que les
poils en 2PEF et le collagene fibrillaire du derme en SHG.

Une application prometteuse de I'imagerie multiphoton de la peau est la possibilité de suivre
des modifications spectroscopiques et/ou morphologiques dues a diverses pathologies cutanées.
Pour cela, la connaissance de la signature spectroscopique de la peau humaine saine est essentielle.
Nous allons présenter dans la section suivante une caractérisation spectroscopique de la kératine.

2.4 Etude de la kératine - protéine de I’épiderme humain

Plusieurs études sur la peau ont été menées jusqu’a présent en microscopie multiphoton
[Masters et al., 1997, [Konig and Riemann, 2003} /Cox et al., 2003,/Sun et al., 2003]. Mais celles-ci
manquent d'une caractérisation complete des sources de contraste endogene de la peau, plus

précisément de la kératine. Les signaux de fluorescence de I'épiderme ont été attribués a cette

protéine sur des considérations histologiques |[Konig and Riemann, 2003, Wu et al., 2004]. En

revanche, aucune donnée n’existait dans la littérature sur les propriétés de fluorescence de la
kératine, et notamment sur son spectre d’excitation 2PEF. Dans la suite, nous présenterons les
expériences de spectroscopie de fluorescence excitée a 1 ou 2 photons in vitro sur kératine purifiée
a partir de I’épiderme humain et in situ sur des biopsies de peau humaine.
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Chapitre 2. Signaux optiques non-linéaires endogenes

2.4.1 Théorie et principe de ’expérience

Analyse théorique Considérons le cas d’une molécule, vue comme un simple dipole électrique.
Sous 'action d'un champ électrique extérieur, les déplacements en sens inverse des charges posi-
tives et négatives se traduisent par 'apparition d'un dipole électrique induit, que I’on caractérise
par son moment dipolaire g [Shen, 1984 Boyd, 2003]. Celui-ci est décrit par I'expression :

1 1
u=u0+a~E+§~B-E-E+6-7~E~E~E+... (2.3)

oll & désigne la polarisabilité linéaire, et 3, v les hyperpolarisabilités du second et du troisieme
ordres de la moléculeﬂ Le terme p, représente le moment dipolaire permanent de la molécule,
et il est non nul seulement pour des molécules non centrosymétriques. Pour un ensemble de
molécules, la polarisation macroscopique résulte de la somme vectorielle de tous les moments
dipolaires contenus dans un volume V' :

1
P = v Z 1 (2.4)
et elle s’écrit en fonction du champ électrique sous la forme :
P=Pi+e¢ (X" E+x? E-E+x® E-E-E+ ..) (2.5)

oll €y désigne la permittivité du vide, x(! la susceptibilité linéaire du milieu, et x®, x® les
susceptibilités non-linéaires du second, respectivement du troisieme ordre du milieu. De nouveau,
une polarisation macroscopique permanente P, du milieu peut étre introduite dans ’expression
du P, pour des distributions anisotropes de dipoles permanents.

La partie imaginaire de I’hyperpolarisabilité du troisieme ordre, Im () intervient lors des
processus se produisant avec échange d’énergie, comme 1’absorption a deux photons. Celle-ci est
caractérisée par une section efficace d’absorption a deux photons, donnée par I'expression :

B 472 hw?

oy = Im () (2.6)

n2c?
avec n indice de réfraction du milieu, ¢ la célérité de la lumiere et hw l'énergie des photons
incidents. La section d’absorption & deux photons s’exprime en cm*s/photon ou GM (Géoppert-
Mayer) : 1GM = 10~%°cm?*s/photon.

Comme il a été discuté dans la section la fluorescence créée par ’absorption a deux
photons est appelée fluorescence excitée a deux photons (2PEF). Puisque la génération d’'un
photon de fluorescence nécessite ’absorption de deux photons d’excitation, le nombre total de
photons de fluorescence émis par unité de temps F', varie avec le carré de 'intensité incidente I :

1
F = 5Nnagﬁ (2.7)

211 existe dans la littérature, une ambiguité au niveau de ’appellation des parametres 3, v. Nous avons choisi
d’utiliser la terminologie utilisée dans la référence [Boyd, 2003]
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ol N désigne le nombre de molécules fluorescentes et 1 le rendement quantique de fluorescence.
Celui-ci caractérise 'efficacité du processus de fluorescence a deux photons et il est défini comme
le rapport entre le nombre de molécules fluorescentes et le nombre total de molécules excitées.
Le facteur 1/2 est inséré par convention quand F' est exprimé en unité de photons/s, donc I en
unité de photon/s/cm?.

Le produit noy est appelé section efficace de fluorescence a deux photons (two photon action
cross section), que nous allons désigner par ooppr. Le nombre total de photons émis par unité
de temps est alors :

1
F = §NO-2PEF_[2 (28)

La section efficace de fluorescence a deux photons d’une molécule peut donc étre calculée a
partir de cette expression, connaissant les parametres N et .

Principe des expériences - échantillons, dispositifs expérimentaux Nous allons décrire
maintenant les expériences de spectroscopie linéaire et non-linéaire, effectuées in vitro sur kératine
purifiée a partir de 'épiderme humain |[Eichner and Kahn, 1990|, et in situ sur des biopsies de
peau humaine. La kératine a été achetée chez Sigma-Aldrich (référence K0253, en solution dans
8 M urée, 50 mM Tris, 0.1 M [-mercapto-éthanol et 0.1 % azide de sodium) et dissoute dans
I'urée a une concentration de 30 mg/ml. Cette solution est un mélange de differents types de
kératine (cytokératines) présents dans les couches de I’épiderme. Les cytokératines ont des masses
moléculaires comprises entre 45 et 60 kDaf] Pour la détermination du spectre d’excitation 2PEF
de la kératine nous avons utilisé une valeur moyenne de 53 kDa pour la masse moléculaire. Les
mesures spectroscopiques de la solution de kératine ont été effectuées dans une cuve de quartz
de chemin optique de 100 um (QS-106 Hellma). Les mesures spectroscopiques in situ ont été
effectuées sur des biopsies de peau humaine d’épaisseur 6 um (fixées avec du paraformaldéhyde
a 4 % en volume puis incluses dans la paraffine). Tous les échantillons proviennent de patients
sains, agés de 30 ans et qui n’ont pas de maladies cutanées, ni de maladies systémiques.

a) Spectroscopie linéaire Les spectres d’absorption de la kératine en solution ont été
mesurés a I’aide d’'un spectrophotometre CARY500 (Varian) et les spectres de fluorescence excitée
a 1 photon, a 'aide d'un spectrofluorimetre Hitachi F-4500.

b) Spectroscopie non-linéaire Les mesures des spectres de fluorescence excitée a deux
photons, ainsi que les mesures du spectre d’excitation 2PEF de la kératine (détermination de
sa section efficace de fluorescence ooppr) ont été faites a I'aide d’un spectrofluorimetre a deux
photons construit au laboratoire (voir Fig. La source d’excitation est un laser Titane-Saphir
(Tsunami, Spectra-Physics), accordable dans la gamme de longueurs d’onde 700 nm - 990 nm
avec des impulsions de 'ordre de 100 fs a un taux de répétition de 82 MHz. On change la

31 Da= 1,66:10~27 kg.
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Chapitre 2. Signaux optiques non-linéaires endogenes

puissance du faisceau excitateur en utilisant une lame demi-onde (lame /2 sur la figure), suivie
d’un prisme de Glan. Ensuite, le faisceau est redimensionné a 'aide d’un télescope (lentilles L;
et L), afin qu’il remplisse entierement la pupille arriere de 1'objectif (Olympus, 20x, O.N.=0.4.,
air). Puis, il est focalisé a I'intérieur de la cuve de quartz dans la solution de kératine.

Le signal de fluorescence créé est detecté en épicollection a travers I'objectif focalisant. Il se
réfléchit sur le miroir dichroique (7T00DCXRU, Chroma) et il est focalisé soit directement sur
le tube photomultiplicateur (H5783P, Hamamatsu), soit sur la fente d’entrée d’un spectrometre
(H10 Jobin Yvon). Dans le premier cas, on détecte tout le signal de fluorescence a travers des

Miroir
Chopper dichroique Objectif

+—>
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Spectro-
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|
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700-990 nm
80 MHz €lectronique | Signal
L d'acquisition 2PEF

F1G. 2.13 — Spectrofluorimétre 4 deux photons : I’échantillon & étudier est
excité avec un faisceau laser fs (marron), puis le signal de fluorescence 2PEF (rouge)
est détecté en réflexion a travers l'objectif. Ensuite, il est séparé du faisceau exci-
tateur par un miroir dichroique et focalisé avec la lentille Lg sur le tube photomul-
tiplicateur (PMT), permettant ainsi une mesure du spectre d’excitation 2PEF de
I’échantillon. Un spectrometre peut étre inséré devant le PMT pour des mesures

de spectres de fluorescence.

filtres appropriés qui permettent d’éliminer les éventuelles réflexions du faisceau excitateur par
le miroir dichroique. Ensuite, en faisant varier la longueur d’onde d’excitation, nous pouvons
étudier la variation de 'intensité du signal de fluorescence avec la longueur d’onde. Cela permet
d’accéder au spectre d’excitation 2PEF de la kératine.

Deuxiémement, nous pouvons insérer un spectrometre motorisé devant le tube photomulti-
plicateur et déterminer le spectre de fluorescence émis par la kératine. Ce dispositif expérimental
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permet d’obtenir des spectres de fluorescence dans la gamme de longueurs d’onde 350 - 700 nm
avec une résolution de typiquement 1 nm a 500 nm pour des fentes de 0.1 mm.

Pour I'acquisition du signal, nous avons utilisé une détection synchrone a 160 Hz (chopper).
Celle-ci permet durant une demi-période de modulation de mesurer le bruit, et de le séparer du
signal d’intérét acquis durant I'autre demi-période. Nous faisons une moyenne sur un nombre
variable des mesures, par exemple 20, et I’écart quadratique moyen fournit I'incertitude de la
mesure. La réponse spectrale du systeme a été calibrée avec une solution de fluorescéine a pH=11
et & une concentration de 5.5 pmol/l; en utilisant les données publiées dans la référence [Xu and

Webb, 1996].

c) Microscopie multiphoton Pour I'imagerie combinée SHG/2PEF de biopsies de peau
humaine, nous avons utilisé le microscope multiphoton décrit dans la section [1.2] Les mesures de
spectres de fluorescence ont été faites a I’aide d'un filtre interférentiel accordable (voir Fig. [1.4)).
Ce dispositif permet d’acquérir une image pour chaque longueur d’onde et a partir de la pile
d’images de mesurer le spectre de fluorescence émis a différents endroits de la peau.

2.4.2 Résultats expérimentaux

a) Spectroscopie linéaire - 1PA, 1PEF in vitro Nous avons tout d’abord déterminé les
spectres d’absorption et de fluorescence excitée a 1 photon (1PEF) de la kératine. Les résultats
sont résumés sur la Fig. [2.14] La kératine présente un premier pic d’absorption autour de 277

Signal 1PEF (u.a.)

T T T 1 T T T T T T O
200 250 300 350 400 450 500
Longueur d'onde (nm)

F1G. 2.14 — Spectres d’absorption (en rouge) et de fluorescence 1PEF (en
bleu) d’une solution de kératine mesurés dans une cuve de quartz de chemin
optique de 100 pm. Concentration kératine = 30 mg/ml.
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nm avec une largeur a mi-hauteur de 30 nm et un deuxieéme pic d’absorption autour de 210
nm. Le premier pic, caractéristique des acides aminés aromatiques (tyrosine, tryptophane), est
de faible intensité, montrant que la kératine est constituée principalement d’acides aminés non
aromatiques. Le deuxieme pic correspond a ’absorption de la chaine polypeptidique. Ensuite,
nous avons excité la kératine a 277 nm et mesuré son spectre de fluorescence excitée a 1 pho-
ton. Ce spectre présente un maximum autour de 382 nm (qui est probablement attribuable au
tryptophane). Nous n’avons pas observé de fluorescence pour une excitation 1PEF a 210 nm.

b) Spectroscopie non-linéaire - 2PEF in vitro Nous avons cherché a caractériser la
fluorescence de la kératine dans la gamme de longueurs d’onde (laser Titane-Saphir) utilisées en
microscopie multiphoton. A l'aide du spectrofluorimetre a 2 photons nous avons déterminé les
spectres de fluorescence de la kératine pour des excitations entre 750 - 900 nm. Nous n’avons
pas observé de fluorescence de la solution d'urée dans laquelle la kératine a été dissoute. Si on
regarde le pic d’absorption de la kératine a 277 nm, celui-ci correspond a une absorption a deux
photons (2PA) vers 554 nm, c’est-a-dire en dehors de la gamme du laser Titane-Saphir, et a
une absorption a 3 photons (3PA) vers 831 nm. Pour vérifier de quel type d’excitation il s’agit,
nous avons déterminé la variation de l'intensité du signal de fluorescence de la kératine avec
la puissance incidente pour une excitation a 800 nm. Ces résultats sont représentés en échelle
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F1G. 2.15 — Variation de ’intensité du signal de fluorescence de la kératine
avec la puissance incidente pour une excitation a 800 nm.

logarithmique sur la Fig. La pente de la droite obtenue par ajustement linéaire des données
expérimentales est de 1.91 £ 0.06 . Ce résultat est en bon accord avec une dépendance quadratique
de l'intensité de fluorescence avec la puissance d’excitation si ’on tient compte l'incertitude sur
la mesure de la puissance. Ceci montre qu’il s’agit bien d’une excitation a deux photons de la
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kératine dans la gamme de longueurs d’onde du laser. Cependant, il faut noter que cette gamme
n’est pas adaptée a une excitation optimale de la kératine, comme il est illustré sur la Fig. [2.16]
Le pic de fluorescence se décale vers ’'UV quand on diminue la longueur d’onde d’excitation et
méme pour une excitation a 750 nm, le maximum de fluorescence reste décalé par rapport au
maximum de fluorescence 1PEF a 382 nm.

200

150 4
WE 800 nm
LL 850 nm
L
Q 900 nm
N 50

0+ . . . . . . .
450 500 550 600

Longueur d'onde (nm)

FI1G. 2.16 — Spectres 2PEF de la kératine obtenus pour différentes longueurs
d’onde d’excitation, normalisés par rapport a la puissance d’excitation.

La Fig. illustre le spectre d’excitation 2PEF de la kératine. Ce spectre a été déterminé
par comparaison avec un étalon, la fluorescéine, dont on connait la section efficace d’absorption
a 2 photons (03) [Xu and Webb, 1996]. Nous avons utilisé une valeur de 0.9 pour le rendement
quantique de fluorescence 7 de la fluorescéine sur tout le spectre d’excitation. Pour ces expériences
la solution de fluorescéine était a pH=11, comme dans les mesures de Xu, et a une concentration
molaire 5.5 pmol/l. Pour la détermination de la section efficace de fluorescence de la kératine
nous avons utilisé une valeur de 53 kDa pour la masse moléculaire de la kératine. Cette valeur
est en effet la moyenne des masses moléculaires des différents types de kératine présents dans la
solution. Par conséquent, la section efficace 2PEF de la kératine doit étre considérée comme une
valeur moyenne de ces kératines.

Le principe est le suivant : pour chaque longueur d’onde d’excitation nous mesurons l'intensité
du signal de fluorescence de la kératine Sy et de la fluorescéine Sy dans les mémes conditions
expérimentales. A partir de ces signaux, et connaissant les concentrations molaires des solutions
Cy, O ainsi que la section efficace 2PEF de la fluorescéine ooppr £, nous pouvons calculer la
section efficace 2PEF de la kératine ooppry :

% _ oopEFrk Na - Veger Ck - I,
Sy owpErfr Na-Vege- Cp - Iy

(2.9)

37



Chapitre 2. Signaux optiques non-linéaires endogenes
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F1G. 2.17 — Spectre d’excitation 2PEF de la kératine (émission large bande).
La barre d’erreur est de +20 % et l'incertitude relative est de 37 %.

ol Ny est le numéro d’Avogadro, V. le volume d’excitation et Iy, Iy les intensités d’excitation
pour chaque solution.

Comme l'illustre la Fig. [2.17] la section efficace 2PEF de la kératine augmente pour les petites
longueurs d’onde et compte tenu du pic d’absorption a 1 photon vers 277 nm, son maximum
se situe probablement en dessous de 700 nm. La valeur mesurée est de l'ordre de 1073 GM,
déterminée avec une incertitude relative de £42 % qui comprend l'incertitude sur la concentration
molaire de la solution de kératine et I'incertitude de mesure du o9 pour la fluorescéine (donnée
dans la référence [Xu and Webb, 1996]). Il faut souligner que la kératine a une section efficace
2PEF de méme ordre de grandeur que d’autres fluorophores endogenes comme, par exemple, le
NAD(P)H, mais beaucoup plus petite que la section efficace 2PEF de la fluorescéine.

¢) Microscopie multiphoton - 2PEF in situ Dans les paragraphes précédents nous
avons montré les expériences de spectroscopie linéaire et non-linéaire in wvitro de la kératine.
Compte tenu de ces résultats nous avons voulu comparer le spectre de fluorescence de la kératine
purifiée a celui mesuré in situ sur des biopsies de peau humaine saine.

La Fig. montre une image multiphoton de biopsie humaine excitée a 860 nm. Comme
nous 'avons déja présenté dans la section 2.3 nous avons attribué le signal de fluorescence des
couches supérieures de I'épiderme a la kératine, sur des considérations morphologiques. Dans le
derme le signal de fluorescence correspond aux fibres élastiques et le signal SHG au collagene
fibrillaire, essentiellement du collagene de type 1. Du fait que la couche cornée de 'épiderme est
formée de cellules mortes completement kératinisées, le spectre de fluorescence mesuré dans cette
zone sera majoritairement du a la kératine.
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2.4 - Etude de la kératine - protéine de I’épiderme humain

Nous avons déterminé ces spectres pour des excitations a 760 nm et 860 nm, a 'aide du
filtre interférentiel accordable. Les résultats obtenus sont montrés dans la Fig. pour une
excitation a 860 nm. En effet, nous avons représenté la moyenne de l'intensité du signal acquis
dans les zones illustrées sur la Fig. 2.18h. Durant I'acquisition des spectres de fluorescence de la

épiderme
derme

Signal (u.a.)
5

=

400 450 500 550 600
b) Longueur d'onde(nm)

Fia. 2.18 — Microscopie multiphoton et analyse spectroscopique de la
peau. a) Image combinée SHG (vert)/2PEF (rouge) de biopsie de peau humaine
saine (30 ans) ; b) spectres de fluorescence et de génération de seconde harmonique
de la peau (voir Tab. 2.3). Excitation & 860 nm.

épiderme
derme

Signal (u.a.)
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Longueur d'onde (nm)

Fic. 2.19 — Spectres de fluorescence de la peau acquis dans les zones illustrées
sur la Fig. [2.18a, pour une excitation a 760 nm.
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Chapitre 2. Signaux optiques non-linéaires endogenes

peau, nous avons observé une décroissance du signal de 'ordre de 15 %, apres 8 min et pour une
puissance d’excitation de 25 mW. Pour corriger le signal de cette décroissance durant ’acquisition
de la pile d’images, le signal total de fluorescence a simultanément été acquis en transmission sur
la deuxieme voie du microscope afin de normaliser le signal résolu spectralement.

Le spectre acquis dans le derme (zone A) présente un pic étroit a 430 nm, du a la SHG du
collagene fibrillaire, suivi d’un second pic plus large que nous avons attribué au signal 2PEF de
’élastine. Au contraire, le spectre acquis dans la couche cornée (zone B) présente un seul pic
caractéristique de la fluorescence. Les spectres acquis dans les mémes zones pour une excitation
a 760 nm sont donnés dans la Fig.

L’ensemble de ces résultats, ainsi que les mesures in vitro sur kératine purifiée effectuées pour
les mémes longueurs d’onde d’excitation sont récapitulés dans le Tab.[2.3] Nous remarquons que
la position des maxima de fluorescence mesurés in situ se décale vers le bleu quand la longueur
d’onde d’excitation diminue. Ceci est un bon accord avec les mesures en solution et cela montre de
nouveau que la gamme de longueurs d’onde utilisées n’est pas optimale pour exciter la kératine.
Cependant, dans ces conditions d’excitation, la kératine présente un signal de fluorescence du

Aexcitation 760 nm 860 nm Attribution
Zone A 471+3 nm 496+3 nm Elastine (et SHG collagene)
Zone B 47743 nm 503+3 nm Kératine

Kératine en solution 47545 nm 51545 nm

TAB. 2.3 — Positions des maxima de fluorescence 2PEF mesurés dans les
zones indiquées sur la Fig. [2.18p.

méme ordre de grandeur que le signal de 1’élastine. Ce signal est donc suffisamment important
pour permettre la visualisation des couches épidermiques en microscopie multiphoton.

Les positions des maxima de fluorescence obtenus pour les fibres élastiques du derme sont en
bon accord avec les données trouvées dans la littérature pour la peau |Zipfel et al., 2003alBuehler
et al., 2005]. Le pic 4 471 nm obtenu pour une excitation a 760 nm est un peu décalé par rapport au
maximum d’émission a 445 nm que nous avons mesuré auparavant au laboratoire pour 1’élastine
en poudre (protéine non soluble), extraite a partir de ’aorte humaine (référence E6777, Sigma-
Aldrich). Tout de méme, il faut rappeler que les spectres de fluorescence de ’élastine semble
beaucoup dépendre du type de tissu et du mode d’extraction de 1’élastine pour les expériences
m vitro.

En ce qui concerne la kératine, les spectres de fluorescence mesurés in situ et in vitro se
ressemblent. Les petites différences sont probablement dues au mode d’extraction de la kératine,
voire a la dénaturation de celle-ci dans la solution d’urée. Par conséquent, le signal de fluorescence
observé dans les couches supérieures de I'épiderme est attribué a la kératine. Nous avons aussi
observé que les autres fluorophores endogenes de la peau, comme le NAD(P)H, les flavoprotéines
ou la mélanine, semblent moins contribuer au signal de fluorescence de I’épiderme, ceci étant
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probablement du a la méthode de préparation des biopsies. Nous avons confirmé cette observation
dans le cadre de I'imagerie du poumon (voir section [4.3.2.1 page [93)).

Conclusions Nous avons fait une analyse spectroscopique linéaire et non-linéaire du signal
de fluorescence de la kératine in wvitro. Plus précisément, nous avons mesuré ses spectres de
fluorescence 1PEF et 2PEF et nous avons déterminé sa section efficace de fluorescence 2PEF.
Ensuite, nous avons visualisé par microscopie multiphoton des biopsies de peau humaine et,
compte tenu des résultats obtenus in wvitro, nous avons attribué le signal de fluorescence des
couches supérieures de I’épiderme a la kératine. Ainsi, cette étude fournit une caractérisation
complete du signal de fluorescence des kératines de I'épiderme humain sain et il sera d’intérét
pratique pour étudier les pathologies de la peau. Ces travaux ont donné lieu a une publication
dans le journal Optics Express [Pena et al., 2005b].

2.5 Conclusion

Nous avons présenté dans ce chapitre les principales sources de contraste endogene cellulaires
et tissulaires pour la microscopie multiphoton. Ensuite, nous avons démontré les potentialités de
cette nouvelle technique, liées a sa résolution micrométrique, a sa faible invasivité et a la grande
spécificité des signaux de sources différentes a I'intérieur du méme échantillon, pour 'imagerie des
arteres et de la peau. Dans la derniere partie, une étude de caractérisation spectroscopique de la
kératine de I’épiderme humain a été présentée, absolument nécessaire pour la compréhension des
signaux observés en imagerie multiphoton. Nous avons aussi montré que la microscopie multipho-
ton combinée a une analyse spectroscopique des sources de contraste est un outil prometteur pour
I'imagerie des tissus. Soulignons enfin qu’il est tres prometteur d’utiliser cette technique pour
une problématique médicale, car cela permet de pousser les expériences dans la bonne direction
pour répondre aux différentes questions soulevées dans ce contexte. C’est le cas des expériences
présentées dans les chapitres suivants qui abordent 1’étude du collagene au niveau moléculaire et
a ’échelle macroscopique dans le cadre de I'imagerie de la fibrose.
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Chapitre 3

Génération de seconde harmonique par
le collagene

Motivations Les collagenes constituent la classe protéique majoritaire de la matrice extracel-
lulaire et jouent un role central dans la formation des structures fibrillaires et microfibrillaires,
des membranes basales, ainsi que d’autres structures du tissu conjonctif [Bateman et al., 1996).
Comme il a été présenté dans le deuxiéme chapitre, page [I8] 'existence d’un signal SHG du col-
lagene (type I) a été mise en évidence des 1986 sur des tendons de queue de rat [Roth and Freund,
1979, Freund and Deutsch, 1986, Freund et al., 1986]. Suite au développement de la microscopie
optique non-linéaire, une grande variété de tissus, tels que le tendon, le muscle, les arteres, la
peau, les tumeurs, la cornée, la sclere (enveloppe fibreuse externe du globe oculaire), tous conte-
nant du collagene, a pu étre visualisée par microscopie SHG |Guo et al., 1997, /Campagnola et al.,
2002, Zipfel et al., 2003a, Konig and Riemann, 2003, Stoller et al., 2003, Han et al., 2005]. 11 a
ainsi été observé que seuls les collagenes fibrillaires, tels que le collagene de type I, génerent un
signal SHG et que les collagenes non fibrillaires, comme le collagene de type IV, ne présentent
pas de signal SHG [Zipfel et al., 2003a, Brown et al., 2003]. Dans la mesure ou le collagene de
type I produit un fort signal SHG, ce qui est assez étonnant pour un signal endogene, il a été
proposé [Campagnola et al., 2002] que son efficacité de génération de seconde harmonique soit
liée a sa structure chirale en triple hélice.

Dans ce chapitre nous allons répondre a la question “Quel est le role du type de collagene
et de la chiralité dans la génération de seconde harmonique par le collagene ?”. Pour cela, nous
avons étudié deux types de collagenes, le collagene I et le collagene IV, parce qu’ils n’ont pas le
méme comportement en microscopie SHG. Nous allons présenter une étude exhaustive de leurs
propriétés chiroptiques déterminées par des expériences de génération de seconde harmonique en
surface résolue en polarisation et des expériences de dichroisme circulaire conventionnel (CD).
Seront aussi présentées les principales caractéristiques de ces collagenes, ainsi que les différents
types d’expériences (absorption, spectroscopie de fluorescence a 1 et 2 photons, microscopie
TEM) qui ont permis la caractérisation des échantillons.
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3.1 Structure et assemblage des collagenes I et IV

Les collagenes représentent la plus grande famille de protéines avec plus de 30 % du contenu
total du corps humain en protéines. On connait jusqu’a présent 27 types distincts de collagene,
chacun ayant une structure, une fonction et une distribution différente dans les tissus. Le Tab.[3.1]
créé d’apres [Bateman et al., 1996 et [Gelse et al., 2003, regroupe les differents types des col-
lagenes faisant partie de 8 grandes familles. On peut classifier les collagenes d’apres leur orga-
nisation en collagenes fibrillaires (forment des fibrilles, fibres,...) et collagenes non fibrillaires.
Les collagenes fibrillaires conférent leur résistance a des tissus comme le tendon, 1'os (collagene
I) et en association avec d’autres composantes de la matrice extracellulaire tels que ’élastine, ils
apportent a la fois résistance et élasticité a des tissus comme la peau et les parois vasculaires.
Les collagenes non fibrillaires forment des réseaux dans les membranes basales (collagene 1V),
ils sont impliqués dans l'organisation tridimensionnelle des fibres collagéniques (collagenes IX,
XII, XIV,...) ou dans l'ancrage des tissus de recouvrement aux tissus conjonctifs sous-jacents
(collagenes VII, XVII). Les collagenes non fibrillaires s’organisent en plusieurs familles : i) les
collagenes formant des réseaux, ii) les collagenes FACIT (Fibril associated collagens with in-
terrupted triple helix), iii) les collagénes microfibrillaires, iv) les collageénes formant des fibrilles
d’ancrage, v) les collagénes transmembranaires ou MACIT (Membrane associated collagens with
interrupted triple helix) et vi) les collagenes de la famille des multiplexines (multiple triple helix
domain and interruption).

