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Introduction

Point n’est besoin d’espérer pour entreprendre,
ni de TéussSIr pour perseévérer
- Guillaume I¢" d’Orange-Nassau

La microscopie optique joue, depuis son invention, un réle central en biologie en
permettant d’observer des constituants du vivant invisibles a I’ceil nu. La visualisation de
processus biologiques est souvent une étape essentielle & la compréhension des mécanismes
sous-jacents. Ainsi, la mise au point d’une technique d’imagerie adaptée peut entrainer
une avancée rapide des connaissances. C’est pourquoi le développement de nouveaux
outils et de nouvelles techniques pour la biologie et la médecine a toujours été un moteur
pour la recherche en microscopie.

Les premiers microscopes ont permis & leur inventeur, Antoine Von Leeuwenhoek, de
découvrir en 1677 les bactéries, les spermatozoides et les globules rouges, nonobstant les
distorsions importantes des images. A la fin du XVII® siécle, Hooke améliore le dispositif
en introduisant un oculaire : c¢’est le microscope composé, qui devient alors un produit
commercial. Durant les trois siécles qui ont suivi, les éléments optiques ont sans cesse été
perfectionnés afin de réduire les aberrations géométriques et chromatiques des objectifs,
des oculaires et des systémes d’illumination. Parmi les exemples les plus probant, la
microscopie optique a permis, au XIX® siécle, la découverte de la cellule, du noyau et de
nombreuses études morphologiques.

Le XX¢ siécle voit notamment ’avénement des techniques de fluorescence basées sur
I’absorption de photons par des colorants intrinséques ou extrinséques, suivie d’émission
de lumiére & une longueur d’onde plus élevée. Toutefois les propriétés diffusives des tissus
biologiques brouillent 'imagerie d’un objet enfoui en profondeur, obligeant & augmenter
Iintensité de la lumiére d’excitation pour atteindre des profondeurs plus importantes,
au risque d’endommager I’échantillon. Il faut attendre 1957 pour que Marvin Minsky
propose un microscope "confocal" dans lequel I'utilisation astucieuse d’un diaphragme
permet d’imager un plan particulier, autorisant ainsi des "coupes" virtuelles d’un échan-
tillon tridimensionnel par un balayage point par point. L’utilisation conjointe de cette
technique et de marqueurs fluorescents fonctionnalisés permet d’accéder a une observation
3D in situ en ciblant trés spécifiquement 'objet biologique d’intérét (organites cellulaires,
macromolécules...). Progressivement le domaine d’utilisation du microscope s’étend. De
la cellule on passe aux tissus vivants voire & 1’organe, du morphologique on évolue vers
le fonctionnel. Ainsi aujourd’hui nous cherchons & visualiser Iinteraction des protéines
ou des cellules dans les tissus, les processus intracellulaires... Chaque année de nouvelles
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techniques apparaissent pour voir plus petit, plus spécifique, plus physiologique...

Le développement des lasers ultra-brefs, dans les années 80, a permis de dépasser le
stade de la réponse linéaire pour tirer profit d’effets non-linéaires spectaculaires, aujour-
d’hui exploités de fagon quasi-routiniére dans certains laboratoires. Parmi les pionniers
dans ce domaine, on peut citer Denk, Strickler et Webb qui introduisent en 1990 la micro-
scopie de fluorescence excitée a deux photons (2PEF) en utilisant des lasers femtosecondes
infrarouges [1]|. Cet effet n’étant significatif qu’au foyer de objectif utilisé, il est possible
d’obtenir une résolution intrinséquement tridimensionnelle. Depuis une quinzaine d’an-
nées, la microscopie non-linéaire s’est imposée comme une technique de choix pour des
études in vivo. Du fait de ses avantages, notamment sa bonne profondeur de pénétration
et la multiplicité des modes de contrastes accessibles, les applications de la microsco-
pie multiphoton sont nombreuses et variées, dans des domaines comme les neurosciences
[2, 3, 4], la cancérologie |5, 6], 'embryologie |7, 8, 9, 10]...