La molécule de collagene a une structure caractéristique en triple hélice droite, formée de
3 chaines polypeptidiques, nommées chaines «. Le domaine hélicoidal des chaines o présente
une glycine tous les trois résidus. Cet acide aminé fait ainsi partie d’une unité tripeptidique
répétitive (GlyXY),, essentielle pour la conformation en hélice gauche de chaque chaine a. Dans
20 & 30 % des cas X est la proline et Y I’hydroxyproline. Le nombre de répétitions n varie avec
le type de collagene. Dans le cas des collagenes fibrillaires ce domaine hélicoidal est continu, il
comporte environ 1000 acides aminés, alors que dans le cas des collagenes non fibrillaires il est
souvent interrompu par de plus ou moins longues séquences non collagénique. Etant le plus
petit acide aminé, avec seulement un atome d’hydrogene dans sa chaine latérale, la glycine occupe
une position centrale dans I’hélice, tandis que les autres acides aminés X et Y ont leurs chaines
latérales dirigées vers I'extérieur. Ceci permet un assemblage compact de 3 chaines a pour former
une triple hélice droite nommée molécule de procollagene (Fig. .

La plus grande famille de collagenes, avec plus de 90 % du contenu total de collagene, est
constituée par les collagenes fibrillaires : collagene I, II, III, V et XI. Parmi les collagenes fibril-
laires, le collagene de type I, dont la triple hélice est un hétérotrimere formé de deux chaines a1(7)
identiques et une chaine a2(I), est le plus abondant ; il se trouve dans une grande variété de tissus
tels que l'os, le derme, le tendon, les ligaments, les arteres, le poumon, la cornée et d’autres organes
internes. Apres la sécrétion de la molécule de procollagene dans la matrice extracellulaire, les

'Un domaine collagénique est un domaine hélicoidal continu, non intérrompu par des séquences non
hélicoidales.
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3.1 - Structure et assemblage des collagenes I et IV

Type et Structure Distribution dans les tissus Caractéristiques

Collagénes fibrillaires

L, [al(D)]2c2(T) os, derme, tendon, ligaments, cornée,. . . le type le plus abondant
[al(1)]3 derme, dentine forme mineure

I1, [a1(11)]3 cartilage, humeur vitrée, nucleus pulposus  majoritaire dans le cartilage

III, [a1(I11)]3

V, al(V),a2(V),a3(V)

XI, al(XDa2(XT)a3(X1)
Coll. des membr. basales
IV, [al(IV)]202(IV),al — a6
Collagéne microfibrillaire
VI, al(VI),a2(VI),a3(VI)

Fibrilles d’ancrage

VIL, [al(VID)];

Réseaux hexagonaux
VIIL, [al(VIII)]202(VIII)
X, [a3(X)]s

Collagénes FACIT

IX, al(IX)a2(IX)a3(IX)
XII, [@l(XI1)]3

XIV, [al(XIV)]3

XIX, [al(XIX)]s
XX7 [al(XX)]B

XXI, [@l(XXT)]3
Coll. transmembranaires
XIII, [a1(XTIT)]3

XVII, [01(XVII)]3
Multiplexines

XVI, [al(XVI)]3
XVIIL, [al(XVIII)]5

derme, paroi des vaisseaux, intestin,. .. souvent associé avec le type I
poumon, cornée, 0s,. .. peut s’associer avec le type I
cartilage, corps vitré, nucleus pulposus associé avec le type 11
membranes basales forme des réseaux 2D

derme, cartilage, placenta, poumon, s’organise en fibrilles formant
paroi des vaisseaux, nucleus pulposus un collier de perles

peau, jonctions dermo-épidermiques,

muqueuse orale, cervix

cellules endothéliales, membr. de Descemet

cartilage hypertrophique

cartilage, corps vitré, cornée associé avec le type II
ligament, tendon, périchondre associé avec le type |
derme, tendon, placenta, poumon, associé avec le type |

paroi des vaisseaux, foie
rhabdomyosarcome humain

épithélium cornéen, tendon, peau au stade
embryonnaire, cartilage costal

paroi des vaisseaux sanguins

épiderme, follicule de cheveux, poumon,
foie, chondrocytes, endomysium, intestin

jonctions dermo-épidermiques

fibroblastes, cellules musculaires lisses,
rein, pancréas
fibroblastes, amnios, kératinocytes

poumon, foie

TAB. 3.1 — Différents types de collagéne et leur distribution dans les

tissus.
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domaines globulaires a chaque extrémité de la molécule sont clivés par des peptidases spécifiques,
donnant la molécule de collagene (qui peut alors s’assembler en fibrilles). La molécule de col-
lagene, ainsi formée, est constituée d’'un domaine en triple hélice ou domaine collagénique et des
courts domaines non hélicoidaux a chaque extrémité de la triple hélice, nommeées télopeptides.
Ces molécules de collagene vont s’assembler pour former des fibrilles de collagene.

OH gy OH OH OH
3&%&&%@{(§u :WE.
OH HOHOH -
OH H OH OH

molécule de procollagene molécule de collagene

10-300
nm

fibrille ' fibres

Fic. 3.1 — gauche - Représentation schématique de l’assemblage du
collagéne (tirée de [Alberts et al., 1994]); droite - Structure conformatio-
nelle d’une peptide de type collagéne, (Pro-Hyp-Gly)s-Glu-Lys-Gly-(Pro-
Hyp-Gly)s, obtenue par diffraction des rayons X (Protein Data Bank).

Fic. 3.2 — Réseau bidimensionnel formé de molécules de collagéne de
type IV (tirée de [Yurchenco and Schittny, 1990]).

Les fibrilles ont des diametres compris entre 10 et 300 nm et des longueurs qui peuvent
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3.2 - Aspects théoriques de la SHG en surface

aller jusqu’a quelques centaines de pum en fonction du tissu. Elles peuvent avoir des orientations
différentes qui dépendent du type de tissu [Hulmes, 2002|. Par exemple, dans le tendon les fibrilles
de collagene de type I s’alignent parallelement et forment une fibre de collagene (Fig. [3.1)), alors
que dans la peau les orientations des fibrilles sont différentes et celles-ci s’entrecroisent pour
former des réseaux complexes. Une fibre de collagene a un diametre moyen compris entre 0.5 et
3 pm.

L’organisation des collagenes non fibrillaires tels que le collagene de type IV est tres différente
de 'organisation des collagenes fibrillaires : les molécules ne s’assemblent pas en fibrilles, mais
elles forment des réseaux complexes en fonction du type de tissu. La molécule de collagene
de type IV, qui fait l'objet de notre étude, est constituée de trois domaines : le domaine N-
terminal, la triple hélice qui contient de nombreuses interruptions des domaines collagéniques
GlyXY, et le domaine C-terminal. Le collagene de type IV existe majoritairement sous forme
d’un hétérotrimere [a1(IV)3]a2(IV'). Les nombreuses interruptions au niveau de la triple hélice
“empéchent” 1’assemblage en fibrilles comme pour les collagenes fibrillaires et favorisent plutot
un assemblage en réseaux. La Fig. illustre 'organisation des molécules de collagene de type [V
en réseaux bidimensionnels dans les membranes basales [Yurchenco and Schittny, 1990, Hudson
et al., 1993].

3.2 Aspects théoriques de la SHG en surface

On va s’intéresser dans cette partie a la description phénoménologique de l'activité op-
tique dans le domaine linéaire pour introduire ensuite les effets non-linéaires d’ordre deux et
la génération de seconde harmonique en surface par un film mince de molécules chirales.

3.2.1 Rappels sur 'activité optique et les effets non-linéaires

Une molécule est dite chirale si elle n’est pas superposable & son image dans un miroir |[Barron,
1982]. Par exemple, les molécules possédant un carbone asymétrique, c’est-a-dire un carbone relié

-----------

Fi1Gc. 3.3 — Illustration de deux énantiomeres.
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a quatre substituants différents (voir la Fig. , ainsi que I’ADN ou le collagene en forme d’hélice
sont chirales. Les molécules chirales possedent deux formes énantiomeres, images l'une de I'autre
dans un miroir mais non superposables, nommées lévogyre (“qui tourne vers la gauche”) et
dextrogyre (“qui tourne vers la droite”). Ces énantiomeres ont les mémes propriétés physiques
et chimiques sauf lorsqu’il s’agit d’une interaction avec un autre objet chiral, par exemple la
lumiere en polarisation circulaire ou la liaison a une autre molécule chirale.

Les deux énantiomeres d’une molécule chirale interagissent donc différemment avec la lumiere
polarisée et on parle alors d’activité optique. Cette activité optique se manifeste lors de la pro-
pagation d'un faisceau lumineux a travers une solution non racémique : par la rotation de la
direction de polarisation d’une onde polarisée linéairement, ce qu’on nomme rotation optique,
et par la différence d’absorption selon le sens de polarisation (circulaire droite ou gauche) de la
lumiere, nommeée dichroisme circulaire.

3.2.1.1 Activité optique linéaire

Dans I’approximation dipolaire électrique, lorsqu’une onde monochromatique de champ élec-
trique E interagit avec une molécule chirale la réponse de celle-ci est considérée de facon locale,
c’est-a-dire en négligeant les variations du champ électrique sur les dimensions d de la molécule.
Cette approximation suppose que le parametre d reste petit devant la longueur d’onde \. Mais
la seule différence entre les deux énantiomeres d’une molécule chirale se situe au niveau de
I’arrangement spatial tridimensionnel de ses atomes. Pour rendre compte de I'activité optique,
il est nécessaire d’introduire une sensibilité du champ électrique a cet arrangement spatial, donc
utiliser un développement spatial du champ électrique. Dans ce cas le champ vu par chaque atome
sera différent. Cette approximation dite non locale [Akhmanov and Zharikov, 1967, Svirko and
Zheludev, 1998] consiste en un développement au premier ordre en d/A du champ électrique :

E=E(Q) +r-VE (3.1)

Au premier ordre en d/\, la réponse linéaire du milieu est constituée d’un terme de pola-
risation dipolaire électrique P, mais aussi d'un terme dipolaire magnétique M et d’'un terme
quadrupolaire électrique Q. La polarisation, ’aimantation et la quadrupolarisation rayonnent un
champ électrique E(2) qui peut étre calculé a partir de 'expression |Jackson, 1975] :

E(Q) (nxP)xn—%an—%(nxQ(n))xn (3.2)

ol m est un vecteur unitaire dans la direction d’observation et Q(n) est le tenseur de contraction
de Q et n.
La polarisation effective du milieu P.zs s’écrit :

Pl @) = POW + 5V x MO @)~ Q0 ) (3.3)
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3.2 - Aspects théoriques de la SHG en surface

La non localité de I'interaction lumiere-matiere se traduit par une variation de cette polarisation
avec le gradient du champ électrique de 'onde :
) (1)ee

eve a
i (@) = eox* (Wiw) By (@) + eoxe e (wiw) 5. Pk W) (3.4)
J

ott xMe¢, la susceptibilité dipolaire électrique, est un tenseur local de rang 2 et y(MevVe

un
tenseur non local de rang 3, comme l'indique le nombre de lettres en indice. Les milieux pour
lesquels le tenseur non local est non nul présentent une activité optique. Les tenseurs de
susceptibilité local et non local n’ont pas les mémes propriétés, car ils n’ont pas le méme ordre.
Le type de symétrie du milieu leur impose certaines conditions, et en particulier peut conduire
a ce que toutes les composantes du tenseur non local deviennent nulles. Par exemple, dans un
liquide, c’est-a-dire un milieu isotrope, tout tenseur de rang 3 s’annule sauf si le milieu est non
centrosymétrique. L’activité optique ne peut par conséquent exister dans un liquide que s’il est
constitué de molécules chirales.

Les relations constitutives du milieu permettent de caractériser plus précisément le tenseur

non local :
ee eve 8
PO (W) = ex (wiw) By (w) + eoxi)”* (wiw) o, (w) (3.5)
J
MY () = eox]™ (wiw) Ej () (3.6)
QY (@) = exi™ (wiw) By (w) (3.7)

En symétrisant et en antisymétrisant le tenseur x(M¢Ve on obtient les tenseurs x (Ve et yxMem
la partie antisymétrique du tenseur non local conduit a des effets dipolaires magnétiques et la
partie symétrique a des effets quadrupolaires électriques. Ainsi, on réécrit le terme de polarisation
dipolaire électrique :

em eqe a
PV () = eox(j™ (wiw) B (@) + eox) ™ (w5w) By (w) + eox(it™ (wiw) 5 —Ee (@)  (38)
J
avec
em 1. eVe 1)eVe 1)ege 1 1)eVe eVe
X" = S iwesn (xgi - X >€t X" = 3 (Xz('jl)c + X ) (3.9)

Maintenant on peut exprimer la polarisation effective en fonction des tenseurs non locaux :

P (0) =eox V% (wiw) B () + eo (xV" (wiw) + x V™ (w;w)) B (w)

1 1 (3.10)
+ 60 (XM (ww) + XM (wiw)) VE (w)

ot B est le champ magnétique. Il est ainsi possible de relier les tenseurs non locaux x™¢ et

qee

x 1™ aux contributions dipolaires magnétiques et les tenseurs x (V¢4 et x(14°¢ aux contributions

quadrupolaires électriques.
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Les tenseurs de rang 3 x4 et x (M9 sont symétriques (comme le tenseur quadrupolaire
Q(l)) et les considérations de symétrie pour un liquide, i.e. un milieu isotrope, impose que leurs
composantes soient nulles. Par conséquent, il n’y a pas de contributions quadrupolaires électriques
a l'activité optique d’un liquide chiral : les contributions a l'activité optique dans le domaine
linéaire sont uniquement d’origine dipolaire magnétique.

3.2.1.2 Effets non-linéaires d’ordre 2 et activité optique

Par analogie avec le cas linéaire, la réponse dipolaire électrique effective du deuxieme ordre
du milieu s’écrit :

PP (w) = PP (w) + -V x M? (v) — VQ? (v) (3.11)
w
avec
P () =eax @ (ww1,02) B (w1) B (w))

+ on(z)eeve (w;wi,wq) E (w1) VE (wy) (3.12)
+ eox PV (wiwi, ws) VE (w1) E (w2)

eVee

ot x(PeeVe et x(2eVee gont les tenseurs non locaux d’ordre 2 et de rang 4, et avec

P(2) — 60x(2)ee€E1E2 + EoX(2)eequ1VE2 + COX(Q)eqeeVElEQ

+ eoxP"E By + eox?" B, E, (3.13)
M(2) _ 60X(2)meeE1E2 (314)
Q(Q) _ E096(2)qeee-E|1-E2 (315)

ou nous avons omis les notations fréquentielles par simplification. Il est possible de nouveau
de relier les tenseurs non locaux aux contributions dipolaires magnétiques et quadrupolaires
électriques.

Les propriétés des tenseurs locaux et non locaux dans un milieu isotrope sont maintenant
inversées par rapport au cas linéaire :

(2)eee est un tenseur de rang 3 et il n’est non nul que si le

— le tenseur local de susceptibilité x
milieu est non centrosymétrique. Par conséquent, dans I’approximation dipolaire électrique,
il ne peut y avoir d’effet non-linéaire du second ordrd?| en milieu isotrope que si le milieu
est chiral.

— les tenseurs non locaux de susceptibilité sont des tenseurs de rang 4 et ils sont non nuls
méme dans un liquide achiral. Ces tenseurs non locaux peuvent étre théoriquement isolés
des tenseurs locaux dans des expériences de génération de seconde harmonique, mais ces
expériences présentent peu d’intérét car il n’est pas possible d’extraire un signal spécifique

de la chiralité des molécules.

2La somme de fréquence non dégénérée, non colinéaire et en polarisations croisées [Giordmaine, 1965] est le
seul effet non-linéaire du second ordre possible dans un liquide chiral. Son observation expérimentale tres délicate
a été réalisée par [Belkin et al., 2001]
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3.2 - Aspects théoriques de la SHG en surface

Cependant, si on considere un film isotrope de molécules chirales déposées sur une surface, de
nouvelles composantes tensorielles d’ordre 2 non nulles apparaissent car il y a une double brisure
de symétrie par la surface et par la chiralité des molécules. Il sera donc possible d’effectuer des
expériences de génération de seconde harmonique en surface [Shen, 1989, |Heinz, 1991],
qui est une méthode classique d’investigation des surfaces. La double brisure de symétrie par la
surface et par la chiralité des molécules induit un mélange de composantes chirales et achirales
dans les contributions locales et non locales. Nous allons voir qu’il est possible tout de méme de
séparer ces contributions en jouant sur les polarisations des faisceaux fondamental et harmonique,
donc de mesurer une activité optique de second ordre.

3.2.2 Génération de seconde harmonique en surface

La génération de seconde harmonique en surface est un outil tres puissant pour I'étude des
surfaces. En effet, puisque la SHG est un phénomene non-linéaire du second ordre, elle est
interdite en milieu centrosymétrique donc elle est tres spécifique de la surface car il y a une
brisure de symétrie induite par celle-ci. Elle a aussi ’avantage d’étre sensible a des couches tres
minces de molécules déposées sur la surface. Ce dernier point est trés important car la plupart
des molécules a étudier sont présentes en faibles quantités.

> 7

F1c. 3.4 — Configuration expérimentale de la génération de seconde har-
monique en surface. w est la fréquence de 'onde incidente et 2w la fréquence
de Ponde réfléchie (SHG). € est la constante diélectrique du milieu non linéaire et
€1, €9 les constantes diélectriques des milieux linéaires 1 et 2.

. IERES . . ;. . e e, ! . , o1 e s .
Si on considere une interface non linéaire de permittivité e située entre deux milieux linéaires
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centrosymétriques de permittivités e, €5 (voir Fig. , I'intensité du signal SHG créé par I'in-
terface est donnée par la relation [Shen, 1989] :
32m3w? sec? By,

A3/ €1 (2w)er (w)

Ty = & (20)xPe (W)€ ()] I (@) (3.16)

avec € () = Le(Q) ot L est la matrice de transmission faisant intervenir les coefficients de
Fresnel qui relient les composantes du champ électrique dans le milieu 1 a celles du milieu non

linéaire et e est le vecteur unitaire suivant le champ électrique a la fréquence 2. I; (w) désigne
)

I'intensité du faisceau excitateur et Xg la susceptibilité non linéaire d’ordre 2 du milieu non

linéaire (interface ou film).

Le deuxieme milieu peut aussi étre non-linéaire donc avoir une susceptibilité non linéaire
2)

d’ordre 2 volumique Xx,.;-

(2)

vol

Mais en général, ce deuxieme milieu est centrosymétrique et par
conséquent x, ; s’annule dans I’approximation dipolaire électrique. Par contre, ce milieu possede
une susceptibilité non linéaire d’ordre 2 d’origine quadrupolaire électrique qui est toujours non
nulle et contribue sur une épaisseur d’environ A/27.
Pour un film mince de molécules déposées sur une surface, la susceptibilité non linéaire de la
surface peut s’écrire comme :
XS = x5+ x +x” (3.17)
Ici x(;; représente la contribution du substrat nu, Xﬁ,? la contribution du film de molécules isolé
du substrat et X(-Q)

,~ provient de I'interaction entre les molécules et le substrat. Les différents termes

contribuent plus ou moins au X(Sz) en fonction des milieux. Le terme x% peut étre identifié en
mesurant le signal SHG obtenu pour le substrat nu tout seul. Ce terme peut ensuite étre soustrait,
mais en général on vérifie qu’il est négligeable par rapport a la contribution du film moléculaire.
Pour des molécules asymétriques possédant une grande hyperpolarisabilité du second ordre, le
terme XE';Q) sera beaucoup plus important si les molécules sont alignées sur la surface. Par contre
si on s’intéresse aux effets liés a une non centrosymétrie a 1’échelle moléculaire, il faut que les
molécules soient déposées sur la surface de fagon isotrope pour éviter les contributions liées a un
arrangement macroscopique de ces molécules. Cela peut étre vérifié en analysant le signal SHG
obtenu pour différents angles de rotation de 1’échantillon par rapport a la normale a la surface.
Le signal SHG ne doit pas varier avec la rotation de I’échantillon.

Pour un film mince de molécules déposées sur la surface, lorsque le tenseur de susceptibilité
non linéaire X(SZ) possede seulement quelques composantes non nulles, il est possible a partir du
rapport de différentes composantes indépendantes de déterminer ’angle moyen d’orientation des
molécules sur la surface |[Heinz et al., 1983]. La génération de seconde harmonique en surface a
d’autres applications intéressantes telles que 1’étude de la reconstruction d’une surface cristalline
[Heinz et al., 1985], la spectroscopie non linéaire des molécules adsorbées [Heinz et al., 1982],
I’étude de la morphologie d’une couche mince de molécules déposées sur une surface solide ou a
une interface liquide [Boyd et al., 1986, Hunt et al., 1987], etc. ..

Dans la partie suivante nous allons décrire la théorie de la génération de seconde harmonique

en surface résolue en polarisation et une nouvelle application de cette technique pour ’étude des
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3.2 - Aspects théoriques de la SHG en surface

effets chiroptiques dans la SHG des collagenes I et IV. Les premieres expériences de génération
de seconde harmonique en surface sur des molécules chirales avaient été menées sur du binaphtol
dans le groupe de J. Hicks [Petralli-Mallow et al., 1993 Byers et al., 1994] et sur un poly-isocyanide
chiral dans le groupe d’A. Persoons [Kauranen et al., 1994, Maki et al., 1996].

3.2.3 Génération de seconde harmonique en surface résolue en pola-

risation

L’utilisation de cette technique pour I’étude d’un film isotrope de molécules chirales déposées
sur une surface utilise la brisure de symétrie induite par la chiralité des molécules. Pour la
génération de seconde harmonique (E;=FE,) la polarisation P Taimantation M® et la qua-
drupolarisation Q? s’écrivent :

pP@ _ on(z)eeeEE + EOX(2)eemEB + on(Q)eequVE (3.18)
M®? = ¢xP"EE (3.19)
Q?® = x?r<EE (3.20)

et rayonnent un champ harmonique E(2w) qui peut étre calculé a partir de 'expression .

Composantes chirales C, Composantes achirales C,
(2)eee  (2)eee _  (2)eee
(2)eee _  (2)eee _ (2)eee _  (2)eee Xzzz 5 Xzzz = Xzyy
wyz T Xzzy T TXyrz T T Xyze (2)eee (2)eee (2)eee _ _ (2)eee
Xzrz = Xyyz = Xzzxz = Xyzy
(2)eem _ (2)eem _ (2)eem (2)eem (2)eem _ (2)eem (2)eem
zzz y X2ZxT — AXzyy xYz - _nyz y X2ZTY — T Xzyx
2 2 2 2 2 2
Xgm);em _ ngy)zeem7 X(xz)aceem _ Xéz)yeem ngz)yeem _ _Xéz)xeem
(2)ymee _ (2)mee _ _ (2)mee
zzz 5 Xzzz = Xzyy X(2)mee _ X(2)mee _ (2)mee _ _X(2)mee
(2)mee _ (2)mee ___(2)mee __ _ (2)mee e vy bz Yz
T2 — Xyyz — Xxzx — AYzyY

TAB. 3.2 — Composantes non nulles des susceptibilités non linéaires
d’ordre 2 pour des surfaces invariantes par symétries C, et C,.

Nous remarquons que dans 'expression de P? M® et Q@ interviennent 5 tenseurs de
susceptibilité. Le nombre des composantes non nulles se réduit pour une surface isotrope, c’est-
a-dire de symétrie C',. Dans le cas ou les molécules déposées sur la surface sont achirales, la
symétrie est C, : tous les plans perpendiculaires a la surface deviennent plans de symétrie.
Les composantes non nulles dans ce cas sont appelées composantes “achirales”. Si les molécules
déposées sur la surface sont chirales, c’est a dire de symétrie C,, les composantes non nulles
uniquement pour une surface chirale sont appelées composantes “chirales” |Giordmaine, 1965].
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Ainsi, si on considere une surface (z,y) perpendiculaire a la direction z, les seules composantes
non nulles des tenseurs y(2ece, x@eem et x(2mee sont données dans le Tab. [3.2]

Hors résonance, les composantes du tenseur d’origine dipolaire électrique sont réelles et celles
des tenseurs d’origine dipolaire magnétique et quadrupolaire électrique sont imaginaires. Par
conséquent, dans ces conditions, il est possible de séparer les contributions dipolaires électriques
des contributions dipolaires magnétiques et quadrupolaires électriques. Puisqu’il a été démontré
qu’il n’est pas possible de séparer expérimentalement les contributions dipolaires magnétiques de
contributions quadrupolaires électriques [Kauranen et al., 1994.|Hache et al., 2001 dans la suite
de ce chapitre nous allons utiliser le terme “magnétiques” pour se référer en méme temps aux
deux types de contributions.

SHG résolue en polarisation

Expérimentalement on mesure deux composantes du champ électrique rayonné a 2w : F,(2w)
(perpendiculaire au plan d’incidence) et E,(2w) (parallele au plan d’incidence) qui s’écrivent en
fonction des composantes Es(w) et E,(w) du champ électrique fondamental :

Esp o fopEy (W) + gspEl (W) + haply () By () (3.21)

ou les parametres fs,, gsp, hsp ont été initialement introduits par [Kauranen et al., 1994, Maki

et al., 1995]. Ces parametres peuvent étre déterminés a partir des expressions [3.18) [3.19] [3.20]
et des composantes chirales et achirales données dans le Tab. . Leur expression (sans les
coeflicients de Fresnel) est la suivante [Schanne-Klein et al., 1998] :

eem mee mee mee 3

Js =25y, sinacosa + 2x500 sina + 2x057 cos® asina — 2" cos® asina — Y"“sin’® a
_ eem mee :
9s = — (Qszz + Xza:x) sl ¢

eee : mee eem eEM s
hs =2x5 sina — 2 (mez 1 Xazy T Xxyz) sin «v cos a

eee
zZrx

eem eem mee

sinacos® o + x& sin® v + 2 (me = Xoay — Xa:yz) sin «v cos a

_ eee _: 2
fp = — 2X5. sinacos® a + x P

Tz

_ eee 3 eem EeEEM 3
Ip = 2X5py SINOC — 2 (mez + szy) sin v cos o

eem eem eem eem mee

hp =2x5,, cosasina + 2 (xem + me) sinacos® a + 2 (X" — XY sin® a + 27 sina
(3.22)

ol « est I'angle d’incidence du faisceau fondamental, formé entre la direction de propagation du
faisceau et la normale a la surface. Ils contiennent tous des termes locaux et non locaux, sauf
gs qui contient seulement des termes non locaux. Les parametres f;, gs, h, ne regroupent que
des composantes chirales alors que les parametres f,, g,, hs ne regroupent que des composantes
achirales. Par conséquent, en choisissant le bon ensemble de polarisations d’excitation et de
détection, il est possible d’isoler spécifiquement une composante chirale du signal SHG.

En conclusion, la génération de seconde harmonique est tres sensible a la chiralité des molé-
cules déposées sur la surface car c’est une technique de mélange a 3 ondes ou les polarisations
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3.2 - Aspects théoriques de la SHG en surface

d’excitation et de détection peuvent étre ajustées afin de sonder les 3 trois directions de 1’espace,
donc la chiralité.

L’activité optique de SHG

Trois expériences, analogues des mesures d’activité optique en optique linéaire, sont perti-
nentes pour sonder les effets chiroptiques dans le signal SHG. Ces configurations expérimentales
sont illustrées sur la Fig. [3.5

Premierement, nous analysons la polarisation de I’harmonique réfléchie pour un faisceau fon-
damental polarisé linéairement suivant p. Toute rotation du plan de polarisation par rapport a la
direction p est spécifique d’une chiralité moléculaire, car toute surface isotrope achirale ne peut
réfléchir de seconde harmonique que sur la direction p (voir l’expression. Cette expérience est
nommée ORD-SHG (optical rotation dispersion ou dispersion de la rotation optique en francais)
et c’est 'analogue de la rotation optique linéaire. L’intensité du signal SHG mesuré a travers un

0) 220 ® 20 0) 20
(\

)

(D orp-suG | |(2) cp-sHG | |(3) LD-SHG

Fi1c. 3.5 — Configurations expérimentales utilisées dans les expériences
SHG en surface.

analyseur faisant un angle ¢ avec la direction p s’exprime suivant la relation :

I « |E, (2w)cosp + B, (2w)sin¢|? (3.23)
et s’écrit en tenant compte du caractéere complexe des parametres f,s = f;’s + 1 f;s et de
'équation [3.21]:

Iorp [prIQCOSZsO + |fosin® o + 2 (f,;f; + f,;'f;’) sin ¢ cos 90} B, () (3.24)

Les résultats expérimentaux peuvent étre ajustés par cette formule pour déterminer les valeurs
des coefficients f et . L’angle de rotation, noté ® est défini comme 'angle de I'analyseur pour

lequel le signal SHG est maximum. Il peut étre calculé a partir de 'équation [Schanne-Klein|

et al., 199§] :

2(fofe + £ 1))
|fp|2 - ‘fs’Q

95
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Deuxiemement, nous comparons les signaux SHG obtenus pour des polarisations circulaires
droite et gauche, respectivement linéaires a £45°, du faisceau fondamental. On obtient ces pola-
risations circulaires et linéaires a £45° avec un compensateur de Babinet-Soleil (voir la descrip-
tion du dispositif expérimental de SHG en surface a la page . De nouveau, toute différence
circulaire ou CD-SHG, respectivement linéaire ou LD-SHG, est aussi caractéristique de la chi-
ralité moléculaire. La différence circulaire (CD-SHG) peut étre considérée comme ’analogue du
dichroisme circulaire en optique linéaire, toutefois il n'y a pas d’absorption car il s’agit d’un
phénomene cohérent. Par contre, la différence linéaire, en tant que sonde des effets chiroptiques,
n’a pas d’équivalent en optique linéaire.