Le Laboratoire d’Optique et Biosciences (LOB) dans lequel j'ai effectué ma thése
s'intéresse particuliérement aux techniques de microscopie multiphoton (MPM). Parmi
les projets développés on peut citer par exemple I'utilisation d’optique adaptative [11, 12]
pour la MPM, I'imagerie en nappe de lumiére [13] ou multi-couleur (Brainbow) [14] ou
la génération d’harmoniques résolue en polarisation (P-SHG, P-THG) [15, 16, 17, 18|.
Le groupe posséde une grande expertise en génération de seconde harmonique (SHG)
par le collagéne et sur I'application de cette technique a I'étude de tissus conjonctifs
présentant des propriétés structurales variées. En particulier, I’équipe a travaillé sur des
tissus tels que la cornée [19, 20, 21] ou le tendon [22|, sur la caractérisation de gels de
collagéne [23, 24|, utilisés pour la formation de matériaux biomimétiques, sur le diagnostic
de fibroses rénales [25, 26]...

Cette thése est centrée sur I’'étude du collagéne, une protéine ubiquitaire qui représente
environ 30% de la masse protéique du corps humain et est le constituant principal de la
matrice extracellulaire d’une grande variété de tissus et d’organes. De ce fait, le collagéne
est impliqué dans tout remodelage de la matrice extracellulaire et dans de nombreuses
pathologies. Partant de 13, il subsiste un besoin de techniques performantes pour visualiser
Parchitecture tridimensionnelle du collagéne a I’échelle micrométrique. Dans ce contexte,
la microscopie SHG est un outil primordial pour imager la distribution du collagéne dans
les tissus, car cette protéine présente un fort signal de seconde harmonique. Cependant,
malgré les grandes avancées, depuis deux décennies, dans le domaine de la microscopie
multiphoton, plusieurs problématiques perdurent a propos de la SHG du collagéne.

1. L’origine méme du signal SHG est encore mal connue, notamment en ce qui concerne
I'identification d’une sous-structure élémentaire responsable de la forte réponse SHG
du collagéne.

2. La construction du signal SHG étant intimement liée a sa cohérence (cf. 11.2.2),
I'organisation spatiale des harmonophores y joue un role crucial. Ainsi, il demeure
difficile & I’heure actuelle de corréler I'intensité SHG détectée avec le nombre (ou
la densité) de molécules du tissu. C’est pourquoi la SHG reste aujourd’hui un outil
semi-quantitatif.

Cette seconde problématique délimite le sujet de cette thése qui a pour but une étude
quantitative des signaux SHG provenant du collagéne :
e d’un point de vue fondamental, pour relier le signal SHG a la densité d’harmo-
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nophores et discuter de la nature physique de ces harmonophores dans le cas du
collagéne fibrillaire

e d’'un point de vue phénoménologique, pour développer des méthodes d’analyse

d’images quantitatives sur différents systémes collagéniques (systémes modéles ou
tissus).

Dans ce manuscrit, le premier chapitre introduit les notions biologiques nécessaires a
la compréhension de la suite, ainsi que les diverses techniques usuelles de visualisation
du collagéne. Le deuxiéme chapitre expose les principes d’optique non-linéaire a ’origine
de la SHG et décrit le microscope multiphoton utilisé au laboratoire. Nous présenterons
ensuite, dans le troisiéme chapitre, un projet visant a caractériser et controler la fibrillo-
genése du collagéne, étude qui nous a permis de nous familiariser avec la manipulation
de fibrilles de collagéne de diamétres variables. Le chapitre quatre décrit, quant a lui,
la calibration des signaux SHG, mise en place sur ces systémes fibrillaires, par corréla-
tion & la microscopie électronique, ainsi que 'interprétation de ces mesures en terme de
construction du signal SHG dans les fibrilles. Enfin, le chapitre cinq propose une étude
couplée entre mécanique et imagerie de tissus de souris génétiquement modifiées, modéles
pour le syndrome d’Ehlers-Danlos, une pathologie génétique des tissus conjonctifs, étude
pour laquelle nous avons développé des outils d’analyse d’images quantitative du réseau
collagénique.
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Chapitre 1