Les signaux SHG obtenus dans ces expériences peuvent étre mesurés avec 'analyseur en
position s ou p. Il est ensuite possible d’exprimer l'intensité du signal SHG en fonction de
I'angle 0/, 1/4 formé entre la direction de polarisation du faisceau excitateur, par exemple p,
et l'axe rapide de la lame demi-onde ou quart-d’onde qu’il traverse [Maki et al., 1996]. Ceci
nous permettra de déterminer les valeurs des coefficients f, g et h en ajustant les données
expérimentales avec les formules suivantes :

B 2

(f, +qg + (f/ — gl) cos 46, 2 + n sin4€k/2)

" 17 " 17 " 2
+ <f +g + (f —g >COS49)\/2+h sin40>\/2)

Ip (2w) o (3.26)

/ ! 1" / / " ! 2
(f —g +4f cos20y,, — (f —g ) cos 4y /4 + 2h sin 20y, — h sin49k/4>
ICD (2w) X

" 17 ’ " " 7 " 2
+ <f —g —4f cos20y,4 — (f —g ) cos4f)y/y — 2h sin20y,4 — h sin49)\/4>
(3.27)

Les valeurs de LD-SHG, respectivement CD-SHG, sont ensuite déduites de ces expressions
avec 0, = £22.5°, respectivement 0,, = 445°. Ces valeurs sont définies comme le rapport
entre la différence des intensités des signaux SHG correspondants et leur moyenne :

I _450.¢ — I1a50.p
LDgsya, CD = : : 3.28
SHG SHG % (Ispo0 + Loasen) ( )
_4 |:(fl+g/) hl+(f//+gl/) h//]
1P+ 1gl” + 1R +2(f g+ f'9")
4|:(f//_g”) h/_ (f/_g/) h//}
1P+ Lol + 1R =2(f'g + f'9")
Si on regarde les relations [3.24] [3.26] [3.27, [3.29] [3.30]toutes s’expriment comme des rapports
de composantes de susceptibilité. Par conséquent, l'activité optique non-linéaire d’ordre 2 ne

DSHG = (329)

Dspe = (3.30)

dépend pas de la densité de molécules déposées sur la surface.
Les expressions de ORD-SHG et LD-SHG impliquent des produits de coefficients chiraux et
achiraux. Ceci implique que I’angle de rotation et la valeur de LD-SHG sont non nuls seulement
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dans le cas ou les molécules déposées sur la surface sont chirales. De méme, le CD-SHG est non
nul seulement pour des molécules chirales car son expression implique aussi des produits des
coefficients chiraux et achiraux.

D’autre part, les expressions de ORD-SHG et LD-SHG impliquent des produits des coeffi-
cients en phase et 'expression de CD-SHG implique des produits des coefficients en quadrature
de phase. Puisque, hors résonance, les composantes du tenseur d’origine dipolaire électrique sont
réelles et celles des tenseurs d’origine dipolaire “magnétique” sont imaginaires, et que les coeffi-
cients achiraux f,, g,, hs (expressions [3.22) sont dominés par les contributions d’origine dipolaire
électrique il en résulte que :

— les expériences d’ORD-SHG et LD-SHG seront sensibles aux contributions chirales d’origine
locale (dipolaire électrique), effets dominants quand la chiralité moléculaire est due a des
mécanismes de couplage excitonique.

— le CD-SHG sera sensible aux contributions chirales d’origine non locale (dipolaire “magnéti-
que”), effets dominants quand la chiralité moléculaire est due a des mécanismes de chiralité
a 1 electron.

Nous allons maintenant faire une courte description de ces deux mécanismes de couplage
excitonique et de chiralité a 1 électron |[Hache et al., 2001},|Schanne-Klein et al., 2003|. Le pa-
rametre pertinent pour décrire 'activité optique est la force de rotation introduite par Rosen-
feld : R = Im{u-m}, ou p est le moment dipolaire électrique et m le moment dipolaire
magnétique [Wagniere, 1993]. L’origine physique de 'activité optique provient de cette expres-
sion.

Un premier modele microscopique de I'activité optique considere que, si une transition a a la
fois un caractere électrique et magnétique (avec des moments non orthogonaux), R sera non nulle
et il existe une activité optique. C’est le cas des molécules hélicoidales qui peuvent étre décrites
simplement par un électron lié harmoniquement sur une hélice. C’est le modele de Kauzmann
ou modele de chiralité a 1 électron. Dans ce cas, 'activité optique trouve son origine dans le
moment dipolaire magnétique induit par un mouvement hélicoidal des électrons.

Un deuxieme modele microscopique de la chiralité souligne le caractere non local lié a 'ac-
tivité optique. On considere que la molécule comporte au minimum deux chromophores séparés
spatialement. Chacun est intrinsequement achiral et seul leur arrangement au sein de la molécule
est chiral. Le modele qui décrit ce systeme est celui de deux oscillateurs harmoniques non copla-
naires, séparés spatialement et en interaction électrostatique. C’est le modele de Kuhn ou modele
des oscillateurs couplés. L’activité optique trouve son origine dans le couplage entre les moments
dipolaires électriques non coplanaires : R o< Ty - 1, X My, OU T4 représente la distance entre les
chromophores A et B et p,, p, leur moments dipolaires électriques. Le modele des oscillateurs
couplés a été utilisé pour décrire le couplage excitonique [Rodger and Nordén, 1997], ¢’est pour
cela que souvent on utilise le terme de “couplage excitonique” pour se référer a ce modele.

La combinaison de ces trois expériences, ORD-SHG, LD-SHG et CD-SHG, permet donc de
déterminer 'origine physique de I'activité optique non-linéaire.
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3.3 Principe des expériences

Dans cette partie nous allons décrire la fagon dont nous avons préparé les films minces de
collagenes I et IV, les différents dispositifs expérimentaux qui ont permis leur caractérisation,
ainsi que le dispositif expérimental de SHG en surface résolue en polarisation.

3.3.1 Préparation des films de collagene

Les poudres de collagene de type I et de collagene de type IV ont été achetées chez Sigma-
Aldrich. Le collagene de type I est extrait a partir des tendons de queue de rat (référence C7661)
par une méthode qui permet de conserver 'intégrité de la molécule de collagene. De cette fagon,
il est ensuite possible de former des fibrilles de collagene de type I a partir de ces molécules, dans
certaines conditions physiologiques (molécules de collagene I dans I'acide acétique mélangé avec
NaCl). La poudre de collagene de type I a été dissoute dans une solution d’acide acétique 0.1
N pour obtenir une concentration finale de 1 mg/ml. De la méme facon, la poudre de collagéne
de type IV, extraite a partir de la membrane basale d’un sarcome de souris (Engelbreth-Horm-
Swarm mouse sarcoma, référence C0543), a été dissoute dans une solution d’acide acétique 0.25
% pour obtenir une concentration finale de 1.5 mg/ml.

Nous avons ensuite déposé quelques ul de solution de collagene I ou IV sur des substrats en si-
lice fondue, adaptés pour des expériences de SHG en surface. Ces substrats ont été préalablement
rendus hydrophiles par un traitement avec une solution Piranha (2/3HS0, et 1/3H503) pour
favoriser la fixation des molécules de collagéne sur la surface. Une minute apres la déposition
des molécules sur la surface, les échantillons ont été rincés a I’eau ultra pure pour enlever toute
molécule non fixée et, ensuite, nous les avons laissés sécher a température ambiante. Cette étape
de déposition des molécules a été répétée trois fois afin d’obtenir un film mince de molécules de
collagene a la surface du substrat.

3.3.2 Dispositifs expérimentaux

Absorption, Fluorescence, Spectres CD et Imagerie TEM

Les mesures de spectres d’absorption des molécules de collagenes en solution ou déposées sur
le substrat en silice fondue ont été effectuées a I’aide d’un spectrophotometre CARY500 (Varian)
et les spectres de fluorescence excitée a 1 photon, a I'aide d’un spectrofluorimetre Hitachi F-4500.
Pour les mesures de spectres d’absorption des films minces de collagene, un substrat nu a été
utilisé comme référence.

Les spectres de fluorescence excitée a 2 photons ont été mesurés a ’aide du spectrofluorimetre
a 2 photons décrit préalablement dans la section [2.4.1, a la page 33|

Les spectres CD des molécules de collagene en solution ont été mesurés dans une cuve de
quartz de 100 pm longueur, a I’aide d’un spectrometre CD (CD6 Jobin-Yvon).
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Les images TEM ont été acquises avec un microscope électronique en transmission Philips
CM12 fonctionnant a 120 kV. Pour cela quelques gouttes de solution de collagene I ou IV ont été
déposées sur des grilles, recouvertes d’un film mince de carbone et colorées a I'acétate d’uranyl 1
%. Afin de vérifier les éventuels effets de I'acétate d’uranyl sur 'agrégation des molécules, nous
avons aussi déposé les molécules sur des grilles recouvertes d’un film mince de carbone, mais non
colorées. Tout de suite apres le séchage des échantillons a la temperature ambiante, ceux-ci ont
été visualisés avec le microscope TEM.

Dispositif expérimental de SHG en surface résolue en polarisation

La géométrie d’excitation pour les expériences de génération de seconde harmonique en sur-
face résolue en polarisation est illustrée sur la Fig. [3.6, Nous avons utilisé la méme géométrie
d’excitation que celle décrite dans les références [Shen, 1989, |Schanne-Klein et al., 1998]. La
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F1G. 3.6 — Géométrie d’excitation pour les expériences de SHG en surface
résolue en polarisation. Un faisceau laser a la fréquence w est envoyé sur un
substrat sur lequel sont déposées les molécules a étudier et ensuite la SHG a 2w
est détectée avec un tube photomultiplicateur & travers des filtres adaptés (un
filtre interférentiel a la fréquence 2w et un filtre passe-bas en longueur d’onde pour
couper le laser). Pour déterminer les contributions chirales a ce signal SHG, nous
jouons sur les polarisations incidentes et réfléchies de trois manieres différentes
illustrées dans le bas de la figure. BS - compensateur Babinet-Soleil, PMT - tube
photomultiplicateur.

source d’excitation est un laser Titane-Saphir (Tsunami, Spectra-Physics), accordable dans la
gamme de longueurs d’onde 700 nm - 990 nm avec des impulsions de l'ordre de 100 fs a un
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taux de répétition de 82 MHz. Pour une excitation a 550 nm nous avons utilisé un amplificateur
paramétrique optique non-colinéaire (NOPA) & un taux de répétition de 1 kHz. La polarisation
du faisceau laser est controlée a I'aide d’un prisme de Glan et elle peut étre, ensuite, ajustée avec
un compensateur de Babinet-Soleil (BS). Il s’agit d’un systéme optique qui permet d’obtenir une
lame de retard variable. Il est constitué de deux prismes, dont les positions relatives peuvent
étre changées a 'aide d’une vis micrométrique. La polarisation du faisceau incident peut ainsi
étre changée en linéaire (BS en position A/2) ou circulaire (BS en position A\/4). A T'aide d’'un
moteur pas a pas le compensateur peut étre tourné autour de I'axe du faisceau qui le traverse.
Ceci permet d’obtenir les polarisations linéaires a +45° pour un angle de rotation de +22.5° du
compensateur BS et les polarisations circulaires droite ou gauche pour un angle de rotation de
+45° du compensateur BS.

Avant d’étre focalisé sur I’échantillon, le faisceau excitateur passe a travers un filtre passe-
haut en longueur d’onde qui permet de filtrer les longueurs d’onde ne correspondant pas a la
gamme de longueurs d’onde du laser. Le reste du montage est placé dans un boitier hermétique
a la lumiere. Puis, le faisceau est focalisé sur I’échantillon avec une lentille de distance focale de
50 mm (le waist (pincement du faisceau) est approximativement de 23 pm pour une longueur
d’onde de 800 nm), a un angle d’incidence de 45°.

Finalement, le signal SHG créé par les molécules déposées sur le substrat passe a travers un
deuxieme prisme de Glan, dont la rotation est assurée par un moteur pas a pas, il est ensuite filtré
spatialement et spectralement avant d’étre détecté par le tube photomultiplicateur (PMT). Ce
dernier prisme de Glan permet d’analyser la polarisation du signal de seconde harmonique émis
par les molécules. En jouant sur les polarisations du faisceau fondamental (BS) et harmonique
(deuxieme prisme de Glan) il est possible d’effectuer les trois types d’expériences sensibles a la
chiralité moléculaire ORD-SHG, LD-SHG et CD-SHG, décrites précédemment (section m,
page et schématisées de nouveau sur la Fig. en bas.

Le filtrage spatial du signal est utilisé pour éliminer le signal SHG réfléchi par la face arriere
du substrat de silice et le bruit. Le filtrage spectral regroupe un filtre interférentiel a la longueur
d’onde de la SHG et un filtre passe-bas en longueur d’onde pour éliminer le faisceau fondamental.

Pour la détection du signal nous avons utilisé un tube photomultiplicateur en régime de
comptage de photons (P25PC Electron Tubes). Il comporte un discriminateur qui lui permet
de créer une impulsion logique pour chaque photon détecté au-dela du seuil de discrimination.
Ces impulsions sont ensuite détectées par un compteur (CT2 Electron Tubes). Le signal SHG
est acquis pendant une durée de 500 ms et nous faisons une moyenne sur un nombre variable de
mesures, en général 20, et I'erreur statistique fournit I'incertitude de la mesure. Afin d’éliminer
toute source de signal non significatif pour nos mesures, le bruit mesuré en absence du faisceau
laser (80 photons/s) est soustrait au signal créé par 1’échantillon.
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3.4 Résultats expérimentaux

3.4.1 Expériences de caractérisation

Imagerie TEM

Pour vérifier 'homogénéité de nos échantillons de collagene, nous avons visualisé par imagerie
TEM deux types de préparations d’échantillons de collagene de type I. Premierement, nous avons
utilisé une solution de collagene de type I dans I'acide acétique et deuxiemement, une solution
de collagene de type I dans l'acide acétique mélangé avec du NaCl. Les images obtenues sont
montrées sur la Fig. L’image a gauche (Fig. [3.7h) présente une distribution homogene des

Fic. 3.7 — a) Image TEM des molécules de collagéne I dans l’acide
acétique : cette image montre une distribution homogene de ces molécules. b)
Image TEM des molécules de collagéne I dans une solution saline (acide
acétique et NaCl) : nous remarquons une distribution directionnelle caractéristique
d’une agrégation fibrillaire du collagene de type I in witro.

molécules de collagene de type I dans 'acide acétique ; cette homogénéité est tres bien visualisée
dans l'image insérée en haut, a gauche. L'image a droite (Fig. [3.7b) présente des structures
fibrillaires avec des largeurs de 280 nm, caractéristiques des fibrilles de collagene de type I.
Nous remarquons que ces structures fibrillaires ont une distribution directionnelle donnée par
I’écoulement de la solution durant le séchage avec la grille inclinée. Ces structures fibrillaires
sont caractéristiques d’une agrégation fibrillaire des molécules de collagene de type I en solution
saline in wvitro. Inversement, il n’y a pas d’agrégation fibrillaire pour les molécules de collagene
I dans l'acide acétique et 'image TEM non structurée est caractéristique d’une distribution
homogene des triples hélices de collagene I déposée sur la grille.
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Compte tenu de ces résultats, pour les expériences de SHG en surface résolue en polarisation,
nous avons utilisé des molécules de collagene I dans l'acide acétique afin d’éviter 1'agrégation
fibrillaire de ces molécules et de pouvoir étudier le signal SHG créé par ces molécules et non par
les fibrilles de collagene.

Spectres d’absorption

Les spectres d’absorption des molécules de collagénes I et IV en solution et les spectres
d’absorption des films minces des collagenes I et IV sont présentés sur les Fig et b. Ces
spectres ont la méme forme, ce qui montre que les molécules de collagene ont été bien déposées
sur le substrat en silice fondue.

0,20 1,2
[a /Film mince 1 b
1,0
0,16 1
.- 0,8
0,124 Substrat en silice |
O: O 0,6+
O 0,084 ) 1
0,44
0,04 """'r"_- 0 2_.
=, ,
Podenns |
0,00 et 0,0 +—— \ R
200 220 240 260 280 300 200 220 240 260 280 300
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

F1G. 3.8 — a) Densité optique d’un film mince de molécules de collagéne
I (vert clair) et collagene IV (vert foncé) mesurée par rapport a la densité optique
d’un substrat nu. b) Densité optique d’une solution de molécules de col-
lagéne I (vert clair) et collagene IV (vert foncé) mesurée pour une concentration
de 1.25 mg/ml dans une cuve de quartz de 100 um longueur. Une cuve de quartz
contenant une solution d’acide acétique a été utilisée comme référence.

Tous ces spectres présentent une absorption autour de 200 nm avec une densité optique de
0.15 pour le film mince de collagene I et 0.04 pour le film mince de collagene IV, et une densité
optique de 0.8 pour la solution de collagéne I et 0.4 pour la solution de collagene IV a une
concentration de 1.25 mg/ml. Les pics d’absorption autour de 200 nm sont caractéristiques de
la liaison peptidique. Ces spectres ne présentent pas de pics d’absorption autour de 260 - 280
nm, ce qui indique ’absence d’acides aminés aromatiques. Par conséquent, ces spectres sont
caractéristiques des peptides composés d’acides aminés non aromatiques et on s’attend a ce que
les molécules de collagene I ou IV ne fluorescent pas.
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Spectres CD

La Fig. [3.9 montre les spectres de dichroisme circulaire obtenus pour les solutions de molécules
de collagene I et collagene IV, dont les spectres d’absorption sont donnés sur la Fig. [3.8b. Les
deux spectres présentent des pics négatifs autour de 200 nm en accord avec les spectres CD
du collagene de type I trouvés dans la littérature [Bhatnagar and Gough, 1996, Sreerama and
Woody, 2004]. Nous n’avons pas trouvé de spectres CD pour le collagene de type IV dans la
littérature. Ce pic négatif est typique pour les spectres CD des structures de type P, adoptées
par les polypeptides riches en proline, tels que le collagene. La Fig. [3.1]illustre un exemple d’une
telle structure conformationelle.

Nous remarquons que le spectre CD du collagene de type IV est bien moins intense que celui
de type I (spectres mesurés dans les mémes conditions avec une concentration de 1.25 mg/ml) :
le minimum est situé & —0.25 x 1073 pour le collagéne IV et & —3.3 x 1073 pour le collagéne
I. Ce résultat reflete le fait que la structure en triple hélice du collagene de type IV est moins

C D (AD.O. x 10?)

200 220 240 260 280 300
Longueur d'onde (nm)
F1G. 3.9 — Spectres CD des molécules de collagéne I (vert clair) et IV (vert

foncé) en solution, acquises dans les mémes conditions et pour une concentration
de 1.25 mg/ml.

continue que celle du collagene de type I. Ceci est en accord avec la structure de la molécule de
collagene de type IV, dont la triple hélice contient des nombreuses interruptions des domaines
collagéniques Gly XY, par des domaines non collagéniques.

Spectres de fluorescence

Afin de déterminer si les molécules de collagene I présentent de la fluorescence, nous avons
acquis les spectres de fluorescence excitée a 1 photon (1PEF) dans la gamme de longueurs
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d’onde de 210 - 300 nm et les spectres de fluorescence excitée a 2 photons (2PEF) dans la
gamme de longueurs d’onde 750 - 950 nm pour le collagene de type I en solution (concentration
1 mg/ml). Nous avons observé que les molécules de collagéne de type I ne présentent aucun
signal de fluorescence, en accord avec les mesures de spectres d’absorption. Ceci indique que la
fluorescence observée pour le collagene de type I dans les tissus n’est pas due aux molécules
de collagene I, mais plutot aux liaisons intermoléculaires [Richards-Kortum and Sevick-Muraca,
1996] qui assurent I’assemblage de ces molécules en fibrilles de collagene.

3.4.2 Activité optique de SHG des films minces des collagenes I et
v

Nous avons effectué les expériences de génération de seconde harmonique en surface résolue
en polarisation décrites précédemment sur des films minces de collagenes I et IV, déposés sur un
substrat en silice fondue, pour une excitation a 550 nm et dans la gamme des longueurs d’onde
du laser Titane-Saphir (700 - 990 nm). Ces expériences ont été menées hors résonance puisque les
deux types de collagenes n’absorbent ni a 1 photon , ni a 2 photons a ces longueurs d’onde. Par
conséquent, les dommages optiques des échantillons sont fortement réduits dans ces conditions
d’excitation. Par exemple, méme pendant une excitation continue des molécules de collagene
avec une puissance moyenne de 400 mW a 800 nm, aucun changement d’intensité du signal SHG
créé par ces molécules n’a été observé. Toutes les mesures d’activité optique sont reproductibles
d’un échantillon a un autre.

Nous rappelons qu’afin d’étudier le role de la chiralité dans le signal SHG du collagene, donc
de séparer les effets liés a un arrangement macroscopique de ces molécules des effets liés a une
non centrosymétrie a 1’échelle moléculaire, il est important que les molécules soient déposées
de fagon isotrope sur la surface. Ainsi, tout effet lié & un arrangement macroscopique de ces
molécules pourra étre négligé. Nous avons vérifié cela en analysant le signal SHG obtenu pour
différents angles de rotation de I’échantillon par rapport a la normale a la surface. Tous les
mesures d’activité optique sont reproductibles pour différentes orientations angulaires d’'un méme
échantillon. Ceci indique que les films des molécules de collagene sont isotropes et que 'activité
optique mesurée est due a une chiralité moléculaire et non pas a une orientation macroscopique
de ces molécules.

Nous allons tout d’abord présenter les résultats obtenus pour les molécules de collagene de
type I et ensuite pour le collagene de type IV.

Expériences de SHG en surface sur des films minces des collagenes I

Premierement, nous avons effectué ces expériences a une longueur d’onde d’excitation de 800
nm. Les résultats obtenus pour 'expérience de rotation optique ORD-SHG sont montrés sur la
Fig.[3.10] Nous rappelons que cette expérience consiste a analyser la polarisation du signal SHG
créé par le film mince, par rapport a la polarisation p du faisceau fondamental. Pour cela, le signal
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SHG a été acquis en fonction de I'angle de analyseur (deuxieme prisme de Glan sur la Fig. .
Nous faisons remarquer tout d’abord que les films minces des collagenes de type I produisent un
signal SHG détectable méme dans ces conditions d’excitation non résonante. Nous avons attribué
ce signal aux molécules de collagene, car il était 10 fois plus important que le signal créé par le
substrat en silice fondue. Ce signal SHG dii au substrat nu n’a pas été soustrait du signal total
obtenu avec la présence des molécules.

La polarisation du signal SHG présente une rotation par rapport a la direction p du faisceau
fondamental. Pour déterminer I’angle de rotation de la polarisation, nous avons ajusté les données
expérimentales avec un cosinus carré et nous avons obtenu un angle de rotation & = —40° £ 5°.
La précision de I'ajustement étant tres bonne, l'incertitude de £5° est principalement due a la
variabilité des échantillons (déterminée sur 10 mesures).
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F1c. 3.10 — Signal SHG créé par le film mince de molécules de collagene
de type I en fonction de 'angle de 'analyseur (A=800 nm, P=400 mW). Le signal
SHG est acquis pendant 500 ms et ensuite la moyenne du signal sur 20 mesures
est déterminée pour chaque position angulaire de 'analyseur. Le bruit mesuré en
absence du laser a été soustrait. Les barres d’erreurs correspondent aux erreurs
statistiques. Le trait plein correspond a l’ajustement des données expérimentales
par la formule [3.24
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Si on regarde attentivement la Fig. [3.10] nous observons que le signal SHG créé par les
molécules de collagene I ne s’annule jamais. Ceci indique que les parametres f, et f; ne possedent
pas la méme phase (voir I’équation . Afin de déterminer la phase relative de ces parametres
nous avons fixé f, = 1 et nous avons ajusté la courbe expérimentale avec la formule Ce choix
a été justifié par le fait que ce parametre achiral est dominé par des contributions locales, donc
d’origine dipolaire électrique, et hors résonance les composantes du tenseur d’origine dipolaire
électrique sont réelles. Nous avons obtenu ainsi f; = 0.66 4+ 0.607 ce qui implique une différence
de phase avec le parametre f, de —42°.

Les résultats obtenus pour les expériences de différence linéaire LD-SHG sont présentés sur
la Fig.[3.11] Le signal SHG a été mesuré pour les deux positions p et s de ’analyseur, en fonction
de T'angle de rotation du compensateur BS réglé en A\/2. Ces mesures de différence linéaire
LD-SHG présentent une périodicité de 90° en accord avec les propriétés optiques de la lame
demi-onde. A partir de ces données, nous avons pu déterminer les valeurs de LD-SHG obtenues
avec 'analyseur en position p et s en utilisant la formule : LD-SHG, = —67% £ 10% et
LD-SHG; = —76% =+ 2% (les incertitudes correspondent aux erreurs statistiques).

Les résultats expérimentaux de différence circulaire CD-SHG sont présentés sur la Fig. [3.12]
Le signal SHG a été mesuré de la méme fagon que pour le LD-SHG avec le compensateur BS réglé
en position /4. Ces mesures de différence circulaire CD-SHG présentent une périodicité de 180°
caractéristique de propriétés optiques de la lame quart-d’onde. Les valeurs de CD-SHG obtenues
avec I’analyseur en position p et s en utilisant la formule sont : CD-SHG, = —22% £ 15%
et CD-SHG; = —16% =+ 6% (les incertitudes correspondent aux erreurs statistiques).

Nous avons ensuite ajusté ces courbes expérimentales avec les formules pour LD-SHG
et pour CD-SHG afin de déterminer les valeurs relatives des parametres g et h. Les valeurs
obtenues pour les positions s et p de I'analyseur sont données dans le Tab.

Expérience f;,p f;:p g/s’p gg’p h;,p hg,p

s — LD -0.66° 0.6° -0.58+0.03% 0.59+0.06° 4.60+0.14¢ 0°

s —CD -0.66° 0.6 -0.74£0.10® 0.48+0.03° 4.43+0.15¢ 0°

p— LD 1.00¢  0° 1.0940.01¢  0° -0.37+£0.01° 0.2240.18%
p—CD 1.00¢ 0° 1.7740.05¢  0° -0.394+0.02°  0.1540.04°
TAB. 3.3 — Valeurs relatives et incertitudes (erreurs données par

I’ajustement) des parameétres g et h obtenues par ajustement des courbes
expérimentales de LD-SHG et CD-SHG. La valeur du parametre f, est fixée a 1
afin d’avoir une phase et une amplitude de référence et la valeur du parametre f;
relative a celle du f, a été déterminé par ajustement de la courbe ORD-SHG. b

parametres chiraux et ¢ parametres achiraux.

Pour cela nous avons fixé le parametre f, = 1 (comme pour 'ajustement de la courbe ORD-
SHG) afin d’avoir une phase et une amplitude de référence. De méme, nous avons supposé que
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Signal SHG (photons)
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F1G. 3.11 — Composante polarisée p (en haut) et composante polarisée s

(en bas) du signal SHG créé par le film mince des molécules de collagéne

de type I, acquis en fonction de I'angle de la lame demi-onde (compensateur BS
en position A/2). A=800 nm, P=400 mW. Le signal SHG est acquis pendant 500
ms et ensuite la moyenne du signal sur 20 mesures est déterminée. Le bruit mesuré

en absence du laser a été soustrait. Les barres d’erreurs correspondent aux erreurs

statistiques. Le trait plein correspond a l’ajustement des données expérimentales
avec la formule [3.26 et les parametres indiqués dans le Tab.
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F1G. 3.12 — Composante polarisée p (en haut) et composante polarisée s

(en bas) du signal SHG créé par le film mince des molécules de collagéne

de type I, acquis en fonction de I'angle de la lame quart-d’onde (compensateur BS
en position A/4). A=800 nm, P=400 mW. Le signal SHG est acquis pendant 500
ms et ensuite la moyenne du signal sur 20 mesures est déterminée. Le bruit mesuré

en absence du laser a été soustrait. Les barres d’erreurs correspondent aux erreurs

statistiques. Le trait plein correspond a l’ajustement des données expérimentales
avec la formule et les parameétres indiqués dans le Tab.
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les parametres g, et hs sont réels car ils sont achiraux comme f,. Pour f; nous avons utilisé la
valeur déterminée a partir de 'expérience ORD-SHG.

Remarquons que :

- les formules |3.26| et permettent un bon ajustement des courbes expérimentales de
LD-SHG et CD-SHG comme l'illustrent les Fig. [3.11]et Fig.|3.12|et les erreurs standard indiquées
dans le Tab. 3.3

- les valeurs relatives des parametres g et h, déterminées a partir des courbes expérimentales
de LD-SHG et CD-SHG, sont en bon accord compte tenu du fait que les expériences LD-SHG
sont moins précises que les expériences CD-SHG dans la détermination de ces parametres [Maki
et al., 1997].

- d’apres les calculs (formule , les parametres chiraux fs et h,, multipliés par des fac-

eee

teurs géométriques, sont égaux a la composante chirale du tenseur local de susceptibilité xgo- .

Expérimentalement nous avons bien obtenu les mémes ordres de grandeur pour ces parametres,
bien que quantitativement ils n’aient pas les mémes valeurs.

- le parametre g, possede une partie réelle, bien qu’il soit supposé ne regrouper que des
composantes non locales (voir les formules (3.22)).

Tous ces points montrent que nos résultats sont en bon accord avec la théorie du point de vue
qualitatif, méme si quantitativement ils présentent des petites différences. Celles-ci peuvent étre
expliquées par le fait que i) les barres d’erreur données pour ces parametres comportent seulement
les erreurs données par l'ajustement et ne tiennent pas compte des erreurs expérimentales ii) la
référence en phase que nous avons choisie est arbitraire, car le parametre f, regroupe aussi des
composantes non locales qui peuvent étre non nulles, et iii) I'hypotheése que g;, h;’ et g; sont nuls
n’est pas non plus parfaitement valide pour la méme raison. Tout de méme, ces hypotheses nous
ont permis de réduire considérablement le nombre des parametres ajustables afin de déterminer
plus facilement 'origine de ’activité optique de SHG du collagene de type I. Dans ces conditions,
les résultats donnés dans le Tab. montrent que les parametres chiraux f;, gs et h, comportent
tous des contributions locales et non locales. En conclusion, les deux effets locaux et non locaux
contribuent aux effets chiroptiques de SHG du collagene 1.

Finalement, nous avons déterminé la dépendance en longueur d’onde des effets chiroptiques
de SHG. Plus précisément, nous avons mesuré l'angle de rotation ® dans les expériences de
ORD-SHG pour quelques longueurs d’onde du visible. Nous avons obtenu les valeurs suivantes :
—34° a A=874 nm, —40° a A=800 nm, —42° a A=774 nm et —60° a A=550 nm avec des erreurs
de typiquement +£5°. Remarquons que 'angle de rotation augmente quand la longueur d’onde
diminue, mais conserve le méme ordre de grandeur.

Expériences de SHG en surface sur des films minces des collagenes IV

Nous avons effectué les mémes expériences que pour le collagene I, a une longueur d’onde
d’excitation de 800 nm. Les résultats obtenus pour l’expérience de rotation optique ORD-SHG
sont donnés sur la Fig. |3.13| Cette figure montre que les molécules de collagene de type IV
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Fic. 3.13 — Signal SHG créé par le film mince des molécules de collagéne
de type IV en fonction de l'angle de I'analyseur (A=800 nm, P=400 mW). Le
signal SHG est acquis pendant 500 ms et ensuite la moyenne du signal sur 20
mesures est déterminée. Le bruit mesuré en absence du laser a été soustrait. Les
barres d’erreurs correspondent aux erreurs statistiques. Le trait plein correspond a
I’ajustement des données expérimentales avec la formule [3.24

peuvent produire un signal SHG détectable et que l'ordre de grandeur du signal émis est 2 fois
plus petit que celui du signal SHG créé par le collagene I (voir Fig. . La comparaison des
courbes expérimentales ORD-SHG obtenues pour les deux types de collagene montre que la
partie achirale (polarisée suivant la direction p) du signal SHG émis par le collagene de type IV,
60 photons/500 ms, est approximativement du méme ordre de grandeur que la partie achirale du
signal SHG émis par le collagene I, ¢’est-a-dire 80 photons/500 ms. Contrairement au collagéne
de type I, les molécules de collagene IV ne présentent pas de rotation de la polarisation du signal
SHG émis. Celui-ci est parfaitement polarisé suivant la direction p, comme le signal SHG créé par
un film mince des molécules achirales. De méme, nous n’avons pas observé de différence linéaire,
ni de différence circulaire pour ce type de collagene.
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3.5 Discussion

Nous avons mené des expériences de génération de seconde harmonique en surface afin de
mesurer les effets chiroptiques des molécules de collagene et déterminer les propriétés optiques
non linéaires des collagenes 1 et IV. Les expériences de caractérisation des échantillons, telles
que I’absorption a 1 photon, la fluorescence 1PEF et 2PEF et I'imagerie TEM, confirment que
nous avons étudié des molécules de collagene I et non pas des fibrilles. Les spectres de dichroisme
circulaire et toutes les mesures d’activité optique de SHG montrent que le collagene de type
I présente une activité optique linéaire, ainsi qu’'une activité optique non-linéaire, alors que le
collagene de type IV a une activité optique linéaire plus faible et ne présente pas d’activité
optique de SHG. Nous avons attribué ces résultats au fait que le collagene IV a une structure
en triple hélice moins continue que celle du collagene de type I et souvent interrompue par des
domaines non collagéniques.

Considérons maintenant ’activité optique de SHG du collagene de type I. En étudiant la
dépendance en longueur d’onde des effets chiroptiques de SHG, nous avons observé que l'angle
de rotation augmente quand la longueur d’onde diminue, i.e. quand on s’approche de la résonance,
mais que les valeurs obtenues pour cet angle de rotation conservent le méme ordre de grandeur.
Ce résultat est en accord avec les modélisations de 'activité optique de SHG provenant d’un cou-
plage excitonique |[Hache et al., 2003|. Plus généralement, la symétrie de Kleinman [Boyd, 2003]
énonce que, hors résonance, toutes les composantes du tenseur de susceptibilité sont égales dans
Papproximation dipolaire électrique. Mais comme Yo = (2% = —ylpeee — e (o5
page , ceci implique que toutes les composantes chirales du tenseur de susceptibilité dipo-
laire électrique s’annulent. Par conséquent, il n’est pas possible d’observer des effets chiroptiques
quand la symétrie de Kleinman s’applique. Comme il a été décrit ci-dessus, cette approximation
est valide seulement loin d’une résonance a 1 photon et a 2 photons. Les effets chiroptiques de-
viennent plus importants quand on s’approche des résonances. Nos résultats expérimentaux sont
en accord avec ces considérations, bien que les effets chiroptiques observés pour une excitation a
800 nm, loin de la résonance a 2 photons a 400 nm et a 1 photon a 200 nm, soient tres importants.
Cette différence quantitative indique que d’autres contributions existent, en dehors des contribu-
tions dipolaires électriques a I'activité optique de SHG. Ainsi, si on considere que le parametre f,
est dominé par des contributions dipolaires électriques, d’apres le Tab. [3.3] le parametre f; com-
prend des contributions dipolaires électriques (f, = —0.66) et des contributions “magnétiques”
(f. = 0.60) du méme ordre de grandeur. Ce résultat peut aussi étre qualitativement déduit a
partir des expériences de ORD-SHG et LD-SHG sensibles aux contributions dipolaires électriques
et a partir des expériences de CD-SHG sensibles aux contributions “magnétiques”. Nos résultats
montrent que le collagene I présente une activité optique de SHG dans les deux cas, ce qui
implique un mélange des contributions dipolaires électriques et “magnétiques”. Par conséquent,
I'origine de l'activité optique de SHG du collagene fibrillaire de type I est due a des mécanismes
plus complexes que le couplage excitonique ou la chiralité a 1 électron (voir page et celle-ci
implique les deux mécanismes. Cette complexité au niveau de la détermination de I'origine phy-
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sique de l'activité optique de SHG est similaire aux difficultés encourues lors de la modélisation
du spectre CD du collagene. En effet, les modeles théoriques ne reproduisent pas correctement
le spectre CD du collagene, bien qu’ils reproduisent parfaitement les spectres CD des autres
protéines [Bhatnagar and Gough, 1996,[Sreerama and Woody, 2004].

Cette analyse exhaustive de l'activité optique de SHG du collagene de type I nous donne
un ordre de grandeur des contributions chirales. Si on compare les valeurs des parametres f, et
f», obtenues dans expérience ORD-SHG, nous avons un rapport de |f,|” /|f,|*> = 0.8 pour une
excitation a 800 nm. Pour un faisceau fondamental polarisé suivant la direction p, le signal SHG

» . . 2 : 2
créé contient une composante chirale Iopirqe o | f5|” et une composante achirale Inepirare o | fp|™

I (2(/‘)) = Ichirale + [achirale X |f5|2 + |fp|2 (331)

Puisque | fl ~ | fp\2 il en résulte que la composante chirale a typiquement le méme ordre de
grandeur que la composante achirale. Par conséquent, les contributions chirales exaltent le signal
SHG du collagene de type I d'un facteur 2. Méme si ce facteur peut varier avec la longueur d’onde
d’excitation ou la polarisation du faisceau excitateur, il nous donne tout de méme un ordre de
grandeur pour 'exaltation du signal SHG par la chiralité du collagene de type 1.

Cet ordre de grandeur n’est cependant valable que pour les expériences de génération de se-
conde harmonique en surface et la généralisation aux expériences de microscopie SHG n’est pas
directe. En effet, dans les expériences de SHG en surface la composante achirale du tenseur de
susceptibilité résulte d’'un moyennage des composantes achirales des tenseurs d’hyperpolarisabi-
lité des molécules déposées en film mince sur le substrat en silice. Ce film isotrope de molécules
de collagene I est polarisé au moins en partie, c’est-a-dire que les molécules ont une certaine
orientation par rapport au substrat, autrement on n’aurait pas de signal SHG achiral. A priori
la molécule de collagene se fixe sur le substrat en silice (rendu préalablement hydrophile) par la
partie N-terminale qui est hydrophile. Puisque le degré de polarisation et ’angle moyen formé
par la chaine polypeptidique de la molécule avec la normale a la surface ne sont pas déterminés
de facon quantitative, nous ne pouvons pas déduire une valeur quantitative pour la composante
achirale de la susceptibilité des expériences de SHG en surface. Cette composante achirale peut
de plus avoir une valeur différente pour le collagene macrostructuré, donc dans les tissus. Dans
ce cas, les molécules de collagene sont polarisées en nanofibrilles [Holmes et al., 2001} [Stoller
et al., 2003] et méme si cette polarité peut étre partiellement perdue a 1’échelle micrométrique,
la composante achirale du tenseur de susceptibilité peut avoir une valeur plus importante que
dans les expériences de SHG en surface. Finalement, ces expériences sous-estiment peut étre les
contributions achirales et conduisent sans doute a surévaluer les composantes chirales dans les
tissus. Cependant, elles fournissent un ordre de grandeur raisonnable qui nous permet d’affirmer
que les contributions chirales ne sont pas dominantes.

Nous avons ainsi démontré que les contributions chirales exaltent le signal SHG du collagene
I d’'un facteur de l'ordre de 2. Par conséquent, la chiralité du collagene I n’est pas suffisante
pour expliquer les importants signaux SHG observés dans le tissus pour ce collagene. Pour
rendre compte du role du type de collagene et de la chiralité dans la génération de seconde
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harmonique par le collagene, nous allons comparer les expériences de SHG en surface et de
microscopie SHG effectuées pour le collagene I et le collagéne IV. Les expériences de SHG en
surface ont montré que les signaux SHG créés par les films minces des collagenes I et IV ont
typiquement le méme ordre de grandeur, alors que dans les tissus ces deux collagenes présentent
des comportements différents : le collagene non fibrillaire de type IV ne présente pas de signal
SHG, alors que le collagene fibrillaire de type I présente un fort signal SHG dans les mémes
conditions d’excitation. Compte tenu de ces observations et du fait que le signal SHG s’annule
en milieu isotrope, nous pouvons en conclure que l'organisation du collagene de type IV dans les
membranes basales est approximativement isotrope. Ceci est en accord avec les données trouvées
dans la littérature pour la description de I'architecture de la membrane basale [Yurchenco and
Schittny, 1990]. En effet, les molécules de collagene IV s’assemblent pour former des réseaux,
sans aucun alignement des domaines collagéniques, de telle sorte qu’au niveau macroscopique
le signal SHG peut s’annuler, bien qu’au niveau microscopique chaque molécule possede une
hyperpolarisabilité non nulle comme il a été démontré dans les expériences de SHG en surface.
Au contraire, les molécules de collagene de type I s’assemblent en fibrilles et ensuite plusieurs
fibrilles vont former une fibre, etc. Au final la fibre présentera une densité tres importantes des
fibrilles bien alignées, donc un signal SHG tres important puisqu’il varie avec le carré du nombre
des molécules. Par conséquent, l'efficacité de génération de seconde harmonique par le collagene
I est due a des effets cohérents au niveau des fibrilles de collagene parfaitement alignées et tres
denses. A partir de ces résultats nous pouvons conclure que le signal SHG est une sonde de
I’organisation macromoléculaire du collagene.

3.6 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté une étude compléte des propriétés optiques du collagene
fibrillaire de type I et du collagene non fibrillaire de type IV par des expériences de dichroisme
circulaire conventionnel et de génération de seconde harmonique en surface résolue en polarisa-
tion. Ces expériences ont montré que le collagene de type IV a une activité optique linéaire bien
moins intense que celle du collagene de type I et qu’il ne présente pas d’activité optique de SHG.
Nous avons attribué cela aux nombreuses interruptions des domaines collagéniques de la triple
hélice du collagene IV par des domaines non collagéniques. Pour le collagene de type I, nous
avons montré qu’il présente une forte activité optique de SHG et un fort CD qui peuvent étre
attribués a des mécanismes de couplage excitonique et de chiralité a 1 électron. A partir de ces
expériences de SHG en surface nous avons calculé que les contributions chirales exaltent le signal
SHG du collagene de type I d’un facteur 2 seulement et que ce facteur n’est pas suffisant pour ex-
pliquer les forts signaux SHG observés en microscopie. Par conséquent, l'efficacité de génération
de seconde harmonique par le collagene de type I est dominée par des effets cohérents au niveau
de l'organisation tres dense et quasi-cristalline des fibrilles de collagene bien alignées. Inverse-
ment, I’absence d’un alignement des domaines collagéniques lors de I'assemblage des molécules de
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collagene de type IV explique 'absence du signal SHG au niveau macroscopique pour ce type de
collagene, bien que les expériences de SHG en surface aient montré qu’au niveau microscopique
chaque molécule possede une hyperpolarisabilité non nulle et du méme ordre de grandeur que
celle du collagene de type 1.

Ces résultats peuvent étre généralisés a d’autres types de collagene, en faisant 'hypothese
qu’ils ont une hyperpolarisabilité du second ordre non nulle : le signal SHG créé dépendra de
leur macrostructure. Il est important de noter qu’a la différence de I'immmunohistochimie, la mi-
croscopie SHG est sensible a 'organisation macromoléculaire du collagene dans les tissus, plutot
qu’au type de collagene. En conclusion, la microscopie SHG est une technique puissante pour
étudier I'organisation du collagene dans les tissus. Plusieurs applications peuvent étre envisagées,
qui vont de I’étude de la fibrillogenese du collagene et du remodelage de la matrice extracellulaire
dans des processus normaux et pathologiques jusqu’a I’étude des accumulations pathologiques
du collagene dans des processus comme la fibrose. Ce dernier point sera abordé dans le cha-
pitre suivant. Tous ces résultats ont donné lieu a une publication dans Journal of the American
Chemical Society [Pena et al., 2005a].
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Chapitre 4

Imagerie multiphoton de la fibrose

Ce chapitre présente une application de la microscopie multiphoton a 1’étude de fibroses
collagéniques pulmonaires et rénales. La premiere partie décrit ce type de pathologie et définit
les avantages de la microscopie multiphoton par rapport a d’autres techniques conventionnelles
utilisées pour visualiser et quantifier la distribution de la fibrose (section . Dans la deuxieme
partie sont décrits les protocoles généraux d’acquisition, d’analyse et de quantification d’images
(section qui nous ont permis de caractériser ’architecture tridimensionnelle des fibroses
pulmonaire (section et rénale (section et de définir des index pathologiques de fibrose.
Ceci est déterminant pour sonder le role de certains facteurs dans la progression et la régression
de la fibrose, comme nous allons le voir dans la section [4.4] et pour développer de nouvelles
approches thérapeutiques.

4.1 Introduction

La fibrose est une lésion élémentaire du tissu conjonctif définie par 'augmentation des consti-
tuants fibrillaires de la matrice extra-cellulaire dans un tissu ou un organe. C’est une composante
fréquente des processus inflammatoires mais peut aussi survenir dans d’autres conditions patho-
logiques (pathologies vasculaires, métaboliques, tumorales,...). La constitution d’une fibrose
résulte d'une rupture de 1’équilibre de la matrice extra-cellulaire : augmentation des processus
de synthese et de dépot des constituants de la matrice extra-cellulaire d’une part et diminution
de leur dégradation d’autre part. Une fois constituée, la fibrose peut rester stable, s’aggraver
sous l'action répétée d’agressions tissulaires, ou régresser (évolution rare, concernant des fibroses
récentes et nécessitant la disparition du stimulus initial de la fibrogenese).

La fibrose affecte gravement le fonctionnement des organes concernés. En particulier, dans
le rein et le poumon, cette pathologie conduit a une insuffisance rénale terminale et a une in-
suffisance respiratoire souvent létale a terme. De ce fait, les questions de la progression et plus
encore, de la régression de la fibrose constituent un enjeu biomédical majeur et par conséquent, il
est important de caractériser et quantifier la distribution des collagenes fibrillaires afin de suivre
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I’évolution de ces processus lors des approches thérapeutiques. De nombreuses études cliniques
et précliniques a ’aide de modeles animaux ont été menées a ce sujet. Néanmoins, les méthodes
utilisées sont hétérogenes en spécificité et sensibilité, et sont rarement quantitatives. Une image-
rie tres spécifique des collagenes fibrillaires apparait donc comme un outil idéal pour 1’étude de
la fibrose.

En effet, I’étude des fibroses collagéniques repose pour 'instant essentiellement sur des ana-
lyses biochimiques, colorations et marquages immunohistochimiques de coupes histologiques, qui
sont peu ou non quantitatifs, nécessitent un prélevement par nature invasif du tissu a analyser
et enfin ne permettent pas une vision tridimensionnelle des structures et des processus dans les
tissus complexes.

L’analyse biochimique consiste a doser I'hydroxyproline, acide aminé dérivé de la proline et
spécifique du collagene, apres broyage du tissu. Le principe du dosage repose sur une réaction colo-
rimétrique qui permet de révéler 'hydroxyproline et, ensuite, la mesure de variation d’absorption
de la solution au spectrophotometre est corrélée au contenu total en collagene de 1’échantillon.
Néanmoins, cette méthode n’est pas spécifique des collagenes fibrillaires, car tous les types de col-
lagenes présents dans 1’échantillon contribuent au dosage, et elle n’apporte aucun renseignement
morphologique.

Les techniques immunohistochimiques permettent un marquage spécifique de différents types
de collagene, mais elles se font sur coupe congelée et ne permettent pas une mesure quantitative
du contenu total en collagéne, car un petit nombre de marquages simultanés est possible a la fois
pour les différents types de collagene.

Les techniques de colorations de coupes histologiques au rouge Sirius ou au trichrome de
Masson sont assez peu quantitatives et ne sont pas spécifiques du type de collagene. Le trichrome
de Masson colore tous les types de collagene soit en bleu soit en vert en fonction de la méthode
de préparation utilisée. D’autre part, certains facteurs comme le pH du colorant (dont dépend la
mise en évidence des fines fibres de collagene), la durée de coloration, les contraintes mécaniques
appliquées au tissu ou l'arrangement compact de molécules de collagene au sein d'une fibre sont
déterminants pour la couleur du marquage et, par conséquent, le contenu total en collagene peut
étre sous-estimé par cette technique basée sur ’observation d’une couleur spécifique [Sweat et al.,
1968, |Flint et al., 1975, Lanir et al., 1984, Whittaker et al., 1994]. Le picrosiriusE] est un marqueur
plus spécifique du collagene que le trichrome de Masson. II colore le collagene (type I, 111, IV,
V,...) en rouge et le tissu musculaire en jaune, ce qui permet d’estimer plus facilement le contenu
en collagene du tissu. D’autre part, les tissus marqués au picrosirius peuvent étre visualisés par
microscopie optique en lumiere polarisée circulairement, compte tenu de la biréfringence naturelle
de différents types de collagene (plus importante pour le type I que pour les autres) qui est de plus
exaltée par le rouge Sirius dont 'organisation moléculaire est anisotrope. Ceci permet donc de
visualiser uniquement le collagene [Whittaker et al., 1994] et par conséquent cette méthodologie
est ainsi plus adapté a la quantification du collagéne que le marquage au trichrome de Masson

1Solution saturée de rouge Sirius dans de 1’acide picrique.
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ou les autres colorations habituelles.

Toutefois, les méthodes décrites ci-dessus ont un grand désavantage : I'impossibilité de sonder
un tissu en volume, car elles sont limitées a une coupe histologique fine, et par conséquent
elles ne permettent pas de révéler 'architecture tridimensionnelle des fibroses, encore moins
de facon quantitative. Contrairement a ces techniques conventionnelles, la génération de seconde
harmonique est une sonde de I'organisation macromoléculaire du collagene dans les tissus, comme
nous l'avons démontré dans le chapitre précédent. Dans ce contexte, la microscopie SHG apparait
comme une technique particulierement appropriée a I’étude de la fibrillogenese du collagene, donc
des fibroses collagéniques, pour les raisons suivantes :

— grande spécificité pour le collagene fibrillaire

— faible invasivité, car aucune manipulation des tissus

— robustesse par rapport a la diffusion, ce qui permet une imagerie 3D en profondeur

— caractere quantitatif du signal et donc possibilité de quantifier la fibrose

— combinaison possible avec d’autres contrastes multiphoton

Ce dernier point est essentiel pour réaliser une imagerie fonctionnelle multimodale. La mor-
phologie du tissu peut ainsi étre visualisée a la fois par la SHG par le collagene et par sa fluores-
cence intrinseque : NADH, flavines, élastine,. ... Mais le grand avantage de la microscopie multi-
photon pour I'étude des fibroses est donné par le caractere quantitatif des signaux multiphoton
et, en particulier, celui du signal SHG.

Dans la partie suivante nous allons présenter le protocole général d’acquisition et de traitement
d’images utilisé pour 1’étude de la fibrose pulmonaire et rénale, ainsi que la facon dont nous avons
quantifié la fibrose a partir du signal SHG créé par le collagene fibrillaire. Nous avons utilisé cette
méthode pour la quantification de la fibrose pulmonaire et rénale, mais elle peut étre appliquée
a I’étude d’autres types de fibroses et, plus généralement, elle peut étre utilisée pour quantifier
le collagene macrostructuré de divers tissus et organes.

4.2 Protocoles expérimentaux. Quantification d’images

4.2.1 Protocoles expérimentaux

Comme nous l'avons vu dans le premier chapitre (page , les images combinées SHG /2PEF
ont été acquises a ’aide du microscope multiphoton dans une géométrie droite. Nous avons utilisé
un objectif a immersion a eau 20X (Olympus) d’ouverture numérique effective 0.8 pour tous les
échantillons examinés (poumon, rein - frais, fixés ou congelés), a l'exception des biopsies de
poumon humain ot un objectif a air 10x (Olympus) d’ouverture numérique 0.25 a été utilisé,
afin d’avoir un champ de vue plus grand.

En fonction du type d’échantillon, les signaux créés ont été détectés soit en transmission,
soit en épicollection. Ainsi, pour des biopsies de quelques pm d’épaisseur (~ 6 pum) le signal de
fluorescence 2PEF a été détecté en épicollection et le signal de génération de seconde harmonique
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SHG en transmission. Mais pour des échantillons épais, puisqu’il n’est plus possible de faire une
détection en transmission, tous les signaux ont été détectés en épicollection (voir Fig. et
séparés a l'aide d’'un miroir dichroique et de filtres appropriés. L’échantillon est placé dans un
support et immobilisé entre deux lamelles de microscope ce qui permet d’avoir une surface plane,
donc une zone de balayage la plus grande possible (~ 1 mm?).

2PEF

Exc.lﬁ SHG
THG

7
9 @ ]

Fic. 4.1 — Configuration expérimentale pour les expériences menées sur

des échantillons épais. Les signaux sont détectés en épicollection. L’échantillon
@ est placé dans un support @D entre deux lamelles de microscope, en immer-
sion dans une solution (sérum physiologique, paraformaldéhyde ou une solution
aqueuse de PBS (Phosphate Buffered Saline)) adaptée au type de préparation de
Péchantillon (frais, fixé).

Les filtres utilisés systématiquement dans nos expériences sont : un filtre interférentiel a
Aezcitation/ 2 pour détecter le signal SHG, un filtre passe-haut en longueur d’onde pour détecter le
signal de fluorescence et un filtre passe-bas en longueur d’onde coupant l'infrarouge. Par exemple,
pour une excitation & 860 nm nous avons utilisé un filtre interférentiel & 430 nm (HQ430/20,
Chroma) pour le signal SHG, un filtre GG455 pour le signal 2PEF et 2 filtres E700SP (Chroma)
pour couper le laser.

Le traitement d’images a été effectué avec les logiciels ImageJ (W. Rasband, National Institute
of Health) et Amira (Mercury Computer Systems) comme il a été décrit dans le premier chapitre
(page [13).

Les spectres d’absorption et de fluorescence excitée a 1 photon des produits utilisés pour colo-
rer ou marquer les coupes histologiques ont été acquis a ’aide d’un spectrophotometre CARY500
(Varian) et un spectrofluorimetre Hitachi F-4500. Nous avons aussi mesuré leur spectre de fluo-
rescence excitée a deux photons avec le spectrofluorimetre a 2 photons décrit préalablement dans
la section [2.4.1, a la page [33] et déterminé les spectres de signaux multiphoton endogenes et
exogenes in situ avec un filtre interférentiel accordable (S-60, Schott), dont le principe de mesure
a été décrit dans la section [[.2]a la page
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4.2.2 Principe de la quantification du signal SHG

La relation entre la quantité de collagene contenu dans un échantillon et le signal SHG créé
par celui-ci n’est pas simple du fait de la nature cohérente de ce phénomene optique non-linéaire.
Comme nous 'avons discuté dans le premier chapitre (section , page , pour une distribution
homogene, le signal SHG varie avec le carré du nombre d’harmonophores (molécules diffusantes)
N? qui se trouvent dans le volume d’excitation. Au contraire, dans le cas d'une distribution
hétérogene a 1’échelle microscopique, le signal SHG dépend fortement de la distribution spatiale
d’harmonophores dans le volume focal [Freund and Deutsch, 1986|[Mertz and Moreaux, 2001,
Stoller et al., 2003, Williams et al., 2005].