Le collagéne

Si lon sait exactement ce que l'on va faire,
a quoi bon le faire
- Pablo Ruiz Picasso
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Le collagéne est une protéine omniprésente dans le régne animal. Chez les verté-
brés, il représente prés de 30% de la masse protéique, et on le rencontre aussi, dans une
bien moindre mesure, chez les insectes ou les arthropodes. Il est localisé dans les tissus
conjonctifs qu’il contribue a structurer et est le constituant majoritaire de la matrice
extracellulaire (ECM), secrétée par les cellules, qui confére & ces tissus leur forme, leur
résistance mécanique et leur flexibilité. L’ECM est principalement constituée de fibrilles
de collagéne associées & d’autres types de collagéne non fibrillaires |27, 28, 29|, d’autres
protéines (fibrine, élastine) et des protéoglycanes. Cet ensemble, de composition trés va-
riable suivant les tissus considérés, est baigné dans un fluide interstitiel qui contient de
I’eau, des ions et différentes macromolécules circulantes.
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Nous allons, dans un premier temps, voir les différents types de collagéne, puis nous
focaliser sur le collagéne I, qui nous intéressera particuliérement dans ce manuscrit. Enfin
nous introduirons briévement les principales techniques d’imagerie du collagéne pour
mettre en exergue les avantages et les inconvénients offerts par la microscopie SHG.

I.1 Les types de collagéne

Le terme "collagéne" est en fait utilisé pour désigner tout un ensemble de protéines.
Jusqu’a présent, 28 types de collagéne ont été identifiés et classés dans 8 familles (tables I.1
et 1.2) |27, 30]. Tous les collagénes forment des structures supramoléculaires méme si leur
taille, leur fonction et leur distribution dans les tissus peuvent varier considérablement.
Leurs points communs étant la grande régularité de la séquence d’acides aminés et la
présence d’un domaine en triple hélice, plus ou moins long. Les différents types de colla-
géne sont caractérisés par la complexité et la variété de leur structure, et la présence de
domaines non hélicoidaux additionnels.

Famille || Caractéristiques

Collagéne fibrillaire.

Collagéne formant des réseaux 2D.

FACIT : collagéne avec des domaines en triple hélice interrompus.
Collagéne microfibrillaire formant des filaments perlés.

Collagéne associé aux fibrilles d’ancrage.

Collagéne transmembranaire.

Nouveaux types de collagéne partiellement déterminés.

Protéine contenant des domaines en triple hélice non définies.

iR Neslwi@Rve il

TABLE 1.1 — Familles de collagéne : Récapitulatif des différentes familles de
collagéne [adapté de [27, 30]].

Le collagéne est une protéine structurale majeure des tissus conjonctifs, dans lesquels
il remplit le role d’armature. En effet, les collagénes fibrillaires (notamment le type I)
ont une résistance qui, a poids égal, surpasse celle de 'acier et sont impliqués dans les
propriétés biomécaniques (résistance, visco-élasticité...) de tissus tels que le tendon, I'os
ou la peau (cf. chapitre V).

[.2 Le collagéne 1

Les protéines sont des macromolécules biologiques constituées d'un enchainement li-
néaire d’acides aminés (structure primaire). Ces séquences peuvent ensuite se replier
dans lespace pour former une molécule plus complexe (structure secondaire et tertiaire).
L’agencement 3D spécifique joue un role crucial dans l'activité biologique des protéines.
Si la synthése de la séquence d’acides aminés est encodée génétiquement, ses mécanismes
de repliement et d’auto-assemblage (structure quaternaire) sont essentiellement guidés
par des réactions enzymatiques ou par des interactions physico-chimiques (liaisons hy-
drogénes, interactions électrostatiques ou de Van der Waals...). De plus, si les phénoménes
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d’auto-assemblage moléculaires sont bien établis, les processus de formation de structures
a I'échelle supra-moléculaire le sont beaucoup moins.