Compte tenu de 'hétérogénéité de la fibrose pulmonaire et rénale tant a 1’échelle macrosco-
pique qu’a I’échelle microscopique, il est difficile de relier I'intensité du signal SHG ou la racine
carrée de celle-ci a une densité d’harmonophores. De ce fait, nous avons décidé de quantifier
I’extension de la fibrose dans le tissu en calculant la densité de pixels présentant un signal SHG
significatif. Pour cela, nous avons restreint I’analyse quantitative a des profondeurs de tissu de
80 pum ou l'intensité des signaux SHG détectés était plus grande que le bruit. Dans nos condi-
tions expérimentales, I'intensité du signal SHG était de 50 photons détectés/pixel dans la plevre
viscérale, de 5 a 10 photons détectés/pixel dans une zone fibrosée profonde et la valeur maximale
du bruit de 4 photons détectés/pixel. Nous avons ensuite appliqué a nos images un seuil égal
a la valeur maximale du bruit : pour chaque pixel d’'une image si I'intensité du pixel est plus
grande que le seuil, on lui attribue la valeur 1 et dans le cas contraire on lui attribue la valeur
0. De cette facon, on calcule facilement le pourcentage de pixels correspondant a un signal SHG
significatif (dit “pixels SHG”). Ensuite, on calcule la moyenne de ces pourcentages pour une pile
d’images SHG de taille (x,y) acquises a différentes profondeurs dans le tissu et on obtient ainsi
la densité de pixels SHG dans le volume zyz, c’est-a-dire une densité volumique de pixels SHG.
Cette derniere valeur représente I'index ou le score de fibrose.

Pour vérifier la reproductibilité des scores d’un échantillon a l’autre, nous avons toujours
comparé des volumes identiques de tissu excité dans les mémes conditions. Afin de réduire les
incertitudes, le signal SHG mesuré a été normalisé par le carré de la puissance d’excitation avant
seuillage. Nous avons aussi pris en compte les éventuels changements de durée d’impulsions ou de
conditions de focalisation du faisceau laser d’un jour a I’autre. Pour cela, nous avons utilisé comme
référence pour toutes les expériences le signal SHG créé par les fibres de collagene présentes dans
le derme d’une biopsie de peau humaine (fixée avec du paraformaldéhyde a 4 % en volume puis
incluse dans la paraffine). Une facteur de correction est appliqué chaque fois que l'intensité du
signal SHG de référence change.

Enfin, 'efficacité de génération de seconde harmonique par le collagene varie avec 1’orientation
du collagene par rapport a la direction de polarisation du faisceau excitateur : elle est maximale
quand la direction de polarisation du faisceau excitateur est parallele a la direction longitudinale
de la fibrille (fibre) de collagene [Roth and Freund, 1979, Stoller et al., 2002b|Stoller et al., 20024,
Yasui et al., 2004]. Afin de minimiser ces effets d’orientation, nous avons utilisé une lame quart-
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d’onde qui permet de changer la polarisation linéaire du faisceau excitateur en une polarisation
circulaire. Ainsi, nous allons sonder toutes les directions des fibres de collagene et les visualiser
indépendamment de leur orientation.

4.3 Fibrose pulmonaire

Dans cette section nous nous sommes focalisés sur I'étude de la fibrose pulmonaire idiopa-
thique (IPF - Idiopathic pulmonary fibrosis), une maladie progressive de cause inconnue, ca-
ractérisée par 'accumulation anormale dans le poumon de fibroblastes et de protéines de la
matrice extracellulaire, donc de collagene. C’est une maladie grave qui touche préférentiellement
les adultes (4ge moyen entre 40 ans et 70 ans) et dont la médiane de survie est comprise entre 3
et 8 ans a partir du début des symptomes [ATS/ERS, 2000|. Actuellement, la pathogenese de la
fibrose pulmonaire idiopathique n’est pas connue et il n’existe aucun traitement ayant démontré
son efficacité. Il est supposé que la 1ésion de I’épithélium alvéolaire est a 1’origine de cette maladie.
Cette lésion entraine l'activation et la prolifération de fibroblastes, accompagnées d’une faible
inflammation, suivies de ’accumulation de composantes de la matrice extracellulaire telles que
les collagenes et finalement de la destruction de l'architecture pulmonaire [Selman et al., 2004].

Jusqu’a présent les diverses approches thérapeutiques de la fibrose idiopathique ont ciblé
les facteurs proinflammatoires, mais récemment le degré auquel I'inflammation en elle-méme
conduit a l'installation de la fibrose a été réévalué. Les essais cliniques se sont focalisés sur la
contribution de la fibrillogenese per se et du remodelage de la matrice dans le développement de
I'IPF [Chapman, 2004|. La difficulté de distinguer le processus fibrosant de la réaction inflam-
matoire associée peut, en partie, expliquer ’absence d’un traitement efficace de cette maladie.
Pour une meilleure compréhension de ces mécanismes, il est impératif d’avoir de nouveaux outils
permettant d’évaluer la progression de la maladie, donc une méthode fiable et reproductible pour
quantifier la fibrose pulmonaire.

Nous proposons donc ici d’utiliser la microscopie multiphoton pour quantifier et visualiser
I’architecture tridimensionnelle de la fibrose pulmonaire. Ce projet a été mené en collaboration
avec I’équipe de Bruno Crestani (U700 Inserm /Hopital Bichat) dans le cadre de la these d’Aurélie
Fabre. Nous allons tout d’abord décrire la structure du poumon, le modele murin de fibrose
pulmonaire et la préparation des échantillons de poumon de souris et de poumon humain (section
. Ensuite nous allons présenter les résultats expérimentaux : la mise en évidence des signaux
endogenes du poumon normal (sous-section [4.3.2.1), la visualisation de architecture de la fibrose
pulmonaire par SHG (sous-section , I’analyse quantitative du signal SHG - proposition
des scores de fibrose (sous-section et I'imagerie multiphoton de la fibrose pulmonaire
humaine idiopathique (sous-section , et finalement les conclusions.
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4.3.1 Structure du poumon et modele murin de fibrose pulmonaire.
Préparation des échantillons

Description de la structure du poumon

Le poumon est un organe situé dans la cavité thoracique permettant d’échanger des gaz
vitaux, notamment I'oxygene et le dioxyde de carbone [Tortora and Grabowski, 2004, Wang, 2002].
Il est protégé par une double membrane nommée membrane pleurale. La couche extérieure de
celle-ci, appelée plevre pariétale, est attachée a la paroi de la cavité thoracique et au diaphragme,
et la couche intérieure, appelée plevre viscérale, est attachée aux poumons. La cavité enfermée
entre les deux plevres est nommée cavité pleurale ; elle contient un liquide lubrifiant qui permet
de réduire les frictions entre le poumon et la cavité thoracique lors de la respiration.

Chaque poumon a une disposition globale pyramidale et des scissures profondes (invaginations
de la plevre viscérale) divisent le poumon en plusieurs lobesﬂ, chaque lobe ayant sa propre bronche
secondaire (voir I’arbre bronchique dans la Fig. en haut a gauche) E] Puis chaque lobe se divise
en plusieurs segments chacun ayant sa propre bronche tertiaire et chaque segment, a son tour,
se subdivise en plusieurs compartiments nommés lobules.

Le lobule est I'unité fonctionnelle du poumon (c’est a ce niveau que se font les échanges
gazeux) dont la structure est donnée sur la Fig. . Chaque lobule comporte un vaisseau lym-
phatique, une artériole, une veinule et une bronchiole terminale qui se subdivise en quelques
bronchioles respiratoires qui a leur tour se subdivisent en canaux alvéolaires. Deux ou trois
alvéoles qui partagent une méme ouverture sur un canal alvéolaires forment un sac alvéolaire.
Dans les alvéoles on retrouve des macrophages, cellules phagocytaires dont le role est d’éliminer
les particules de poussiere et les éventuelles débris cellulaires, qui sont présents en grand nombre
au cours d’une inflammation. L’ensemble de ces conduits et des sacs alvéolaires constituent les
poumons et leur conferent leur aspect spongieux.

Anatomiquement, la paroi des conduits respiratoires subit de profondes modifications selon
le degré de ramification : les anneaux de cartilage présents dans la trachée sont progressivement
remplacés par des petites plaques de cartilage qui disparaissent complétement au niveau des
bronchioles. De plus, au fur et a mesure que le cartilage disparait, on voit apparaitre de plus en
plus de cellules musculaires lisses. La paroi des bronchioles terminales, respiratoires,. .. ainsi que
celle des alvéoles ne comprennent plus du cartilage, mais des fibres élastiques, fibres réticulaires et
fibres de collagene qui leur conférent en méme temps résistance et élasticité. Toutes les structures
du poumon sont soutenues par une toile délicate de fibres élastiques et de fibres collagéniques.

2Chez ’homme le poumon droit se subdivise en trois lobes (supérieur, moyen et inférieur) et le poumon gauche
en deux lobes (supérieur et inférieur). Chez la souris le poumon est constitué de quatre lobes & droite et un lobe
unique a gauche.

3L’arbre bronchique est formé de la trachée qui ensuite se divise en bronches primaires, bronches secondaires
et bronches tertiaires jusqu’aux bronchioles, bronchioles terminales, bronchioles respiratoires, canaux alvéolaires,
sacs alvéolaires et alvéoles.
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Fi1G. 4.2 — Description d’un lobule pulmonaire (cette partie du poumon
est accessible par microscopie multiphoton). En haut & gauche est schématisé
I’arbre bronchique pulmonaire formé de la trachée qui ensuite se divise en bronches
primaires, puis secondaires et tertiaires jusqu’aux bronchioles, bronchioles termi-

nales,. .. Cette figure est extraite de la référence [Tortora and Grabowski, 2004].

Nous allons voir dans la section quelles sont les principales structures du poumon que
nous pouvons visualiser par microscopie multiphoton.
Modele murin de fibrose pulmonaire

La fibrose pulmonaire a été induite chez la souris par administration intratrachéale de bléomy-
cine [Adamson, 1984] par nos collaborateurs de I’hopital Bichat-Claude Bernard. La bléomycine

est un médicament cytostatique utilisé habituellement dans le traitement du cancer et qui induit,
comme effet secondaire de son usage thérapeutique, une inflammation pulmonaire qui progressi-
vement évolue en fibrose pulmonaire. L’injection de bléomycine chez la souris induit une fibrose
pulmonaire avec cependant une différence de susceptibilité en fonction de la souche utilisée. Dans
cette étude, nous utilisons des souris de la souche C57Black/6 qui sont particulierement sensibles
a la bléomycine.

Chez la souris les expériences ont été menées sur des males adultes de souche C57Black/6,
d’age moyen compris entre 6 et 7 semaines et de poids compris entre 20 et 24 g (Janvier, Le Genest
Saint Isle, France), en accord avec les directives institutionnelles et les réglements internationaux.
Les animaux ont eu libre acces a l'eau et a la nourriture, avant et pendant les traitements
pharmacologiques. A Jo (jour 0), les souris ont été anesthésiées avec une injection intramusculaire
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de 100 pl de kétamine hydrochloride (45 mg/Kg) et de xylazine a 2 % (9 mg/Kg). Ensuite,
elles ont regu une dose unique de bléomycine hydrochloride (bleomycine, Bellon, Aventis, Paris,
France), administrée par voie intratrachéale a une concentration de 80 ug dans 50 pl de solution
saline stérile a 0.9 %. Des souris C57Black/6 n’ayant regu aucun traitement pharmacologique
ont été utilisées comme souris témoins.

14 jours (J14) apres 'administration de la bléomycine, les animaux ont requ une dose létale
de kétamine hydrochloride (60 mg/Kg) et de xylazine (8 mg/Kg) et ils ont été sacrifiés pour les
analyses décrites ci-apres.

Préparation des échantillons

Poumon de souris

Premierement, des lobes pulmonaires intacts fraichement excisés apres lavage bronchoalvéo-
laire & travers la trachée (4 fois successivement avec 0.25 ml de solution saline a 0.9 %) ont été
visualisés er vivo par microscopie multiphoton ou congelés directement pour des cryosections.
Deuxiemement, des lobes pulmonaires ont été fixés par inflation avec de la paraformaldéhyde a 4
%, apres sectionnement de l’artere aorte abdominale ou apres lavage bronchoalvéolaire a travers
la trachée. Les poumons ont été ainsi fixés pendant 24 h puis visualisés par microscopie multi-
photon ou inclus directement dans un bloc de paraffine. A partir de ce dernier, des coupes histo-
logiques d’épaisseur 5 pm ont été soit visualisées directement par microscopie multiphoton soit
utilisées pour des colorations histologiques conventionnelles telles que ’hématoxyline-phloxine-
safran (HPS), 'orcéine, le picrosirius ou le trichrome de Masson.

Nous avons aussi marqué les macrophages (cellules du systéme immunitaire) par immunofluo-
rescence. Pour cela, des cryosections ont été incubées pendant 1 h a la température ambiante avec
un anticorps CD11c produit chez le hamster pour la souris (hamster anti-mouse CD11c antibody
a 6.25 pg/ml, BD Biosciences) et révélé avec un deuxieme anticorps (goat anti-hamster IgG) pro-
duit chez la chevre pour le hamster, ce dernier étant couplé avec un fluorophore exogene. Nous
avons choisi d’utiliser le fluorophore Alexafluor 568 (15 ug/ml, Molecular Probes, Invitrogen)
car il présente une émission dans une gamme de longueurs d’onde facile a séparer des signaux
endogenes. Son spectre de fluorescence est montré sur la Fig. avec un maximum d’émission
vers 603 nm, loin des maxima de fluorescence endogene.

Poumon humain

Nous avons étudié des biopsies pulmonaires humaines prélevées a visée diagnostique (n=2 ou
n représente le nombre de patients). Une fibrose pulmonaire idiopathique conforme aux criteres
du consensus international ATS-ERS [ATS/ERS, 2000] a été diagnostiquée chez ces patients .
Des biopsies pulmonaires prélevées chez des patients sans fibrose, lors d’une excision chirurgicale
d’une tumeur pulmonaire, ont été utilisées comme échantillons témoins. Ces prélevements ont été
fixés avec de la paraformaldéhyde & 4 %, inclus dans la paraffine et ils ont été soit directement
visualisés par microscopie multiphoton, soit colorés avec du HPS et du trichrome de Masson.
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Fic. 4.3 — Spectre d’absorption et spectre de fluorescence du fluoro-
phore Alexafluor 568. Ce spectre provient du site internet de Molecular Probes,
Invitrogen (http ://probes.invitrogen.com).

4.3.2 Résultats expérimentaux et discussion
4.3.2.1 Mise en évidence des signaux endogénes du poumon normal

Nous avons tout d’abord mené des expériences exr vivo sur des lobes pulmonaires intacts
fraichement excisés. Chaque lobe a été placé avec la surface plane vers le bas dans le support
indiqué sur la Fig. et en solution saline & 0.9 %. Nous avons utilisé une puissance moyenne
d’excitation de 30 mW a 860 nm et, dans ces conditions d’excitation, nous n’avons pas observé
de changements significatifs d’intensité des signaux créés, ni de modifications morphologiques du
tissu lorsque 1'on excite continiment pendant une durée de 20 minutes. Plusieurs piles d’images
ont été acquises a partir de la surface du poumon et jusqu’a des profondeurs de 90 - 100 ym. On
excite ainsi tout d’abord la plevre viscérale, les alvéoles, etc..

La Fig. [f.4 regroupe quelques images multiphoton du tissu pulmonaire acquises a différentes
profondeurs. Elle présente des images SHG acquise a la surface du poumon (Fig. [4.4h) au niveau
de la plevre viscérale et plus en profondeur (Fig. [4.4p) dans le parenchyme pulmonaire a 21 pm
sous la surface. Ces images illustrent la distribution de fibres de collagene dans la plevre viscérale
(Fig. 4.4h), qui forment un réseau assez élastique pour pouvoir se dilater lors de la respiration,
et celle des fines fibres de collagene dans les parois alvéolaires (Fig. 4.4b). Nous avons attribué
le signal SHG au collagene fibrillaire (essentiellement collagéne de type I) en tenant compte de
sa distribution dans le poumon et de 'aspect fibrillaire des structures mises en évidence par
microscopie SHG.
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Fi1G. 4.4 — Images multiphoton ex vivo de poumon normal de souris (exci-
tation 860 nm, 30 mW, temps d’acquisition 4.9 s/image, taille 585x561 pixels, barre
d’échelle : 25 pm). En vert est représenté le signal SHG, en rouge le signal 2PEF et
leur co-localisation est désignée par la couleur jaune. a Image SHG qui cartographie la
distribution des fibres de collagene dans la plevre; b Image SHG de fibres de collagene
dans les parois alvéolaires, acquise 21 um en profondeur; c Image 2PEF acquise a la
méme profondeur que I'image b et qui met en évidence les fibres élastiques dans les
alvéoles, les cellules de ’épithélium bronchique et les macrophages (structures rondes) ;
d Image combinée SHG/2PEF de b et c.
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Fic. 4.5 — Attribution de signaux endogénes du poumon. a Image combinée
SHG/2PEF et b image acquise en lumiere directe d’une biopsie de poumon normal
colorée au picrosirius (barre d’échelle : 50 pm), prélevée au niveau du lobule pulmonaire
et qui illustre une scissure interlobaire. Les fibres de collagene colorées en rouge dans
I'image en lumieére directe (fleche noire) sont clairement colocalisées avec le signal SHG
(fleche blanche) dans I'image multiphoton.

Fic. 4.6 — Attribution de signaux endogénes du poumon. a Image combinée
SHG/2PEF et b image acquise en lumiere directe d’une biopsie de poumon normal
colorée a l'orcéine (barre d’échelle : 50 pm). Une partie du signal 2PEF dans l'image
multiphoton correspond aux fibres élastiques colorées en rouge par ’orcéine dans I'image
a droite. Ces fibres sont présentes dans les parois alvéolaires et dans l’axe broncho-

vasculaire (voir fleches).
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Cette attribution a été confirmée expérimentalement par des techniques de colorations histo-
logiques conventionnelles. Pour cela, des coupes histologiques de tissu pulmonaire ont été colorées
au picrosirius et visualisées a la fois par microscopie multiphoton (Fig. |4.5a) et par microscopie
optique en lumiere directe (Fig. ) Ces images mettent en évidence les mémes structures,
colorées en rouge par le picrosirius et révélées par génération de seconde harmonique, c¢’est-a-dire
les fibres de collagene dans la plevre viscérale (voir les fleches sur la figure) et de fines fibres de
collagene dans les parois des alvéoles, ce qui confirme l'attribution du signal SHG au collagene
fibrillaire.

La Fig. montre une image de fluorescence excitée a deux photons (2PEF) qui a été acquise
au meéme endroit du poumon, a la méme profondeur et dans les mémes conditions d’excitation
(860 nm) que l'image SHG (Fig. ) A cette longueur d’onde d’excitation, les principaux
fluorophores endogenes cellulaires et tissulaires excitables sont les flavines, le rétinol et 1’élastine,
comme nous 'avons discuté dans le deuxiéme chapitre (section , page . Dans cette image
nous pouvons observer des structures ayant un aspect fibrillaire que nous avons donc attribué
aux fibres élastiques présentes dans les parois alvéolaires. Cette attribution a de méme été vérifiée
par comparaison d’images de coupes histologiques colorées a 1'orcéine et visualisées en lumiere
directe avec des images multiphoton des mémes coupes histologiques. Les Fig. et Fig. 4.6b
illustrent ’attribution d’une partie des signaux endogenes de fluorescence aux fibres élastiques :
les fleches noires indiquent la présence des fibres élastiques, colorées en rouge par ’orcéine, dans
les parois alvéolaires et dans I’axe broncho-vasculaire (parois des bronches et des arteres) sur
I'image en lumiere directe.

Sur ce type de préparation de tissu, nous avons observé que le signal de fluorescence 2PEF
est exalté dans les régions ot le tissu a été coloré a 'orcéine, notamment dans les parois des axes
broncho-vasculaires. Pour vérifier si cela est dii a la présence du colorant, nous avons procédé a
une analyse spectroscopique de l'orcéine. Nous avons donc déterminé son spectre d’absorption,
de fluorescence excitée a 1 photon - 1PEF et de fluorescence excitée a 2 photons - 2PEF (voir la
Fig. . A partir de ces spectres nous avons pu conclure que 'orcéine est un colorant excitable
dans la gamme de longueurs d’onde du laser Titane-Saphir, donc dans nos conditions d’excitation,
et qui présente un maximum d’émission autour de 625 nm pour une excitation a 1 photon a 430
nm (excitation 2PEF a 860 nm). Ainsi, ces résultats nous ont permis d’attribuer l'exaltation du
signal 2PEF, dans les régions ot le tissu élastique a été coloré a l'orcéine, au signal de fluorescence
de l'orcéine.

Les Fig.[1.4f et Fig. montrent que d’autres structures du poumon telles que les épithéliums
alvéolaire et bronchiolaire ou les macrophages peuvent étre mises en évidence par une excitation
2PEF a 860 nm. Ainsi, la Fig. révele des structures rondes avec un diametre compris entre 10
et 20 pum situées en proximité de la paroi alvéolaire et que nous avons attribuées aux macrophages
alvéolaireﬁ. Nous avons vérifié cela par marquage immunofluorescent des macrophages (anti-

4Si, sur coupes histologiques, ils paraissent libres au milieu de la cavité alvéolaire, en réalité les macrophages
sont accolés a la paroi sur laquelle ils se déplacent (voir aussi la Fig. [4.15]).
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Fi1G. 4.7 — Analyse spectroscopique de l’orcéine : spectre d’absorption (noir),
spectre de fluorescence excitée a 1 photon (bleu, 1PEF & 430 nm) et spectre de fluores-
cence excitée a 2 photons (rouge, 2PEF & 800 nm) d’une solution d’orcéine.

1,01 b

0,51

Signal 2PEF (u.a.)

0,0

550 600
Longueur d'onde (nm)

Fic. 4.8 - Marquage immunofluorescent des macrophages : a Image 2PEF d’une
biopsie congelée de poumon normal (excitation 1100 nm) ou les macrophages alvéolaires
sont mis en évidence par marquage immunofluorescent anti-macrophages (voir la section
qui décrit la préparation des échantillons); b Spectres 2PEF mesurés in situ sur
des macrophages marqués (courbe noire) et sur des structures interalvéolaires (tiret
noir) qui montrent un marquage non spécifique (Aczcitation=1100 nm). La composante
spectrale dans la partie bleue des spectres correspond au signal de fluorescence endogene
des macrophages comme le démontre le spectre 2PEF acquis sur des macrophages non
marqués (courbe rouge).
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corps anti-macrophages CD11c lié au fluorophore exogene Alexafluor 568, voir section [4.3.1] page
sur coupes histologiques de poumon congelé et par des mesures in situ de spectres de fluo-
rescence. La Fig. présente une image 2PEF d’'une coupe congelée de poumon excitée a 1100
nm et qui illustre le marquage positif des macrophages. Puisque ’anticorps anti-macrophages se
fixe a la surface du macrophage, ces cellules apparaissent comme des disques ou des cercles si
elles ont été sectionnées (voir fleches).

Cette image de fluorescence excitée a deux photons révele aussi un marquage non spécifique
du reste du tissu, confirmé de méme par les mesures de spectres (Fig. , tiret noir), mais qui
est moins intense que le marquage des macrophages (courbe noire). D’autre part ces spectres
ont mis en évidence une composante spectrale dans la région bleue des spectres qui n’est pas
caractéristique du spectre d’émission de 1’Alexafluor 568. Cette composante correspond proba-
blement au signal de fluorescence endogene des macrophages, car leur spectre 2PEF déterminé
sur des coupes histologiques préparées de la méme fagon mais non marquées (courbe rouge) est
situé dans cette gamme de longueurs d’onde. L'immunomarquage et les spectres de fluorescence
mesurés démontrent ainsi qu’une partie de la fluorescence endogene du poumon excitée a 860 nm
correspond aux macrophages.
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F1a. 4.9 - Spectres multiphoton du poumon normal mesurés ex vivo : excitation
a 720 nm du NAD(P)H (courbe bleue), excitation a 860 nm des macrophages (courbe
rouge) et des structures alvéolaires et interalvéolaires (courbe verte). Ce dernier spectre
présente un pic autour de 430 nm que nous avons attribué a la SHG des fibres de
collageéne suivi par un pic plus large autour de 490 nm que nous avons attribué au signal
2PEF des fibres élastiques dans les parois alvéolaires.
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Nous avons aussi effectué des mesures ex vivo de spectres multiphoton du poumon normal
(voir la Fig. qui nous ont permis de confirmer une fois de plus 'attribution des signaux
endogenes de fluorescence et de génération de seconde harmonique du poumon. Ainsi, les macro-
phages présentent un spectre de fluorescence avec un maximum autour de 510 nm probablement
di a un mélange de différents fluorophores cellulaires qui émettent dans le rouge, notamment
des rétinoi’desﬂ ou des flavoprotéines |Zipfel et al., 2003a]. Comme l'illustre la Fig. , le spectre
de fluorescence des macrophages est différent du spectre multiphoton acquis dans les parois

alvéolaires et dans les zones interalvéolaires. Ce dernier présente un pic autour de 430 nm que
nous avons attribué a la génération de seconde harmonique des fibres de collagene dans les parois
alvéolaires. Il est suivi par un deuxieme pic de fluorescence autour de 490 nm que nous avons
attribué aux fibres élastiques, en accord avec les spectres 2PEF trouvés dans la littérature pour
I’élastine [Zipfel et al., 2003a,Buehler et al., 2005].

Ces résultats présentés jusqu’ici démontrent les avantages de la microscopie multiphoton pour

la visualisation des structures du poumon telles que les fibres élastiques, les fibres de collagene,
les macrophages, etc. Un avantage unique de ce type de microscopie réside dans la possibilité de

F1G. 4.10 — Images combinées SHG (vert) /2PEF (rouge) de poumon nor-
mal de souris : a) vue longitudinale d’une bronchiole respiratoire. Barre d’échelle :

25 pm.; b) visualisation sous forme de film d’une pile d’images acquises au méme
endroit (sur la version papier le film sera remplacé par une image acquise dans la
plevre). Objectif 20x (O.N.=0.8), puissance d’excitation 30 mW & 860 nm, temps
d’acquisition total 2.35 minutes. Pile de 30 images (574x553 um?) espacées de 3

pm.

®Les rétinoides sont des dérivés de la vitamine A (rétinol)
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combiner plusieurs modes de contraste (SHG, 2PEF, THG) comme le montre la Fig. qui
combine les images SHG et 2PEF des figures [£.4b et [A.4k. Un autre exemple est donné sur la
Fig. qui montre, a gauche, une vue longitudinale d’une bronchiole respiratoire dont la paroi
s'interrompt de place en place pour communiquer par un petit orifice plus ou moins circulaire
avec une alvéole et, a droite, une pile d’images acquises au méme endroit, sur une profondeur
de 90 um et visualisées sous la forme d'un ﬁlmﬁ. Une partie de cette séquence d’images acquises
entre 3 et 60 pum est reprise dans la Fig. [4.11}

wﬁégfg%?&%ﬁ"‘i %' A ‘
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FiG. 4.11 — Séquence d’images combinées SHG (vert)/2PEF (rouge) de pou-
mon normal acquises tous les 3 um en profondeur au méme endroit que pour les images
dans la Fig. [£.10] Barre d’échelle : 30 pm.

D’autres sources de contraste du tissu pulmonaire peuvent étre mises en évidence par mi-
croscopie multiphoton. Quelques exemples sont donnés sur les Fig. [4.12h et b qui montrent a
gauche une image 2PEF obtenue lors d'une excitation ex vivo du tissu pulmonaire a 780 nm,

5Sur la version papier le film sera remplacé par une image acquise dans la plevre.
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image acquise au méme endroit et a la méme profondeur que les images montrées sur les Fig. [£.4b
et ¢. Dans ces conditions d’excitation, les principaux fluorophores endogenes excitables sont les
fluorophores intracellulaires tels que le NAD(P)H. Pour vérifier cela, nous avons effectué des me-
sures in situ de spectres de fluorescence du poumon lors d’une excitation optimale du NAD(P)H
a 720 nm. Le spectre obtenu est montré sur la Fig. 4.9| (courbe bleue). Il présente un maximum
d’émission a 470 nm, en accord avec les données trouvées dans la littérature pour ce fluoro-

phore endogene |Zipfel et al., 2003a]. Ces mesures nous ont par conséquent permis de confirmer

'attribution des signaux endogenes de fluorescence excitée a 780 nm au NAD(P)H.

La Fig. 4.12p présente une image combinée SHG/THG (génération de la troisieme harmo-
nique) obtenue pour une excitation a 1180 nm. Une propriété remarquable de la microscopie
THG est qu’aucun signal ne peut étre obtenu dans un milieu homogene et isotrope. Par contre,

F1G. 4.12 — Attribution de signaux endogénes du poumon. a Image 2PEF excitée

a 780 nm (puissance moyenne 30 mW) du tissu pulmonaire acquise a la méme profondeur
que les images présentées sur les Fig.[4.4p, c et d et qui révele des fluorophores endogenes
intracellulaires tels que le NAD(P)H; b Image combinée THG/SHG excitée & 1180 nm
(puissance moyenne 100 mW), acquise & 45 pm profondeur dans le poumon mettant
en évidence des corps lipidiques et des structures rondes délimitées par des fibres de
collagéne correspondant a l'air résiduel dans les alvéoles et dans ’arbre bronchique.
Barre d’échelle : 25 pm.

un signal est obtenu pour toute hétérogénéité des propriétés optiques du milieu observé (indice
de réfraction, susceptibilité non-linéaire) [Cheng and Xie, 2002,|Débarre et al., 2005]. Il est ainsi

possible d’obtenir une image structurelle d’un tissu ou d’une cellule sans aucun marquage. Dans
le cas du tissu pulmonaire, la microscopie THG met en évidence deux types de structures. Tout
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d’abord de petites structures de taille micrométrique sont visible dans tout le tissu. Ce signal
THG a été attribué a des corps lipidiques, ce qui a été confirmée par coloration au Nile Red
(voir [Débarre et al., 2006]). Le méme type de signal a été observé dans d’autres structures (foie,
embryon de drosophile, graines de plantes,...) et il a été démontré au laboratoire (voir la these
de D. Débarre) que les corps lipidiques de taille micrométriques sont la principale source de signal
THG dans les tissus. L'image THG révele d’autres structures de taille plus grande délimitées par
des fibres de collagene (révélées par SHG) et qui correspondent a I'air résiduel dans les alvéoles et
en général dans ’arbre bronchique. Ce signal est créé par la discontinuité des propriétés optiques
entre lair et le tissu pulmonaire [Débarre et al., 20006].

Cette mise en évidence des signaux endogenes du poumon normal par microscopie multipho-
ton montre que cette technique est particulierement adaptée pour visualiser la morphologie du
tissu pulmonaire sans aucun marquage. Nous avons présenté ci-dessus des images multiphoton ac-
quises sur différents types de préparation de tissu : ex vivo sur des lobes pulmonaires fraichement
excisés (Fig. [4.4] Fig. [4.10] Fig. [4.11] Fig. [4.12 in situ sur des coupes histologiques fixées au
paraformaldéhyde et incluses dans la paraffine (Fig. |4.5 Fig. et sur des coupes histologiques

congelées (Fig. |4.8]). Des lobes pulmonaires fixés au paraformaldéhyde ont aussi été observés par
microscopie multiphoton, comme nous allons le voir dans la suite de ce chapitre.

Toutes ces expériences nous ont permis de constater que les signaux multiphoton présentent
les mémes caractéristiques quel que soit le type de préparation de tissu, a I’exception de quelques
modifications liées a la fixation. En premier lieu, les signaux THG ont été observés uniquement
sur du tissu pulmonaire fraichement excisé et donc pas sur du tissu fixé au paraformaldéhyde
(PFA). Ceci est lié, d’une part, au fait que les corps lipidiques sont des objets dont la structure
est assez fragile et résiste mal a la fixation et, d’autre part, au fait que les espaces initialement
occupés par 'air résiduel dans I’arbre bronchique du tissu frais sont entierement remplis avec du
PFA dans le tissu fixé. Deuxiemement, nous avons observé que les signaux 2PEF sont légerement
exaltés dans les tissus fixés et que les spectres multiphoton déterminés sur du tissu fixé ne sont
pas parfaitement en accord avec les mesures effectuées sur du tissu frais; des effets similaires
liés a la fixation des tissus ont été observés en microscopie conventionnelle [Majumber et al.,
2005). Troisiemement, la profondeur maximale a laquelle il est encore possible de visualiser le
tissu pulmonaire par microscopie multiphoton diminue de 25 % pour les tissus fixés au PFA, ceci
pouvant étre di a des changements des propriétés optiques du tissu (diffusion, absorption, indice
de réfraction) suite a la fixation. Ainsi, nous avons pu visualiser le tissu pulmonaire frais jusqu’a
des profondeurs de 100 gm (voir le film montré sur la Fig. , tout en gardant une résolution
micrométrique et un rapport signal/bruit acceptable. En augmentant la puissance d’excitation
il est encore possible de visualiser des structures pulmonaires a de plus grandes profondeurs
d’imagerie au détriment de la résolution de lI'image qui se trouve dégradée. Néanmoins, ces
résultats montrent encore une fois la grande profondeur d’imagerie de la microscopie multiphoton,
profondeur inégalée par des techniques conventionnelles.
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4.3.2.2 Visualisation de ’architecture de la fibrose pulmonaire par SHG

Puisque la génération de seconde harmonique est une sonde spécifique de I'organisation ma-
cromoléculaire du collagene dans les tissus, cette technique donne la possibilité d’étudier la

Fic. 4.13 — Imagerie multiphoton de la fibrose pulmonaire chez la souris.
Image SHG/2PEF excitée a 860 nm (puissance moyenne 50 mW) de poumon fibrosé a
J14 fraichement excisé et non marqué. Cette image est acquise a 42 pym en dessous de
la plevre viscérale et révele 'hétérogénéité de la fibrose (par SHG) pulmonaire induite

par bléomycine chez la souris. Barre d’échelle : 100 pm.
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distribution tridimensionnelle des fibres de collagene dans des conditions pathologiques telle que
la fibrose pulmonaire. Nous avons donc utilisé I'imagerie multiphoton pour 1’étude de la fibrose
pulmonaire induite par une administration unique intratrachéale de bléomycine chez la souris.
Les souris ont été sacrifiées a J3, J7 ou J14 (voir la préparation des échantillons, sous-section
, page et des lobes pulmonaires fraichement excisés ou fixés au PFA ont été observés
par microscopie multiphoton.

La Fig. présente une image de poumon de souris malade sacrifiée a J14 obtenue pour une
excitation a 860 nm. Cette image combine quatre images multiphoton acquises a une profondeur
de 45 pum en dessous de la plevre viscérale et révele la distribution du signal SHG, donc de la
fibrose pulmonaire sur une zone de 1 mm? approximativement. Toutes les images de poumon
fibrosé a J14 que nous avons acquises lors de cette étude, présentent les mémes caractéristiques :
la distribution du signal SHG est tres différente de celle dans le poumon normal avec une accu-
mulation hétérogene des fibres de collagene dans le parenchyme pulmonaire. Cette hétérogénéité

F1G. 4.14 — Visualisation de ’architecture de la fibrose pulmonaire chez
la souris : (en haut a gauche) Reconstruction 3D des images SHG acquises dans
la zone fibrosée indiquée par le carré blanc sur la Fig. m; (en haut a droite)
Reconstruction 3D des images SHG acquises au niveau de la plevre. (en bas) Les
deux reconstructions présentées sous la forme d’un film (sur la version papier ce
film est remplacé par une image prise sous un autre angle de vue).
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caractérise la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris, ainsi que la fibrose pul-
monaire idiopathique chez ’homme [Polosukhin et al., 2005 et rend tres difficile 1’évaluation de
I’étendue de la fibrose pulmonaire par les techniques existantes actuellement. Dans ce contexte,
I'imagerie multiphoton donne de nouvelles perspectives : possibilité de visualiser et de quantifier
la distribution de la fibrose comme nous allons le démontrer ci-apres.

Ainsi, a partir des piles d’images SHG acquises a différentes profondeurs dans le tissu, nous
avons fait des reconstructions 3D qui permettent de visualiser 'architecture de la fibrose pul-
monaire. Deux exemples sont donnés sur la Fig. : en haut a gauche une reconstruction 3D
du signal SHG acquis dans une zone fibrosée du poumon permettant de visualiser les fibres de
collagene qui ont envahi les espaces intra et interalvéolaires; a droite une reconstruction 3D de
la distribution du signal SHG dans une zone pleurale et en bas les mémes reconstructions 3D
présentées sous forme de film. Dans cette zone, la densité de fibres de collagene est plus impor-
tante et la plevre viscérale semble étre plus épaisse que dans le poumon normal. Ceci est en effet
lié & un dépot sous-pleural de fibres de collagene.

Comme nous pouvons le remarquer sur la Fig. la fibrose pulmonaire est toujours accom-
pagnée d’une légere inflammation. Celle-ci est mise en évidence sur nos images par la présence
des nombreux macrophages alvéolaires et d’autres cellules dans les espaces alvéolaires, ainsi
que dans l'interstitium. Nous avons observé que le nombre de cellules dans les espaces alvéolaires
était beaucoup plus important & J14 que dans un poumon normal (voir par exemple la Fig. [4.11)).
Cependant, I'inflammation est un processus qui précede I'accumulation anormale des fibres de
collagene dans le poumon. Pour observer 1’évolution de ce processus nous avons donc étudié des
échantillons de poumon fibrosé a J3 et J7. La Fig. 4.15 montre quatre images multiphoton de
coupes histologiques de poumon fixées au PFA et incluses dans la paraffine : poumon normal (J0),
poumon fibrosé a J3, J7 et J14. Cette figure illustre, en termes de densité de pixels présentant
un signal 2PEF (dit “pixels 2PEF”), 'apparition du processus inflammatoire a J3 apres l'instil-
lation de la bléomycine, son évolution culminante a J7 et puis une inflammation faible toujours
présente a J14, en accord avec les précédentes descriptions du processus inflammatoire induit par
"administration de la bléomycine [Izbicki et al., 2002]. D’autre part, nous avons observé qu’il est
possible par microscopie SHG de détecter 'apparition de la fibrose dans le poumon des J3 (la
fibrose a J3 est détectable aussi par dosage de 'hydroxyproline sur poumon entier). Ces résultats
démontrent que la microscopie multiphoton peut mettre en évidence un processus inflammatoire
grace aux signaux de fluorescence excitée a 2 photons créés par les cellules inflammatoires.

Finalement, ’ensemble de ces données montrent que la microscopie multiphoton multimo-
dale peut révéler les principales caractéristiques du modele de fibrose pulmonaire induite par la
bléomycine, c’est-a-dire I'inflammation, mise en évidence par les signaux endogenes de fluores-
cence cellulaire (2PEF), et la fibrose, dont 'architecture tridimensionnelle est tres bien visualisée
par microscopie SHG. En tenant compte du caractere quantitatif du signal SHG, nous allons voir
dans la partie suivante comment on peut proposer des scores reproductibles de fibrose pulmonaire.
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Fi1a. 4.15 — Visualisation de I’inflammation pulmonaire au cours de I’instal-
lation de la fibrose. Images SHG/2PEF de coupes histologiques de poumon fixées au
PFA et incluses dans la paraffine : poumon normal (JO) et poumon fibrosé & J3, J7 et
J14. Excitation a 860 nm, barre d’échelle : 100 pum.

4.3.2.3 Analyse quantitative du signal SHG - proposition des scores de fibrose

Les résultats que nous avons présentés ci-dessus démontrent que la microscopie SHG peut
décrire la distribution de la fibrose pulmonaire avec une résolution tridimensionnelle micrométri-
que. De surcroit, le caractere quantitatif du signal SHG donne la possibilité d’évaluer quantitati-
vement cette pathologie, ce qui constitue un autre avantage de cette technique. Dans ce contexte,
nous avons procédé a l'analyse de plusieurs piles d’'images SHG acquises a différents endroits du
tissu pulmonaire, ce qui nous a permis de définir trois scores différents de fibrose pulmonaire :

~ (i) score pleural - dans la région pleurale ([]- 52 pm)
— (ii) score sous-pleural - dans la région sous-pleurale (14 - 52 pm)
— (iii) score central - dans la région centrale (parenchyme profond)

"Le repere de 0 pm est pris a la surface du lobe pulmonaire.
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Les deux premiers scores ont été déterminés sur lobe entier, tandis que le score central a été
déterminé dans le parenchyme pulmonaire profond. Pour cela, un lobe a été sectionné en deux le
long du plan sagittal et des piles d’images SHG ont été acquises a différentes régions situées dans
ce plan, de 0 pm (surface de la coupe) jusqu’a une profondeur de 60 pm. Afin de déterminer la
reproductibilité de ces scores dans le modele de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, nous
avons mené des expériences sur 5 poumons de souris maladeﬁ, sacrifiées a J14 et sur 5 poumons
de souris témoins, tous fixés au PFA. Pour chaque score de fibrose, 4 piles d'images multiphoton
ont été acquises a différents endroits de la région étudiée, ce qui donne une statistique sur 20
mesures.

Les résultats que nous avons obtenus sont présentés sur la Fig. : nous montrons les
distributions statistiques de densité de pixels SHG dans chaque région sondée, ainsi que les
valeurs moyennes des scores correspondants. La Fig. illustre la distribution des profils en z
de densité de pixels SHG, mesurés a différents endroits dans la région pleurale (0 - 52 pym). Cette
région englobe aussi la région sous-pleurale (voir le graphe inséré en haut a droite de 14 a 52
pm). Chaque profil en z est déterminé a partir d’une pile d’images SHG de taille 540x540 pm?
acquises pour une excitation a 860 nm. Ces données montrent que les densités de pixels SHG dans
les régions pleurale et sous-pleurale sont plus grandes pour les souris ayant recu de la bléomycine
que pour les souris témoins. Si on regarde plus attentivement la distribution des profils dans
la région sous-pleurale (Fig. 4.16a (insert)), nous observons que les profils en z révelent des
densités de pixels SHG systématiquement plus grandes pour les souris malades que pour les
souris témoins. Inversement, la distribution des profils en z dans la région pleurale présente une
petite zone de recouvrement entre les souris malades et les souris témoins. Ce résultat obtenu
pour la région sous-pleurale est illustré aussi sur la Fig. [4.16b ou chaque profil en z a été converti
en densité volumique de pixels SHG. Nous avons effectué le méme traitement pour les données
dans la région centrale et I'histogramme de densités volumiques de pixels SHG pour les souris
malades et témoins est donnée sur la Fig. [L.I6d. Ce graphe révele une densité volumique de
pixels SHG majoritairement plus grande pour les souris malades que pour les souris témoins,
mais les histogrammes “malade - témoin” présentent une zone de recouvrement plus importante.
Ceci est du, d'une part, au caractere hétérogene de la fibrose pulmonaire induite par bléomycine
(voir aussi la Fig. qui illustre cette hétérogénéité) et, d’autre part, a la présence de grandes
arteres et de bronchioles dans le parenchyme profond ; leur paroi contient beaucoup de fibres de
collagene et, par conséquent, le signal SHG créé augmente “artificiellement” les scores.

Sur la Fig. nous avons résumé les valeurs moyennes avec les barres d’erreurs des scores
de fibrose pulmonaire définis précédemment pour les poumons normaux et les poumons fibrosés.
Tous les scores déterminés sur poumons fibrosés sont nettement plus grands que ceux déterminés
sur poumons normaux. Ces résultats démontrent que la microscopie SHG est un outil performant,
adapté a I’étude quantitatif de la fibrose pulmonaire et cela pour les raisons suivantes :

1. grande spécificité du signal SHG par le collagene fibrillaire

8Souris ayant recu de la bléomycine.
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F1G. 4.16 — Quantification de la fibrose pulmonaire. La densité de pixels SHG
a été déterminée pour 20 piles d’images SHG de taille 540x540 pm? acquises sur des
poumons de souris témoins (en blanc) et de souris ayant regu de la bléomycine (en vert).
a Profils en z de densité de pixels SHG sur une profondeur de 50 pum a partir de la
plevre viscérale. Les profils dans la région sous-pleurale sont agrandis en haut a droite;
b-d Distribution de la densité de pixels SHG dans b la région sous-pleurale (14 - 52 pym)
et d dans la région centrale (images de méme taille et sur une profondeur de 60 pm).
Chaque barre correspond a la densité moyenne de pixels SHG d’un profil en z représenté
en a; c Valeurs moyennes de ces 3 scores de fibrose. Les barres d’erreurs correspondent
a l'erreur standard. Les valeurs du score sous-pleural sont multipliées par 10.

2. caractere quantitatif du signal SHG

3. un plus grand volume sondé (3D) par microscopie SHG par rapport aux techniques exis-
tantes, limitées a des coupes histologiques (2D)

Ces trois scores n'ont cependant pas la méme sensibilité, car le rapport entre leurs valeurs
moyennes déterminées sur poumons fibrosés et celles déterminées sur poumons normaux varie
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avec la région sondée : nous avons obtenu un rapport de 2.7 dans la région pleurale, 14.4 dans la
région sous-pleurale et 8.1 dans la région centrale. Ceci indique que le score sous-pleural est le
plus sensible a la fibrose pulmonaire. Nous voulons souligner que ce score semble significatif méme
pour de tres petits volumes de tissu (environ 0.015 mm3) et qu'en général seulement quelques
mesures (typiquement 4) a différents endroits du tissu sont nécessaires pour le déterminer. Nous
avons attribué cette sensibilité et reproductibilité du score sous-pleural a une distribution quasi-
homogene de la fibrose pulmonaire dans cette région.

Il faut noter que la valeur exacte du seuil que nous avons appliqué a nos images, afin de
déterminer ces scores, ne modifie pas nos conclusions. Nous avons refait le méme traitement
d’images pour un seuil de 2 photons/pixel (voir les valeurs moyenne des scores sur la Fig. [4.17)
c’est-a-dire en passant d’un seuil de 100 % & 50 % du niveau maximal de bruit (typ. 4 pho-
tons/pixel dans nos expériences). Le rapport entre les scores passe de 2.7 a 2.8 dans la région
pleurale, de 14.4 a 9.5 dans la region sous-pleurale et de 8.1 a 6.0 dans la région centrale.
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F1G. 4.17 — Quantification de la fibrose pulmonaire. Valeurs moyennes de scores de
fibrose déterminés avec un seuil de 2 photons/pixel. Les barres d’erreurs correspondent
a lerreur standard. Les valeurs du score sous-pleural sont multipliées par 10.

En conclusion, ces scores donnent la possibilité d’évaluer rapidement et quantitativement la
distribution de la fibrose pulmonaire dans le modele murin de bléomycine. La microscopie SHG
semble particulierement adaptée a ceci, en comparaison avec les méthodes biochimiques usuelle-
ment utilisées pour évaluer la fibrose (basées sur le dosage de 'hydroxyproline, qui demandent
beaucoup de temps et qui nécessitent des volumes de tissu (un lobe entier) beaucoup plus im-
portants qu’en microscopie SHG) et avec les techniques de coloration (qui se font sur coupe
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Fi1G. 4.18 — Biopsies de poumon humain normal et fibrosé. (& gauche) Images

SHG/2PEF des biopsies pulmonaires non marquées et images acquises en lumiere directe
de biopsies marquées au HPS (au milieu) (a2, b2 et ¢2) ou au trichrome de Masson (a
droite) (a3, b3 et c3). a Images de poumon normal qui montrent un axe bronchovasculaire
et les espaces alvéolaires avec des parois minces comme illustré par HPS ; le trichrome de
Masson marque le collagene en vert, ici présent autour des vaisseaux, dans les parois
alvéolaires et de I’axe bronchovasculaire, en accord avec la distribution du signal SHG (en
jaune sur al). b Images de poumon fibrosé (IPF) qui illustrent un important changement
architectural da a la présence de la fibrose avec des parois alvéolaires déformées. ¢ Images
d’un foyer fibroblastique composé des myo-fibroblastes (c2) est entouré de fibrose (c3);
I'image SHG/2PEF révele la distribution du collagene dans la périphérie du foyer, avec
des fines fibres de collagene a I'intérieur et une accumulation centrale des fibroblastes.
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histologique (2D) et qui sont peu quantitatives).
Cette méthodologie pourra étre généralisée a d’autres types de fibroses collagéniques et uti-
lisée, par exemple, pour tester et évaluer les effets anti-fibrosants de certains médicaments.

4.3.2.4 Imagerie multiphoton de la fibrose pulmonaire humaine idiopathique

Afin de démontrer que la microscopie multiphoton peut tres bien s’appliquer a I’étude de la
fibrose pulmonaire humaine idiopathique, nous avons effectué des expériences sur des biopsies
de poumon humain normal et fibrosé, fixées au paraformaldéhyde et incluses dans la paraffine
(comme il a été décrit dans la préparation des échantillons, sous-section m, page , et nous
avons comparé les images visualisées par microscopie en lumiere directe (biopsies colorées) avec
celles visualisées par microscopie multiphoton (biopsies non marquées).

Les images obtenues sont montrées sur la Fig. m : coloration morphologique (HPS), mar-
quage de la fibrose (trichrome de Masson) et images SHG/2PEF de poumon normal et de
poumon fibrosé. Comme l'illustrent ces images, la microscopie multiphoton révele toutes les
caractéristiques morphologiques du tissu normal : axe bronchovasculaire, espaces alvéolaires
délimités par des parois alvéolaires minces (Fig. [4.18a2) ainsi que celles du tissu fibrosé (Fig. [4.18b
et ¢). Le tissu pulmonaire fibrosé a subi un important changement architectural da a l'instal-
lation de la fibrose (voir le marquage au trichrome de Masson, Fig. 3) et présente des
parois alvéolaires déformées. L.’image multiphoton révele les mémes structures ainsi que les zones
fibrosées (Fig. [4.18b1). Nous observons qu’il est aussi possible de visualiser la structure des
foyers fibroblastiques, qui représentent les signes typiques des pneumonies interstitielles (voir
Fig. 1) : 'image SHG révele la distribution des fibres de collagene qui est plus dense dans
la périphérie du foyer que dans son centre et 'image 2PEF souligne une accumulation centrale
des fibroblastes dans le foyer fibroblastique. Ceci démontre que la microscopie multiphoton peut
mettre en évidence toutes les caractéristiques de la fibrose pulmonaire idiopathique avec un tres
bon contraste par rapport aux images obtenues en lumiere directe.

4.3.3 Conclusions

Cette étude nous a permis de démontrer que I'imagerie multiphoton est un outil puissant per-
mettant de caractériser I’architecture du tissu pulmonaire normal et fibrosé avec une résolution
3D micrométrique, dans le modele murin ainsi que sur des échantillons humains. Le signal SHG
créé par le collagene fibrillaire révele I'organisation détaillée des fibres de collagene dans la plevre
viscérale et dans les parois alvéolaires, alors que le signal 2PEF met en évidence les fibres
élastiques, les macrophages ainsi que d’autres cellules de 1’épithélium bronchique. Cette tech-
nique est applicable a tous les types de préparation de tissu : frais, fixé au PFA, coupes congelées,
coupes fixées au paraformaldéhyde et incluses dans la paraffine, ainsi que sur des coupes colorées
ou marquées avec un fluorophore exogene. Dans le modele de fibrose pulmonaire induite par
bléomycine, 'imagerie SHG permet de décrire précisément 1’étendue de la fibrose pulmonaire,
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révélant ainsi son caractere hétérogene. En outre, nos données indiquent que la distribution de la
fibrose dans la région sous-pleurale est quasi-homogene. D’autre part, le processus inflammatoire
qui accompagne la fibrose peut étre corrélé aux changements de densité de pixels de fluorescence
endogene cellulaire 2PEF. Tous ces résultats montrent que la microscopie multiphoton multimo-
dale peut sonder séparément les différentes étapes d’évolution de cette pathologie pulmonaire :
la fibrose et I'inflammation.

En tenant compte du caractere quantitatif du signal SHG, nous avons proposé des scores de
fibrose basés sur des densités volumiques de pixels SHG dans 3 régions différentes du poumon :
région pleurale, région sous-pleurale et région centrale. Ces scores présentent une plus grande
sensibilité dans la région sous-pleurale et a l'inverse des techniques actuellement employées,
leur détermination ne nécessite que de petits volumes de tissu (0.06 mm3). Par conséquent,
ces scores s’averent tres intéressants pour 1’évaluation quantitative de la fibrose pulmonaire et
pourront facilement étre généralisés a d’autres organes que le poumon. Enfin, nous espérons que
I’évaluation quantitative du remodelage de la matrice extracellulaire au cours du développement
de la fibrose pulmonaire, associée a d’autres techniques permettra le développement de nouvelles
approches thérapeutiques basées sur une meilleure compréhension de cette pathologie.

4.4 Fibrose rénale

Parallelement a 1’étude de la fibrose pulmonaire par microscopie multiphoton, nous avons
étudié un autre type de fibrose collagénique devenue une des premieres causes d’insuffisance
rénale terminaldﬂ en France, la fibrose rénale. Cette pathologie est liée a I’accumulation anormale
de constituants de la matrice extracellulaire et en particulier du collagene dans les arteres et les
glomérules. A un stade tardif de son évolution, la fibrose s’étend au dela de ces structures et
infiltre I'interstitium rénal. L’ensemble de I'architecture rénale est ainsi détruit, ce qui conduit a
une insuffisance rénale.

Dans le rein normal le collageéne de type T est trés peu exprimé par Uinterstitium rénal [Yo-
shioka et al., 1990] et il est présent sous forme fibrillaire dans la capsule rénale (membrane de
protection du rein), les artéres, les calices rénaux mineurs et majeurs, le bassinet et 1'uretere
(voir la description du rein, sous-section . L’apparition de fibrilles de collagene de type I
dans l'interstitium rénal constitue un index pathologique de fibrose et a été corrélée au risque
d’évolution vers I'insuffisance rénale terminale. Mais 'origine des cellules rénales responsables de
la synthese du collagene de type I n’est pas encore établie : I'accumulation de la fibrose dans
'interstitium semble étre le résultat de la prolifération et de l'activation de fibroblastes (cellules
qui synthétisent du collagene) dans cette région du rein, mais d’autres hypotheses comme la

9Réduction irréversible et habituellement progressive de la fonction rénale dans laquelle les deux reins ont
été lésés par différentes maladies au point qu’ils ne puissent plus enlever du sang les produits métaboliques et
réguler la composition électrolytique du corps et la balance acido-basique. L’insuffisance rénale terminale nécessite
I’hémodialyse ou la chirurgie, habituellement une transplantation rénale.
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migration sanguine de fibroblastes d’origine extra-rénale, la prolifération et I'activation de fibro-
blastes résidents et de cellules musculaires lisses, la transition phénotypique de cellules épithéliales
tubulaires,. . . pourraient expliquer ce phénomene.

De nombreuses études in vivo ont conclu que I’hormone angiotensine II (Ang IT) joue un role
profibrosant important soit en stimulant la synthése du collagéne de type I dans le rein [Boffa
et al., 1999|, soit via les contraintes mécaniques liées a I'hypertension qu’elle induit. Les essais
thérapeutiques basés sur le blocage de l'activité de I'angiotensine II ont démontré qu’au dela
du ralentissement de la progression de la fibrose rénale, il est possible d’obtenir une régression
partielle mais pas complete de la fibrose [Boffa et al., 2003]. La régression de la fibrose rénale
vasculaire ou interstitielle, comme de la fibrose pulmonaire, reste tres rare et de mécanisme
mal compris (évolution concernant des fibroses récentes et nécessitant la disparition du stimulus
initial de fibrogenese). Il existe probablement un point de “non-retour” physiopathologique au
dela duquel la régression d’une fibrose ancienne n’est pas obtenue en agissant sur les voies connues.

D’autre part, ’'auto-assemblage des fibrilles de collagene est catalysé et stabilisé ou au contraire
empéché par les enzymes de la matrice extracellulaire. Le développement ou la régression de la
fibrose dépend donc de 1’équilibre de ces processus. Parmi ces enzymes, la transglutaminase 2
(TG2) |[Lorand and Graham, 2003] a pour role d’établir des liaisons covalentes entre les molécules
de collagene, ainsi qu’entre celles-ci et les autres protéines de la matrice. Méme si la TG2 n’est
pas tres active physiologiquement, elle présente une forte activité lors des processus fibrosants
rénaux, qui a été liée a la sévérité de I'insuffisance rénale chez ’lhomme [Johnson et al., 2003].
Ainsi, nous faisons 'hypothese que I'activité extracellulaire de la TG2 dans le rein pourrait créer
les conditions de I'assemblage de molécules de collagene I en fibres et participer ainsi a la fibrose
et a la destruction rénale. Dans ce contexte, ’étude microscopique de la structure tridimension-
nelle de la matrice extracellulaire, pourrait permettre de déceler la résistance ou la sensibilité de
la matrice a ’action de la TG2 et plus généralement a ’action d’autres enzymes de cross-linking
ou de dégradation.