Par la suite, nous nous concentrerons sur les collagénes fibrillaires, et plus particulie-
rement sur le collagéne de type I qui représente 90% des collagénes chez les vertébrés.
Néanmoins, la description du domaine hélicoidal principal est valide pour tous les autres
types de collagéne, a quelques variations de séquence prés.

Type H Isoforme Famille Distribution tissulaire Caractéristiques
I [a1(I)]2ce2(1) A Os, derme, cornée... Majoritaire
[a1(D)]s A Derme, dentine Mineur
II. [a1(I1)]3 A Cartilage, humeur vitreuse Fibrilles fines
I1I. [aq (T11)]3 A Derme, paroi des vaisseaux  Associé au type 1
IV. [a1(IV)]201-6(IV) B Membranes basales Non fibrillaire
V. a1 (V)aza(V)ag(V) A Tissus conjonctifs Régule la taille des
fibrilles de type I
VL a1 (VD as(VI)as(VI) D Muscle, poumon, cartilage,
derme, paroi des vaisseaux Filaments perlés
VIL [ (VII)]3 E Peau, jonction dermo- Fibrilles d’ancrage
épidermique, muqueuse
VIIIL [a1(VIII)]|2co(VIII) B Endothélium, membrane Non fibrillaire
de Descemet
IX. a1(IX)as(IX)as(IX) C Cartilage, corps vitré Associé au type 11
X. [a1(X)]s B Cartilage hypertrophique Non fibrillaire
XL o (XDag(X1as(XI) A Cartilage, corps vitré Associé au type II
XIL [a1(XI1))3 C Ligaments, tendons Associé au type I
XIII. [oq (XTIT)]3 F Follicules pileux, épiderme Transmembranaire
jonction neuromusculaire
XIV. [ (XTIV)]3 C Derme, tendons, poumon, Associé au type 1
foie, paroi des vaisseaux
XV. [a1 (X V)]s G Muscle, pancréas, rein,
fibroblaste, vaisseaux
XVI. [a1 (XVI)]3 C Fibroblaste, kératinocyte Associé au type I
XVIIL [oq (XVII)]3 F Jonction dermo-épidermique
XVIIL [0 (XVIIT)]s G Poumon, foie, rate Associé au type IV
XIX. [o1 (XTX)]s C Rhabdomyosarcome Rare
XX. [a1(XX)]s C Tendon, épithélium cornéen,
peau embryonnaire
XXI. [a1 (X XT))3 C Paroi des vaisseaux
XXII. [0 (X XIT)]3 C Cartilage, follicules pileux
XXIII. [ (X XTIT)]3 F Jonctions des tissus Rare
XXIV. [0 (X XIV)]3 A Cornée, os Expression sélective
XXV. [a1 (XX V)]s F Plaque amyloide (CLAC) Associé au type I
XXVL || [0 (XX V)3 D
XXVIL || [e1(XXVIII)]s A Cartilage, peau Associé au type 1
XXVIIL || [oa(XXVIII)]s D Membrane basale Nombreuses
interruptions

TABLE 1.2 — Types de collagéne :

Récapitulatif des différents types de col-
lagene, de leurs distributions dans les tissus et de leurs caractéristiques notables
[adapté de [27, 30]].
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1.2.1 La triple hélice
[.2.1.1 Structure primaire

Un brin de collagéne de type I (appelé chaine «) est un enchainement polypeptidique
de 1055 acides aminés (figure 1.1). Dans la partie hélicoidale un acide aminé sur trois
est une glycine (figure I1.2.a). Cette séquence peut donc étre schématisée par une série
de triplets [Gly — X — Y],, on X et Y peuvent étre n’importe quels acides aminés, mais
sont le plus souvent (environ 20 & 30% des résidus) une proline ou une hydroxyproline. Le
nombre de répétitions n de ce motif dépend du type de collagéne et détermine la longueur
du domaine en triple hélice. Les chaines o pouvant étre différentes?!, elles sont indexées
par un chiffre arabe et un chiffre romain indiquant le type de collagéne. Par exemple,
une molécule de collagéne de type V est composée de trois chaines « différentes : a;(V),
O[Q(V) et 0[3(‘/).