Nous proposons ici d'utiliser la microscopie multiphoton dans un modele murin de fibrose
rénale hypertensive induite par I’Ang II afin de répondre aux questions suivantes :

— ou s’accumule le collagene fibrillaire au cours de la fibrose rénale ?
— quelles sont les cellules rénales responsables de la synthese du collagene 17
— quel est le role de la TG2 dans la fibrose ?

Ce projet a été mené en collaboration avec I’équipe de Pierre-Louis Tharaux (U702 Inserm
/Hopital Tenon) et est encore en cours en raison de I'importance des questions posées et des
lourdeurs liées aux modeles animaux. Nous allons présenter les résultats que nous avons obtenus
au stade actuel de nos études et qui nous ont déja permis de répondre partiellement a ces
questions. Nous allons tout d’abord décrire la structure du rein, le modele murin de fibrose rénale
et la préparation des échantillons de rein de souris (section . Dans la section seront
présentés les résultats expérimentaux : imagerie multiphoton du rein normal et fibrosé (sous-

section [4.4.2.1)), la caractérisation de la distribution de la fibrose rénale (sous-section (4.4.2.2)
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et la cartographie des facteurs responsables de la fibrose rénale (sous-section [4.4.2.3) avant de
conclure et de donner les perspectives.

4.4.1 Structure du rein et modele murin de fibrose rénale. Préparation
des échantillons

Structure du rein

Les reins sont deux organes encapsulés dans une membrane transparente (capsule rénale),
situés dans ’abdomen et qui assurent, par filtration et excrétion d’urine, 1’équilibre hydroélec-
trolytique du sang et de I'organisme en général [Tortora and Grabowski, 2004]. Une coupe lon-

Nephron

PATH OF URINE DRAINAGE:

Collecting duct

Minor calyx
Renal

artery l

Major calyx

Renal cortex Renal pelvis
Renal medulla

Renal column

Renal pyramid
in renal medulla

Renal papilla

Renal capsule

\/
Urinary bladder

Frontal section of right kidney

F1G. 4.19 — Description de la structure du rein Cette figure est extraite de

la référence |Tortora and Grabowski, 2004].

gitudinale du rein (voir la Fig. permet de distinguer trois grandes régions :
— une région externe, le cortex rénal située immédiatement sous la capsule rénale,
— une région médiane, la médulla, composée d'un ensemble de structures pyramidales a 1’as-
pect striée, les pyramides de Malpighi,
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— et au centre, en contact direct avec le hilelﬂ une cavité, le bassinet.

Un regard plus attentif sur cette coupe nous permet de distinguer des extensions du cortex qui
se prolongent jusque dans la médulla, les colonnes rénales. Les vaisseaux sanguins en provenance
du hile qui irriguent le cortex et la médulla, passent dans ces colonnes rénales. Entre celles-ci se
trouvent des structures en forme pyramidale ; ce sont les pyramides de Malpighi (chez la souris
il y a une seule pyramide rénale). Le sommet de chaque pyramide, aussi appelé papille rénale,
se projette vers le centre du rein dans une sorte d’entonnoir, le calice mineur. Celui-ci recueille
I'urine qui est produite dans les parties pyramidales de la médulla. Ensuite, I'urine provenant de
plusieurs calices mineurs est récoltée par les calices majeurs et déversée dans le bassinet et de
la dans 'uretere. Les deux ureteres droit et gauche se prolongent jusqu’a la vessie dans laquelle
s’accumule I'urine qui est ensuite évacuée par I'uretre.

Tub t ¢ imal
Capsule de Bowman ?“ Q 5 ‘/ ube contourne proxima

, Capillaires péritububalires
Glomérule

Tube contourné distal

L'anse de Henle

Fi1c. 4.20 — L’anatomie du néphron.

Le rein est constitué par la juxtaposition de millions d’unités anatomiques et fonctionnelles,
les néphrons (voir la Fig. . On peut distinguer deux types de néphrons selon la profondeur
a laquelle ils s’enfoncent : les néphrons juxtamédullaires qui pénétrent profondément dans la
médulla et les néphrons corticaux qui n’y pénetrent pas aussi profondément. Chaque néphron
est en fait composé de deux parties :

10T e hile est une structure située au niveau du bord interne de chaque rein et qui correspond & la zone d’entrée
et de sortie des arteres et des veines rénales, des ureteres et des nerfs.
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— une partie vasculaire composée d’artérioles afférente et efférente, les capillaires glomérulaires
et les capillaires péritubulaires.

— une partie rénale composée de la capsule glomérulaire, appelée aussi capsule de Bowman,
et de tubules rénaux comprenant a leur tour le tubule contourné proximal, I’anse de Henle
(tubule en forme de U) et le tubule contourné distal.

Une grande partie de ces structures rénales peut étre visualisée par microscopie multiphoton
comme nous allons le voir dans la sous-section [4.4.2

Modeéle murin de fibrose rénale

Nous avons mené des expériences sur deux types de souris agées de 10 a 12 semaines : souris
sauvages sur fond génétique C57BL/6J (males) et souris déficientes en transglutaminase 2 (TG2
(-/-))H] sur un fond génétique mixte C57BL/6J et 129/SvJ (femelles).

La fibrose rénale a été induite par la perfusion continue de I’Ang II (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO) chez la souris, a 'aide de mini-pompes osmotiques Alzet Model 2004 (Alzet-
Durect Co., Cupertino, CA) par nos collaborateurs de I'hopital Tenon selon le procédé suivant :
les souris ont été anesthésiées a l'avertin (0.1 ml/10 g de masse corporelle) injecté par voie
intrapéritonéale, puis les mini-pompes osmotiques ont été placées en position sous-cutanée par
une incision dorsale. Les animaux ont recu ainsi une dose de 1 pg d’Ang II-kg~!-min~! pendant
28 jours, associée a une alimentation supplémentée en sel (5 %). Ce protocole a été appliqué a
la fois aux souris sauvages (TG2 (+/+)) et aux souris déficientes en TG2 (TG2 (-/-)). Un lot
de souris TG2 (+/+), n’ayant pas regu de traitement avec Ang II, a été gardé comme témoins
négatifs.

Apres 28 jours (J28) I'administration de I’Ang II a été arrétée et la moitié des souris a été
sacrifiée afin de caractériser la progression de la fibrose rénale dans les deux groupes de souris.
Un diagnostique de gloméruloscléroselﬂ a été réalisé selon plusieurs criteres : mise en évidence de
I’accumulation de la matrice extracellulaire par coloration de coupes histologiques au trichrome de
Masson, quantifiée par un score de glomérulosclérose (nombre de glomérules scléreux par rapport
aux nombre total des glomérules) et albuminuriﬂ élevée dans |'urine, vraisemblablement causée
par cette glomérulosclérose.

Préparation des échantillons

Coupes de tissu rénal. Pour les expériences ex vivo menées sur du tissu frais, des coupes
épaisses (500 pm) de tissu rénal fraichement excisé ont été placées dans un support, en immersion

HTes souris déficientes en TG2 proviennent de 1’équipe de Vincenzo de Laurenzi et Gerry Melino dans le
Laboratoire de Biochimie IDI-IRCCS du Département de Médecine Expérimentale de I’Université Tor Vergata,
Rome, Italie.

2Durcissement du glomérule suite & Paccumulation anormale de collagéne, essentiellement de type IV).

13T’albumine est une protéine plasmatique produite par le foie, son excrétion excessive par les reins indique la
présence d’une néphropathie glomérulaire (affection rénale due & un trouble fonctionnel ou & des 1ésions organiques
du rein).
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dans une solution saline (PBS) a 1 % (voir la Fig. et visualisées directement par microscopie
multiphoton. Pour les expériences menées sur du tissu congelé ou fixé, des reins fraichement
excisés ont été directement congelés pour les cryosections ou fixés avec de la formaldéhyde a 4 %
pendant 24 h puis placés dans du PBS a 1 % afin de les visualiser plus tard. Nous avons realisé
deux types de coupes de tissu a ’aide d’un vibratome, longitudinale et coronale, afin de visualiser
les différentes régions rénales. Les deux géometries de coupe de tissu rénal sont illustrées sur la

Fig. [1.27]

Excitation

® ke

Coupe longitudinale Coupe coronale

Fic. 4.21 — Géométries de coupe de tissu rénal : a coupe longitudinale
dans le cortex et b coupe coronale, indiquées par les deux parallélépipedes. Les
parallélogrammes rouges indiquent les plans d’excitation pour z = 0 pum (vu que
la taille d’une image est de 550 pm x 550 pm, 1’échantillon est déplacé le long
du parallélogramme afin de visualiser une plus grande zone. Les images de rein

proviennent de la référence [Tortora and Grabowski, 2004].

Marquage par immunofluorescence du collagéne de type I et du collagene de type IV. Pour
cela, des coupes de 4 um d’épaisseur de tissu rénal congelé, réalisées au cryostat, ont été fixées
avec de l'acétone pendant 5 min. Apres avoir été bien séchées, les coupes ont été cerclées avec un
crayon marqueur a dépot hydrophobe (Dakopen, Millian SA; USA) puis lavées avec du PBS et
bloquées pendant 15 min avec du PBS - BSA (“bovine serum albumin” ou albumine de sérum
bovin) & 1 %. Les coupes ont été ensuite mises en contact avec 'anticorps primaire anti-souris
produit chez le lapin (anti-collagene I (Chemicon, AB765P) a 20 ug/ml ou anti-collagene IV
(Chemicon, AB756P) a 10 pug/ml) pendant 1.5 h & la température ambiante. Des témoins négatifs
ont été réalisés en n’appliquant sur les coupes que du PBS - BSA a 1 %. Apres lavage avec du
PBS - BSA a 1 %, les coupes ont été incubées pendant 30 min & température ambiante avec
'anticorps secondaire, anti-lapin produit chez la chevre, couplé & la R-Phycoérythrine (Jackson
Immunoresearch, a 2.5 ug/ml). Les coupes ont été ensuite montées sous lamelle.

Révélation des cellules en prolifération. Pour cela, des souris sauvages TG2(+/+4) soumises
au traitement par l’angiotensine II, ont regu une dose journaliere de 0.8 mg/ml de BrdU (bro-
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modésoxyuridine, Sigma-Aldrich - référence 858811-5G) pendant 28 jours dans 1’eau de boisson.
Le BrdU est un marqueur de la prolifération cellulaire, analogue de la thymidine : il s’incorpore
dans ’ADN des cellules a renouvellement lent et ces cellules porteuses de BrdU sont ensuite
reconnues a l’aide d’un anticorps fluorescent. A J28 les souris ont été sacrifiées et les reins ont
été congelés pour permettre des cryosections. Puis des coupes de 4 um d’épaisseur de tissu rénal
congelé ont été fixées avec de 'acétone pendant 5 min. Apres avoir été bien séchées, les coupes
ont été mises en contact avec un anticorps anti-BrdU (BD Biosciences, référence 556028, dilution
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F1G. 4.22 — Spectre d’absorption et spectre de fluorescence excitée a
1 photon a de la GFPuv (tiret - la forme linéaire, trait continu - la forme cir-
culaire), b de la EGFP, ¢ de la FITC (fluorescéine-5-isothiocyanate) et de la R-
Phycoérythrine (R-PE). Tous les spectres proviennent du site internet de Molecular
Probes, Invitrogen (http ://probes.invitrogen.com) sauf les spectres de la GFPuv
qui sont tirés de la référence [Iwai et al., 2001].
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1/100) couplé a la FITC (fluorescéine-5-isothyocianate) pendant 30 min a température ambiante.
Elles ont été ensuite montées sous lamelle.

Révélation de l'activité enzymatique de la TG2 avec His6-Xpress-GFP. Des coupes de 4 pum
d’épaisseur de tissu rénal congelé, réalisées au cryostat, ont été montées sur des lames couvertes
avec de la gélatine, puis elles ont été laissées sécher pendant 30 min a température ambiante.
Les lames ont été ensuite incubées pendant 1 h & 37°C avec une solution de 0.1 mg/ml de His6-
Xpress-GFP dans un tampon pour la TG2 (50 mM Tris-HCI, 1 mM dithiothréitol et 5 mM
CaCl2, pH 7.5). Par la suite, les coupes ont été lavées avec du PBS et montées sous lamelle.
La protéine recombinée His6-Xpress-GFP est un produit dérivé de la protéine verte fluorescente
GFPuv (mutant GFP optimisé pour produire un signal de fluorescence maximal par excitation
dans I'UV). Elle permet de révéler I'activité de 'enzyme TG2 dont elle forme un substrat : la
TG2 établit des ponts e—(y—glutamyl)lysine entre les protéines de la matrice extracellulaire et
la région peptidique Xpress de la protéine recombinée [Furutani et al., 2001].

Identification des cellules qui synthétisent le collagéne de type I. Pour cela nous avons utilisé
des souris transgéniques exprimant la protéine fluorescente eGFP (“enhanced” GFP) sous le
controle du promoteur de la chaine al du collagéne de type I [Magness et al., 2004]. Cette
protéine est donc exprimée dans les cellules ot il y a une synthese du collagene de type I. Les
reins ont été fixés avec de la formaldéhyde a 4 % pendant 24 h puis placés dans du PBS a 1 %
afin de les visualiser plus tard.

Les spectres d’émission de différents fluorophores exogenes utilisés dans cette étude sont

montrés sur la Fig. 4.22]

4.4.2 Résultats expérimentaux et discussion
4.4.2.1 Imagerie multiphoton du rein normal et fibrosé

Nous présentons ici les expériences menées ex vivo sur du tissu rénal normal et fibrosé. La
Fig. montre des images multiphoton de rein normal acquises a différentes profondeurs dans
une coupe longitudinale de tissu (voir la Fig. . A gauche nous montrons une projection en
z de trois images SHG acquises tous les 3 pm a partir de la surface du rein. Elle cartographie
la distribution de fibres de collagene dans la membrane de protection du rein, la capsule rénale,
dont I'épaisseur moyenne est de 10 pm. Nous observons, qu’a l'inverse de la plevre viscérale du
poumon ou les fibres de collagene forment un réseau quasi-élastique qui permet sa dilatation
lors de la respiration, la capsule rénale, appelée aussi loge fibreuse, a une structure tres dense de
fibres de collagene qui d’une part jouent un role de protection du rein lors de traumatismes et
d’autre part lui donne sa forme et sa consistance ferme.

La Fig. présente une image combinée SHG/2PEF acquises a 18 pum en profondeur dans
le cortex rénal. La distribution du signal 2PEF révele des structures que nous avons attribuées,
sur des considérations morphologiques, aux tubules rénaux. Les structures rondes et noires cor-
respondent aux noyaux des cellules tubulaires qui ne sont pas fluorescents. L’absence d’un signal
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Fi1G. 4.23 — Images multiphoton ex vivo de rein normal de souris (excitation
860 nm, 25 mW, temps d’acquisition 7.2 s/image, taille 880x880 pixels, barre d’échelle :
50 pum). En vert est représenté le signal SHG, en rouge le signal 2PEF. a Image SHG
qui cartographie la distribution des fibres de collagene dans la capsule rénale; b Image
combinée SHG/2PEF acquise a 18 um en profondeur dans le cortex : le signal 2PEF
met en évidence les tubules rénaux et 'absence de signal SHG rend compte du fait qu’il
n’y a pas de collagene fibrillaire dans la région corticale d’un rein non fibrosé.

SHG a cette profondeur du cortex et plus généralement dans 'interstitium rénal est lié au fait
que dans un rein non fibrosé, le collagene de type I est présent seulement dans I’adventice artériel,
les arteres, les calices rénaux mineurs et majeurs, le bassinet et I'uretere.

Au contraire, au cours du développement de la fibrose la distribution des collagénes dans le
rein change : le collagene de type I va s’accumuler autour de vaisseaux (fibrose vasculaire) et
dans l'interstitium rénal, autour de tubules et de glomérules (fibrose interstitielle), alors que le
collagéne de type IV s’accumule surtout dans les glomérules (glomérulosclérose). Pour vérifier
la spécificité du signal SHG créé dans le rein, nous avons réalisé des expériences sur des coupes
histologiques de tissu rénal marqué avec des anticorps anti-collagene I et anti-collagene IV, liés
a un fluorophore exogene. Ceci permet de comparer la distribution du signal SHG avec celle du
signal de fluorescence 2PEF exogene.

Tout d’abord, des coupes histologiques congelées de tissu rénal fibrosé ont été marquées avec
un anticorps anti-collagene de type I lié a la R-PE et visualisées par microscopie multiphoton
(excitation 972 nm). La Fig. 4.24] regroupe quelques images multiphoton de tissu rénal fibrosé
et congelé : les Fig. et d illustrent la distribution des fibres de collagene visualisées par
microscopie SHG et les Fig. et e révelent la distribution du collagene de type I marqué
avec un anticorps lié a la R-PE dans les mémes régions. Nous observons que le collagene de type
I (voir les Fig. et f) est présent dans l'interstitium rénal (fibrose interstitielle), autour de
la capsule de Bowmann des glomérules (G), dans 'adventice artérielle (A) (présence normale du
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Fic. 4.24 — Marquage immunofluorescent anti-collagéne I. Images multiphoton

de tissu rénal congelé et fibrosé (excitation 972 nm, 35 mW, temps d’acquisition : 5
s/image (a,b,c) et 6.5 s/images (d,e,f), barre d’échelle : 50 ym). En vert est représenté
le signal SHG, en rouge le signal 2PEF de fluorescence endogene et en magenta le signal
2PEF de fluorescence exogene (R-PE). a et d Images SHG qui mettent en évidence
la distribution des fibres de collagene dans 'interstitium rénal; b et e Images 2PEF
exogene qui révelent la distribution du collagene de type I marqué avec un anticorps lié
ala R-PE; c et d Images combinées SHG/2PEF endogene/2PEF exogene : la distribu-
tion du signal SHG est identique a celle du signal 2PEF créé par le marqueur exogene
(représentée en blanc). A - artere, G - glomérule, T - tubule rénal.

collagene de type I) et dans I'interstitium périvasculaire (fibrose vasculaire). Nous remarquons que
la distribution du collagene de type I dans le rein, révélée par marquage immunofluorescent anti-
collagene I, est identique a la distribution des fibres de collagéne mise en évidence par génération
de seconde harmonique. La co-localisation de ces deux signaux et le fait que I’anticorps reconnait
spécifiquement les molécules de collagene I et non pas les molécules de procollagenes situées dans
les cellules démontrent une fois de plus que le signal SHG est spécifique du collagene fibrillaire de
type I (dans l'espace extracellulaire les molécules de collagene I s’auto-assemblent pour former

112



4.4 - Fibrose rénale

F1a. 4.25 - Marquage immunofluorescent anti-collagéne I'V. Images multiphoton

de tissu rénal congelé et fibrosé (excitation 972 nm, 26 mW, temps d’acquisition : 6.5
s/image, barre d’échelle : 50 pm). En vert est représenté le signal SHG, en rouge le
signal 2PEF de fluorescence endogene et en magenta le signal 2PEF de fluorescence
exogene (R-PE). a Image 2PEF exogene qui révele la distribution du collagéne de type
IV, marqué avec un anticorps lié a la R-PE, dans les membranes basales ; b Image SHG
qui met en évidence la distribution des fibres de collagene de type I dans l'interstitium
rénal ; ¢ Image combinée SHG/2PEF endogene/2PEF exogene : la distribution du signal
SHG est clairement différente de celle du collagéne de type IV. A - artére, G - glomérule,
T - tubule rénal.

des fibrilles de collagene) et que la fibrose rénale due a 'accumulation pathologique de celui-ci
peut étre mise en évidence par microscopie SHG.

Afin de visualiser la distribution de I'accumulation de collagene de type IV et la comparer avec
la distribution du signal SHG, nous avons fait un marquage immunofluorescent anti-collagene
de type IV sur des coupes congelées de tissu rénal fibrosé. Les lames ont été visualisées par
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microscopie multiphoton avec une excitation a 972 nm et les images obtenues sont montrées sur la
Fig.[4.25] L’image de fluorescence exogene (Fig. [4.25p) illustre la distribution du collagéne de type
IV dans le rein : il est présent dans toutes les membranes basales tubulaires (T) et glomérulaires
(G) (voir la Fig. [4.25) et son accumulation excessive contribue a un épaississement mesurable
de la taille de ces membranes. L'image SHG révele une distribution du collagene fibrillaire de
type I dans le rein qui est tres différente de celle du collagene de type IV (Fig. ) Ces images
confirment une fois de plus la spécificité du signal SHG, au niveau macromoléculaire, pour le
collagene fibrillaire, comme nous ’avons montré lors des expériences de génération de seconde
harmonique en surface et d’imagerie multiphoton sur les arteres, la peau et le poumon.

Comme le montrent ces figures, d’autres structures peuvent étre visualisées par microscopie
multiphoton grace aux signaux endogenes de fluorescence. Les tubules rénaux, les glomérules
et plus précisément leurs capillaires glomérulaires, les canaux collecteurs (collectant 1'urine et se
trouvant dans les papilles rénales, voir la Fig. produisent un signal de fluorescence endogene
cellulaire. Ce signal est probablement di a la présence de différents fluorophores cellulaires qui
émettent dans le rouge, comme les rétinoides ou les flavoprotéines, mais ceci reste a vérifier par
des mesures de spectres de fluorescence. Les arteres rénales sont aussi visibles par microscopie
2PEF grace au signal de fluorescence de I'élastine qui est présente dans leur média. Deux exemples
sont donnés sur les Fig. et Fig. [4.25, la dernitre révélant une artere rénale (A) dont la
lamelle élastique interne est ondulée.

Nous allons maintenant présenter la mise en évidence de la fibrose rénale par microscopie
multiphoton sur du tissu frais. Pour cela, nous avons mené des expériences ex wvivo sur des
souris fibrosées (fibrose induite par administration d’Angll pendant 28 jours), sacrifiées a J28.
La Fig. montre des images d'une biopsie longitudinale de tissu rénal fibrosé (voir la Fig. |4.21)),
obtenues pour une excitation a 860 nm. Ces images, acquises a différentes profondeurs a partir
de la surface du cortex (6 pm - a, 10 um - b, 32 pm - ¢ et 70 pm - d), mettent en évidence une
grande accumulation de collagene fibrillaire dans le tissu, donc une fibrose rénale bien installée a
J28. Nous avons observé que la fibrose rénale, induite par I’Angll, est localisée dans 'interstitium
rénal autour de tubules rénaux et de glomérules.

Dans nos conditions d’excitation, nous avons pu visualiser la région corticale jusqu’a une
profondeur de 120 pm. Pour cela des piles d’'images multiphoton ont été acquises tous les 2 pm.
Un exemple est montré sur la Fig. [4.28| (a gauche), qui illustre la distribution de la fibrose dans
cette région du rein; la pile d’'images est visualisée sous forme de ﬁlmﬁ. Une séquence d’images
multiphoton acquises tous les 8 um dans la méme zone est reprise dans la Fig. [4.27].

A partir de ces images nous avons ensuite fait des reconstructions 3D qui permettent de
visualiser I’architecture de la fibrose rénale dans la région corticale. Un exemple est donné sur la
Fig. [4.28] (& droite).

L’ensemble de ces données montre qu’il est possible de visualiser par microscopie multiphoton
la morphologie du tissu rénal grace aux signaux endogenes de fluorescence (2PEF) et ’architec-

1Gur la version papier ce film est remplacé par une image acquise & 8 um de profondeur & partir de la surface.
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F1G. 4.26 — Images multiphoton ex vivo de rein fibrosé de souris (excitation 860

nm, 50 mW, temps d’acquisition 10.9 s/image, taille 925x 787 pixels, barre d’échelle :
50 pm). En vert est représenté le signal SHG, en rouge le signal 2PEF. Les images ont
été acquises a différentes profondeurs dans le cortex : 6 pm (a), 10 pm (b), 32 um (c)
et 70 pm (d).

ture de la fibrose rénale par génération de seconde harmonique par le collagene fibrillaire de
type I. Nous avons démontré que I’Angll induit chez la souris une fibrose tubulo-interstitielle
comparable & celle observée dans les néphropathies humaines chroniques évoluées et
qui est directement liée a la progression de I'insuffisance rénale. Nous avons aussi observé que les
fibres de collagene I ne s’accumulent pas dans les glomérules rénaux, méme s’ils ont la capacité

de synthese du collagene I in vitro [Johnson et al., 1992, Kagami et al., 1994]. Nous allons voir
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Fic. 4.27 — Images multiphoton ex vivo de rein fibrosé de souris, a différentes
profondeurs variant avec un pas de 8 um. Excitation 860 nm, 50 mW, temps
d’acquisition 10.9 s/image, taille 925x 787 pixels, barre d’échelle : 50 pm. En vert est
représenté le signal SHG, en rouge le signal 2PEF.
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FiG. 4.28 — Images combinées SHG (vert)/2PEF (rouge) de rein fibrosé
de souris : a gauche, visualisation sous forme de film d’une pile d’images acquises

dans le cortex (sur la version papier le film est remplacé par une image acquise a 8
pum de profondeur) et a droite, reconstruction 3D du signal SHG acquis au méme
endroit. Puissance d’excitation 50 mW a 860 nm, temps d’acquisition total 10.9
minutes. Pile de 60 images (925x787 um?) espacées de 2 um. Barre d’échelle : 50

pm.

dans la section [£.4.2.3]quelles sont les cellules qui synthétisent le collagene de type I in vivo chez
la souris.

Dans la partie suivante, nous allons présenter les expériences de caractérisation de la fibrose
rénale a une plus grande échelle, c’est-a-dire sur une coupe coronale de tissu.

4.4.2.2 Caractérisation de la distribution de la fibrose rénale

Compte tenu du caractere hétérogene de la fibrose rénale, nous avons cherché a caractériser sa
distribution dans le rein. Pour cela, les souris ayant recu le traitement d’Angll ont été sacrifiées a
J28 et les reins ont été fixés avec de la formaldéhyde a 4 % (voir la préparation des échantillons,
page . Des coupes coronales de tissu rénal de 200 um d’épaisseur ont été réalisées a 1’aide
d’un vibratome a la méme distance du pole rénal pour tous les reins analysés. Une série de piles
d’images multiphoton a été ensuite acquise a partir du cortex jusqu’au niveau de la papille rénale
sur une superficie de 1.65 mm? et en profondeur sur 50 um, ce qui donne un volume total sondé
de 8.2:107?mm?. Un exemple typique d’images obtenues pour une excitation a 860 nm est donné
sur la Fig. 4.29, Elle présente en haut et au milieu deux images combinées SHG/2PEF (chaque
image combine trois images multiphoton) qui illustrent d’une part la morphologie du rein dans les
régions corticale (tubules rénaux, glomérules), médulaire (tubules rénaux) et papillaire (canaux
collecteurs) et d’autre part la distribution de la fibrose rénale. Comme nous pouvons I'observer sur
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ces images, la fibrose rénale a une distribution tres hétérogene. Elle s’accumule dans les régions
corticale et médullaire (voir aussi la reconstruction 3D du signal SHG dans ces régions, en bas

M¢édullaire

Médullaire

Fi1G. 4.29 — Distribution de la fibrose rénale chez la souris (coupe coronale).

(haut) Images combinées SHG (vert)/2PEF (rouge) révélant la morphologie du rein et
la distribution de la fibrose dans les régions corticale, médullaire et papillaire. Excitation
a 860 nm, 20 mW, barre d’échelle : 100 um. Chaque image combine 3 images multiphoton
de taille 980x 1032 pixels (temps d’acquisition 15.1 s/image) ; (bas) Reconstruction 3D
du signal SHG dans la région cortico-médullaire (épaisseur totale de 50 pm).
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Fic. 4.30 — Reconstruction 3D du signal SHG dans la région cortico-

médullaire. Ce film illustre 'architecture de la fibrose rénale chez la souris, elle
présente une plus grande densité de fibres de collagéne dans la région cortico-
médullaire.

de la Fig. autour des tubules rénaux avec une plus grande densité de fibres de collagene
dans la région cortico-médullaire (voir le film montré sur la Fig. . Dans nos expériences,
nous avons systématiquement observé que la région cortico-médullaire est la plus atteinte par la
fibrose. Cette inhomogénéité de la fibrose rénale pose de nouvelles questions physiopathologiques
sur la présence de cellules particulieres qui synthétisent le collagéne ou d’autres facteurs qui
pourrait induire cette fibrose. Ces facteurs ne sont pas connus, mais il est possible que la fibrose
vasculaire soit le résultat d’'une migration sanguine de fibroblastes d’origine extra-rénale, d'une
prolifération et activation de fibroblastes résidants ou de cellules musculaires lisses et que la
fibrose interstitielle soit due a une prolifération et activation des fibroblastes résidents dans
'interstitium rénal ou & un changement de phénotype de cellules épithéliales tubulaires |[Kalluri
and Neilson, 2003, Neilson, 2006]. Dans les sous-sections suivantes nous allons aborder une partie
de ces hypotheses, notamment les questions du role de la TG2 dans ’assemblage de fibres de
collagene et celui de cellules qui synthétisent le collagene de type I.

4.4.2.3 Cartographie des facteurs (cellules/protéines) responsables de la fibrose

La transglutaminase tissulaire TG2 est une enzyme qui a pour role d’établir des liaisons
covalentes entre les molécules de collagene, ainsi qu’entre celles-ci et les autres protéines de la
matrice extracellulaire [Lorand and Graham, 2003|. Elle pourrait donc jouer un réle important
dans la stabilisation de la fibrose rénale, en lui conférant une résistance a ’action des enzymes de
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dégradation. Afin d’apprécier le role de cette enzyme dans la fibrose rénale, nous avons comparé
des souris sauvages TG2(+4/+) avec des souris déficientes en transglutaminase 2 TG2(-/-).

Cartographie de Uactivité de la transglutaminase tissulaire TG2 et son role dans la fibrose
rénale Tout d’abord, nous avons comparé 'activité tissulaire de la TG2 avec le signal SHG du
collagene fibrillaire sur des coupes histologiques de tissu congelé qui ont été incubées avec la
His6-Xpress-GFP. Ce substrat fluorescent de la TG2 permet de révéler 'activité de cette enzyme
lors de sa fixation aux protéines de la matrice extracellulaire rénale. Nous avons analysé des
souris TG2(+/+) et TG2(-/-) fibrosées, donc ayant regu le traitement avec I’AngIl pendant 28
jours, et des souris TG2(+/+) sans aucun traitement. Les résultats que nous avons obtenus
sont montrés sur la Fig. .31} Nous avons représenté en rouge le signal de fluorescence 2PEF
endogene du tissu rénal, en vert le signal SHG créé par les fibres de collagene et en cyan le signal
de fluorescence 2PEF exogene créé par 'His6-Xpress-GFP qui met en évidence l'activité de la
TG2. Sur les images multiphoton qui combinent ces signaux 'activité de la TG2 est représentée
en blanc, afin de mieux la visualiser.

Nous avons constaté que les souris génétiquement déficientes en TG2 (souris TG2(-/-)) et
ayant regu de I’Angll pendant 28 jours ne présentent pas de fixation du substrat fluorescent His6-
Xpress-GFP dans le tissu rénal (voir la Fig. [4.31p), comme attendu. Ceci indique une absence
de compensation par une activité transglutaminase autre. Les souris sauvages TG2(+/+) ayant
regu de I’AnglI présentent une forte activité de la TG2 dans l'interstitium rénal, périglomérulaire
et péritubulaire, et dans la média et 'adventice artérielle (Fig. [4.31p). Dans les régions fibrosées,
ol le collagene fibrillaire s’accumule, il y a une co-localisation du signal SHG avec celui de I’'His6-
Xpress-GFP. Chez les souris sauvages TG2(+/+) qui n’ont pas regu de traitement avec 1’AnglI
(souris normales), l'activité de la TG2 est beaucoup moins intense et localisée dans la média
et I'adventice artérielle (Fig. ). D’autre part, puisque les souris TG2(+/+) traitées avec
I’ Angll présentent une activité de liaison covalente du substrat fluorescent de la TG2 nettement
accrue par comparaison a celle de souris non traitées, il est possible que I’AnglI stimule 'activité
de la TG2, mais cette hypothese reste a étre validée.

Afin de mettre en évidence le role de la TG2 dans I'organisation extracellulaire du collagene
fibrillaire, donc dans la constitution de la fibrose rénale, nous avons quantifié (voir le principe de
quantification du signal SHG, page et comparé la densité volumique de pixels présentant un
signal SHG (dit “pixels SHG”) pour trois groupes de souris : i) souris TG2(+/+) sans traitement
d’AngllI (2 souris), ii) souris TG2(+4/+) avec traitement d’Angll pendant 28 jours (6 souris) et
iii) souris TG2(-/-) avec traitement d’Angll pendant 28 jours (6 souris).

Les reins ont été fixés avec de la formaldéhyde a 4 % et des coupes coronales de 200 pm
d’épaisseur ont été réalisées a 'aide d’un vibratome. Le signal SHG a été quantifié dans un
volume de tissu de 8.2-1072mm? qui correspond & une série de 6 piles d’images multiphoton
acquises a partir du cortex jusqu’au niveau de la papille rénale sur une superficie de 1.65 mm? et
en profondeur sur 50 pum (voir par exemple la Fig. . Les résultats que nous avons obtenus
sont présentés sur la Fig. : nous montrons les valeurs moyennes de densité volumique de
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TG2(-/-) + Angll < TG2(+/+) + Angll ®

TG2(+/+) sans Angll ©

F1c. 4.31 — Cartographie de I’activité de la transglutaminase tissulaire TG2.

La fluorescence endogene est représentée en rouge, le signal SHG du collagene fibrillaire
en vert et le signal 2PEF exogene de I’'His6-Xpress-GFP, qui met en évidence l'activité de
la TG2, en cyan. Sur I'image combinée 2PEF endogene/SHG/2PEF exogene, l'activité
de la TG2 est représentée en blanc. a Souris TG2(+/+) ayant regu le traitement avec
I’Angll pendant 28 jours : forte activité de la TG2 dans l'interstitium rénal, b Souris
TG2(-/-) ayant regu le traitement avec 1’Angll pendant 28 jours : pas d’activité de
la TG2, et ¢ Souris TG2(+/+) sans traitement d’Angll : peu d’activité de la TG2.
Excitation & 972 nm, 25 mW (a, ¢) et 32 mW (b), barre d’échelle : 50 pm. Temps
d’acquisition : 12.9 s (a), 10.8 s (b et ¢). A - artere, G - glomérule, T - tubule rénal.
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pixels SHG déterminées pour les trois groupes de souris. Nous avons obtenu un rapport de 2.3
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Fic. 4.32 — Quantification de la fibrose rénale. Valeurs moyennes de densité volu-
mique de pixels SHG déterminées avec un seuil de 4 photons/pixel pour des reins fixés
de souris TG2(+4/+) sans Ang II (souris témoins) et des souris TG2(+4/+) et TG2(-/-)
traitées avec I’Angll pendant 28 jours (statistique sur 2 souris dans le premier groupe
et 6 dans les deux derniers groupes). Taille du volume sondé : 8.2:10~2mm3. Excitation
a 860 nm. Les barres d’erreurs correspondent a ’erreur standard.

entre les souris TG2(-/-)+Angll et les souris TG2(+/+) sans Angll, de 7.5 entre les souris
TG2(+/+)+Angll et les souris TG2(-/-)+Angll du a la déficience du gene TG2 en présence
d’Ang 1T et de 16.9 entre les souris TG2(+/+)+AnglIl et les souris TG2(+/+) sans AngIl du a
effet de I’Ang 11 chez les souris TG2 (4/+). Ces résultats encore préliminaires, car la statistique
n’est pas suffisante, montrent que la densité volumique de pixels SHG, donc la densité de fibres de
collagene I dans le groupe de souris déficientes en T G2 est significativement plus faible que dans
le groupe de souris sauvages traitées avec Angll. Nous avons récemment confirmé ces résultats
dans le cadre d’un autre étude, sur des males sauvages et déficients en TG2, qui traite a la fois
la progression de la fibrose rénale et son éventuelle régression spontanée sur des souris sacrifiées
a J70. Comme le montre le graphe ci-dessus, la barre d’erreur pour les souris TG2(+/+) traitées
par Angll (souris fibrosées) indique une grande variabilité de la gravité du processus fibrosant
chez les différentes souris et souléve plusieurs questions :

— cette variabilité est-elle liée a une variabilité interindividuelle ? (différence de réponse phy-

siologique selon les individus)

— cette variabilité est-elle liée au modele de fibrose rénale hypertensive induite par Angll?

— d’autres facteurs pourraient-ils jouer un role ? (tels que la variabilité du fond génétique,. . .)

— la taille du volume sondé est-elle suffisante pour révéler la fibrose ?
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Ces différents aspects sont en cours d’investigation au laboratoire, mais ne seront pas abordés
dans ce manuscrit.

L’ensemble de ces résultats (cartographie de I'activité de la transglutaminase tissulaire TG2
associée au fait que les souris déficientes en TG2 sont beaucoup moins fibrosées) suggere que la
TG2 est impliquée dans ’assemblage des fibres de collagene I dans le rein.

Identification de cellules rénales responsables de la synthése du collagene I in vivo Afin d’iden-
tifier les cellules responsables de la synthese du collagene I in vivo dans le rein, nous avons utilisé

Corticale

Médullaire ' Papillaire

F1a. 4.33 — Cartographie de cellules qui synthétisent le collagéne de type I. La
fluorescence endogene est représentée en rouge, le signal SHG du collagene fibrillaire en
vert et le signal 2PEF exogene de la eGFP en blanc. Le collagene de type I est produit
dans les glomérules (fleche G) et par les cellules de l'interstitium péritubulaire (fleche
I), dans les régions corticale et médullaire. Excitation & 860 nm, puissance 6 mW pour
exciter la eGFP et 28 mW pour exciter la fluorescence endogene et le signal SHG. Barre
d’échelle : 100 pm. Temps d’acquisition total : 46.1 s/image.
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des souris transgéniques exprimant la protéine fluorescente eGFP sous le controle du promoteur
de la chaine a1l du collagene de type 1. Cette protéine s’exprime donc dans les cellules ou il y a
une synthese du collagene de type 1. Les souris ont recu le traitement avec I’Angll pendant 28
jours, puis les reins excisés ont été fixés avec de la formaldéhyde a 4 % (voir la préparation des
échantillons). Des coupes coronales de tissu ont été ensuite réalisées (le méme type de coupe que
pour la Fig. a l'aide d’un vibratome, puis visualisées par microscopie multiphoton. Dans ces
expériences, nous avons utilisé une longueur d’onde d’excitation de 860 nm, qui permet d’exciter
a la fois les deux signaux endogenes (2PEF et SHG) et le signal exogene (2PEF de la eGEFP).
Puisque I’émission de la eGFP est située dans la méme gamme de longueurs d’onde que celle de
la fluorescence endogene, ces signaux ne peuvent pas étre séparés spectralement. Pour exciter
seulement la eGFP et pas du tout la fluorescence endogene, nous avons utilisé une puissance
d’excitation minimale (6 mW).

La Fig. présente deux images multiphoton qui combinent le signal de fluorescence en-
dogene (rouge) avec le signal SHG du collagene fibrillaire (vert) et celui de la eGFP (blanc). Elles
cartographient la distribution des sites de synthese du collagene de type I sur une coupe coronale
de tissu rénal fibrosé a J28. Ces images indiquent que la synthese du collagene I est localisé dans
les glomérules rénaux, ainsi que dans les cellules de I'interstitium péritubulaire. Mais puisqu’il n’y
a pas de signal SHG dans les glomérules, ceci implique que le collagene de type I est présent sous
forme de molécules de procollagene dans les cellules glomérulaires ou sous forme de molécules
de collagene non assemblées en fibrilles dans 'espace extracellulaire glomérulaire. Il est ainsi
possible que les cellules glomérulaires disposent d’un équipement enzymatique différent de celui
de cellules tubulaires et interstitielles, ne favorisant pas I’assemblage du collagene I en fibrilles.
D’autre part il est aussi envisageable que les collagenases (enzymes de dégradation du collagene)
soient particulierement efficace dans les glomérules par rapport a 'interstitium péritubulaire.

Les résultats obtenus pour les expériences de mise en évidence des cellules en prolifération
dans le rein sont présentés sur la Fig. [4.34] L’identification de ces cellules repose sur un marquage
persistant par la bromodésoxyuridine (BrdU administrée in vivo chez la souris pendant 28 jours)
qui caractérise des cellules a renouvellement lent. Les cellules porteuses de BrdU sont reconnues
a ’aide d’un anticorps fluorescent anti-BrdU couplé a la FITC. Les signaux ont été acquis de
la méme facon que pour les expériences précédentes pour une longueur d’onde d’excitation de
760 nm. Nous avons représenté en rouge le signal de 2PEF endogene, en vert le signal SHG et
en magenta le signal 2PEF exogene créé par I'anticorps anti-BrdU couplé a la FITC. Comme le
montrent ces images, les cellules en prolifération sont les cellules épithéliales tubulaires. Ainsi il
est possible que les fibroblastes du tissu interstitiel, qui sont les premiers responsables de 1’accu-
mulation de matrice extracellulaire, proviennent en grande partie de la transdifférenciation de ces
cellules épithéliales tubulaires qui, leur nouveau phénotype acquis, migrent dans l'interstitium
a travers la membrane basale tubulaire. Il reste cependant a déterminer quel type de cellules
tubulaires est a 'origine de cette transdifférenciation.
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Fic. 4.34 — Révélation de cellules en prolifération chez les souris fibrosées. La

fluorescence endogene est représentée en rouge, le signal SHG du collagene fibrillaire en
vert et le signal 2PEF exogene de I'anticorps anti-BrdU couplé a la FITC en magenta.
Ces images indiquent que les cellules en prolifération sont les cellules de 1'épithélium
tubulaire (fleches). Excitation & 760 nm, puissance 6 mW pour exciter la FITC et 26
mW pour exciter la fluorescence endogene et le signal SHG. Barre d’échelle : 50 pum.
Temps d’acquisition : 4.7 s/image

4.4.3 Conclusions et perspectives

Nous avons démontré dans cette étude que la microscopie multiphoton permet de visualiser la
morphologie du tissu rénal grace aux signaux de fluorescence endogene de cellules et de la matrice
extracellulaire rénale et au signal SHG du collagene fibrillaire de type I qui est présent dans un
rein sain seulement au niveau de la capsule rénale, I’adventice artérielle, les arteres, les calices
rénaux mineurs et majeurs, le bassinet et I'uretere. D’autre part, la microscopie multiphoton
nous a permis d’étudier les sites préférentiels d’accumulation pathologique du collagene fibrillaire
dans un modele de fibrose rénale induite par administration d’angiotensine II chez la souris. Nous
avons tout d’abord confirmé, sur coupe histologique, par immunohistochimie anti-collagene I et
anti-collagene IV que dans le rein, le signal SHG est spécifique du collagene fibrillaire de type I
et que la distribution de ces deux molécules est tres différente : le collagene de type I s’accumule
dans linterstitium rénal, autour de la capsule glomérulaire, dans I'adventice artérielle et dans
I'interstitium périvasculaire, alors que le collagene de type IV est présent dans les membranes
basales tubulaire et glomérulaire. Ensuite, sur coupe longitudinale épaisse de tissu nous avons
mis en évidence par microscopie SHG une fibrose interstitielle dans la région corticale et a une
plus grande échelle, sur coupes coronales de tisssu, nous avons observé que la fibrose rénale a
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une distribution hétérogene dans les régions corticale et médullaire avec une plus grande densité
de fibres de collagene dans la région cortico-médullaire.

L’inhomogénéité de la fibrose rénale souleve plusieurs questions concernant les facteurs qui
en sont responsables. L’utilisation de souris déficientes en transglutaminase 2 nous a permis
d’apprécier le role de cette enzyme dans I’assemblage de fibres de collagene au cours de la fibrose.
La cartographie de I'activité de cette enzyme associée a la quantification du signal SHG sur coupes
coronales de tissu fibrosé chez des souris sauvages et déficientes en TG2 montrent que la TG2
joue un role dans la constitution de la fibrose interstitielle, les souris déficientes en TG2 étant
moins fibrosées. D’autre part, il semblerait que ’Angll stimule I'activité de la TG2 mais cette
hypothese doit étre vérifiée par comparaison de I'activité TG2 chez des souris fibrosées a JO (jour
0), J3, J7, J28 et J66 et par mesure de l'activité TG2 dans des cultures cellulaires traitées par
I’ AnglI.

Nous avons aussi montré que les cellules responsables de la synthese du collagene I in vivo
au cours de la fibrose rénale sont situées dans les glomérules et dans I'interstitium péritubulaire.
Compte tenu de la cartographie de cellules en proliferation (cellule épithéliales tubulaires) il est
possible que les cellules responsables de la synthese du collagene I proviennent en grande partie
de la transdifférenciation de cellules de 1’épithélium tubulaire.

D’autres expériences doivent étre menées afin de rechercher les mécanismes physiopatholo-
giques responsables de la fibrose rénale et de vérifier si la TG2 constitue une cible thérapeutique
dans la fibrose rénale en utilisant un inhibiteur spécifique de 'activité TG2 extracellulaire. Ac-
tuellement nous menons des études sur des souris sauvages et déficientes en TG2, fibrosées et
témoins. La moitié des souris sont sacrifiées a J28 et I'autre moitié des souris sont surveillées
encore 38 jours supplémentaires et sacrifiées a J66 afin d’analyser 'importance de la restauration
spontanée et sous inhibiteurs de la TG2 de la fonction rénale. Nous espérons que ces expériences
vont apporter une avancée significative pour I’étude du remodelage de la matrice extracellulaire
in vivo, applicable a nombre de questions physiopathologiques.

4.5 Conclusion

Nous avons présenté dans ce chapitre une nouvelle méthodologie, basée sur 1'utilisation de
signaux endogenes de fluorescence excitée a 2 photons et de génération de seconde harmonique,
pour I’étude de fibroses pulmonaire et rénale. Nous avons démontré que la microscopie multi-
photon peut mettre en évidence toutes les caractéristiques de ces pathologies et qu’elle permet
de sonder séparément les processus inflammatoire et fibrosant. Le caractere quantitatif du signal
SHG créé par le collagene fibrillaire nous a permis de proposer des scores de fibrose basés sur des
densités volumiques de pixels SHG, qui se sont avérés tres sensibles dans la région sous-pleurale
du poumon. Dans le rein, bien que ces scores nous aient permis d’apprécier le role de certains
facteurs dans I'évolution de la fibrose rénale, il n’a pas été possible de mettre en évidence une
telle sensibilité. La variabilité de la sévérité de la fibrose rénale, due soit au modele de fibrose
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rénale hypertensive induite par Angll soit a d’autres facteurs, pourrait étre la cause d’une telle
difficulté et d’autres études doivent étre menées pour éclaircir ce point. Néanmoins, nous avons
montré que la microscopie multiphoton permet d’évaluer quantitativement le remodelage de la
matrice extracellulaire dans le rein comme dans le poumon. Cette méthodologie pourrait étre
facilement généralisée a d’autres organes, et en association avec des techniques complémentaires
nous espérons qu’elle permettra le développement de nouvelles approches thérapeutiques.
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Conclusion

Au cours de ce travail de these, a I'interface entre 'optique et la biologie, nous avons vu qu’il
est important de bien analyser les contrastes optiques non-linéaires endogenes observés dans
les tissus afin de développer des outils d’imagerie pertinents, applicables a des problématiques
d’intérét médical telles que les fibroses pulmonaires et rénales.

Nous avons tout d’abord démontré les potentialités de la microscopie multiphoton pour 'ima-
gerie des arteres et de la peau, liées au maintien d’une résolution micrométrique en milieu diffu-
sant, a sa faible invasivité et a la grande spécificité des signaux endogenes. Ceci nous a permis
d’identifier les problemes physiques soulevés par les signaux optiques non-linéaires, observés dans
les tissus, notamment ceux créés par le collagene et la kératine. Sur ce dernier point, nous avons
effectué une étude de caractérisation spectroscopique de la kératine de I’épiderme humain n vi-
tro sur protéine purifiée et in situ sur des biopsies de peau humaine. Cette étude, nécessaire pour
la compréhension des signaux observés en imagerie multiphoton, nous a permis de déterminer la
signature spectroscopique de la kératine sur peau saine, étape indispensable si on veut suivre ses
modifications liées a diverses pathologies telles que les tumeurs.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié la spécificité du signal de seconde harmonique
en fonction du type de collagene et le role de sa structure chirale en triple hélice dans la forte
amplitude des signaux observés. Pour cela, nous avons mené des expériences de dichroisme cir-
culaire conventionnel et de génération de seconde harmonique en surface résolue en polarisation
sur des films de molécules de collagene fibrillaire de type I et de collagene non fibrillaire de type
IV. Nous avons montré que les composantes chirales exaltent le signal SHG du collagene de type
I d’un facteur 2 seulement qui n’est pas suffisant pour expliquer les forts signaux SHG observés
en microscopie.

Ces expériences démontrent qu’au niveau macroscopique 1'efficacité de génération de seconde
harmonique par le collagene de type I est dominée par des effets cohérents au niveau de ’organi-
sation tres dense et quasi-cristalline des fibrilles de collagene bien alignées. Inversement, ’absence
d’un alignement des domaines collagéniques lors de I'assemblage des molécules de collagene de
type IV explique I'absence du signal SHG au niveau macroscopique pour ce type de collagene,
bien que les expériences de SHG en surface aient montré qu’au niveau microscopique chaque
molécule possede une hyperpolarisabilité non nulle et du méme ordre de grandeur que celle du
collagene de type L.

L’ensemble de nos mesures montre que la microscopie par génération de seconde harmonique
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est une sonde de 'organisation macromoléculaire du collagene dans les tissus, plutot qu’une sonde
du type de collagene. Ces expériences ont été confirmées par immunohistochimie (anti-collagéne
I et anti-collagene IV) lors de I’étude de la fibrose rénale.

Finalement, nous avons appliqué ces résultats a I’étude de fibroses rénale et pulmonaire. Nous
avons démontré que la microscopie multiphoton permet de visualiser la morphologie de ces tissus,
de mettre en évidence toutes les caractéristiques de ces pathologies et d’évaluer quantitativement
le remodelage de la matrice extracellulaire au cours de 1’évolution de la fibrose.

Nous avons proposé des scores de fibrose basés sur des densités volumiques de pixels SHG,
qui se sont avérés tres sensibles dans la région sous-pleurale du poumon et qui nous ont permis
d’apprécier le role de certains facteurs dans I’évolution de la fibrose rénale.

Pour la suite de ce travail, nous prévoyons d’autres études visant a déterminer les cellules ou
les médiateurs responsables de la fibrose. Les méthodes que nous développons permettrons de
mesurer le remodelage de la matrice extracellulaire lors de ’administration d’inhibiteurs poten-
tiels a différents stades de gravité. En particulier, nous essaierons de déterminer si les processus
fibrosants sont réversibles et le restitutio ad integrum de I’architecture de la matrice collagénique
possible.

En conclusion, nous avons démontré qu’a l'inverse des techniques conventionnelles qui ne per-
mettent pas de sonder un tissu en volume et par conséquent ne peuvent pas révéler la distribution
trimensionnelle du collagene, encore moins de fagon quantitative, la microscopie SHG est une
sonde structurelle du collagene. De ce fait, ce type de microscopie est un outil adapté a I’'étude
in situ du remodelage de la matrice extracellulaire a 1’échelle micrométrique. Cette méthodologie
pourrait étre facilement généralisée a d’autres organes, et en association avec des techniques
complémentaires elle permettra le développement de nouvelles approches thérapeutiques. Ainsi,
nous espérons que la microscopie multiphoton deviendra un outil de choix pour I'imagerie des
tissus épais et pour des études in vivo sur le petit animal.
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Résumé : La microscopie multiphoton est une technique d'imagerie optique dont une des caractéristiques les
plus remarquables est de fournir une information micrométrique en profondeur dans les tissus intacts. Un autre
intérét est la possibilité de visualiser la structure d’une cellule ou d’un tissu en utilisant des sources de contraste
endogénes qui permettent une imagerie trés peu invasive. De plus, divers modes de contrastes tels que la
fluorescence excitée a deux photons (2PEF), la génération de seconde harmonique (SHG) ou la génération de
troisi¢eme harmonique (THG) sont facilement combinables, et les applications de la microscopie multiphoton
sont ainsi nombreuses et variées, dans des domaines comme les neurosciences, la cancérologie, I’embryologie,...

Cependant, des progres sont encore nécessaires dans la compréhension des contrastes optiques non-linéaires
endogenes observés dans les tissus. Dans ce contexte, la génération de seconde harmonique par le collagéne
fibrillaire soulevait différentes questions au début de ce travail, notamment sur la spécificité de la SHG en
fonction du type de collagéne et sur le role de sa structure chirale en triple hélice dans la forte amplitude des
signaux observés. L’étude du collagéne est particuliérement intéressante car il représente 30 % du contenu total
du corps humain en protéines. Constituant principal de la matrice extracellulaire d’une grande variété de tissus
et d’organes, le collagéne est impliqué dans tout remodelage de la matrice extracellulaire et dans de nombreuses
pathologies, mais on manque actuellement d’outils performants pour visualiser son architecture
tridimensionnelle a 1’échelle micrométrique. Dans ce contexte, la microscopie SHG est un outil prometteur pour
visualiser la distribution du collagéne dans les tissus.

Ce travail de thése a débuté avec des expériences de génération de seconde harmonique en surface résolue en
polarisation sur des films minces de molécules de collagéne de type I et [V, qui nous ont permis de démontrer
que la microscopie SHG est une sonde de 1’organisation macromoléculaire du collagéne et non pas du type de
collagéne. Nous avons appliqué ensuite ces résultats a 1’étude de la fibrose collagénique pulmonaire et rénale
dans des modeles murins, une accumulation pathologique de collagéne fibrillaire qui peut conduire a une
insuffisance rénale terminale ou a une insuffisance respiratoire souvent létale a terme. Nous avons démontré que
la microscopie multiphoton permet de visualiser la morphologie de ces tissus, de mettre en évidence toutes les
caractéristiques de ces pathologies et d'évaluer quantitativement le remodelage de la matrice extracellulaire au
cours de I'évolution de la fibrose. Finalement, nous avons proposé des scores de fibrose basés sur des densités
volumiques de pixels SHG qui nous ont permis d'apprécier le role de certains facteurs (cellules/enzymes
d'assemblage) responsables de la fibrose. Ce travail devrait ainsi permettre de proposer de nouvelles approches
thérapeutiques pour ces pathologies fibrosantes.

Mots-clés : microscopie SHG, collagéne, microscopie multiphoton, kératine, fibrose, poumon, rein

Abstract: Multiphoton microscopy is an optical imaging technique which has the unique ability of providing
three-dimensional micrometer resolution within thick tissues. Another attractive feature is that it is possible to
visualise the structure of an unstained cell or tissue using endogenous sources of contrast that allow for a less
invasive imaging method. Moreover, different contrast modes like two-photon excited fluorescence (2PEF),
second harmonic generation (SHG) or third harmonic generation (THG) can be easily combined, and all these
features enable a wide range of applications of multiphoton microscopy in fields like neurosciences, oncology,
embryology,...

Meanwhile, progresses are still needed in order to completely characterize the endogenous sources of
nonlinear optical contrast observed in biological media. Thus, the second harmonic generation from fibrillar
collagen raised different questions in the beginning of this work, mainly on the role of the collagen type and the
role of its triple helical structure (that means the chirality) in the SHG signal. The study of collagen is
particularly interesting for this protein represents 30% of the total human body proteins. The collagen is the
main constituent of the extracellular matrix of a wide variety of tissues and organs and hence it is involved in
the remodelling of the extracellular matrix and numerous pathologies. But nowadays there's a lack of
appropriate methodologies to visualise the 3D architecture of collagen at a micrometer scale. In this context, the
SHG microscopy appears as a promising tool for the visualisation of the distribution of collagen within the
tissues.

This work started with polarisation-resolved surface second harmonic generation experiments on thin films of
collagen I and IV molecules, which allowed us to demonstrate that the SHG microscopy is a sensitive probe of
collagen macromolecular organization and not of the collagen type. We next applied these results to the study of
pulmonary and renal fibrosis in animal models, a pathological accumulation of fibrillar collagen which can
progress to a terminal renal insufficiency or to a respiratory insufficiency often lethal eventually. We
demonstrated that multiphoton microscopy permit to visualise the morphology of these tissues, to evidence all
the characteristic features of these pathologies and quantitatively evaluate the remodelling of the extracellular
matrix during fibrosis. Finally, we have proposed fibrosis scores based on volume fractions of significant SHG
signals which allowed us to appreciate the role of different factors (cells/assembling enzymes) in fibrosis. This
methodology will help to develop new therapeutic approaches based on a better understanding of these fibrotic
pathologies.

Keywords: SHG microscopy, collagen, multiphoton microscopy, keratin, fibrosis, lung, kidney
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