NH,
HaN
NH
0 H, H
HZN/\( \ 0o o) HoN OH 2 o
OH H OH HO O HaN HZN
HO OH

Glycine Proline Hydroxyproline Alanine Glutamine Arginine Lysine
329 %o 126 %0 95 %o 109 %e 74 %o 49 %o 29 %o

FIGURE I.1 — Principaux acides aminés du collagéne : Fréquence dans les
chaines o de collagéne de type I (dans la peau des mammiféres), en nombre de
réstdus pour mille.

L’analyse de la structure primaire du collagéne fait apparaitre différents motifs, no-
tamment la répétition périodique de certaines séquences caractéristiques. En particulier,
I’agglomération de résidus polaires ou hydrophobes apparait tous les 234 résidus. Nous
verrons plus tard (cf. 1.2.3.2) que ces motifs périodiques jouent un role dans l'organisa-
tion particuliére des molécules de collagéne & l'intérieur des fibrilles. Enfin, notons que
du fait de 'asymétrie de la séquence d’acides aminés et des liaisons peptidiques de ces
derniers, qui pointent toutes dans la méme direction, la molécule de collagéne présente
une polarité.

I.2.1.2 Structure secondaire et tertiaire

La structure secondaire traduit le repliement local de la chaine polypeptidique d'une
protéine, tandis que la structure tertiaire décrit ’agencement de la chaine dans I’espace.
Au vu de la géométrie de la protéine les structures secondaire et tertiaire sont confon-
dues et décrivent I'enroulement en hélice gauche de la chaine «, grace a la régularité

1. Un méme type de collagéne pouvant résulter de la transcription de plusieurs génes, les chaines «
de ce collagéne peuvent présenter des séquences d’acides aminés variées. Par exemple, le collagéne IV
est synthétisé par 6 génes, ce qui résulte en 6 séquences différentes (a1_g). A noter que si deux chaines
a1 d’'un méme type de collagéne présentent des séquences identiques, les chaines oy de deux types de
collagéne sont différentes.
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de la séquence de son domaine central, de 1,5 A de diamétre et de pas 8,4 A [31, 32]
(figure 1.2.b). I’arrangement de 1'hélice provient principalement de la répulsion stérique
entre les résidus de proline et les hydroxyprolines. A noter que contrairement a I'hélice
a droite rencontrée dans la plupart des autres protéines, ’hélice du collagéne n’est sta-
bilisée par aucune liaison hydrogéne intra-chaine. Les extrémités N- et C-terminales sont
respectivement constituées de 150 et 250 acides aminés. Elles servent a la reconnaissance
des chaines o pour I'assemblage en triple hélice.

(a) Séquence (striicture primaire). (d)
Gly—Pro —Met—Glv—Pro—Ser—Glv—Pro—Arg—
Gilv—Leu—Hyp—Glv—Pro—Hy p-Glv—Ala—Hyp—
Gly—Pro—Gln-Gly—Phe-GIn—-Gly—Pro—Hyp-. ..

(D) Chaine a en hélice (structure secondaire):

Gy X Y Gy X Y

(¢) Triple Hélice (stricture quaterncire):

Chaine A

® & o
ChaineB Y Chamne C

1.5nm

FIGURE 1.2 — Structure protéique du collagéne : (a) La structure primaire
est la séquence d’acides aminés. On observe notamment une glycine tout les trois
résidus. (b) Les structures secondaire et tertiaire de la molécule de collagéne sont
confondues et représentent 'enroulement en hélice gauche de la chaine o [source :
Benoit Leblanc, Université de Sherbrooke]. Enfin (c) la structure quaternaire de
la molécule de collagéne décrit son enroulement en triple hélice droite [Adapté de
Beck et coll. [31]]. (d) Unraveling Collagen par Julian Voss-Andreas, sculpture
représentant la triple hélice de collagéne et ses lignes de force dominantes.
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[.2.1.3 Structure quaternaire

La structure quaternaire des protéines décrit la maniére dont différentes chaines po-
lypeptidiques s’associent pour former une molécule multimérique.

La molécule de collagéne a une structure caractéristique atypique en triple hélice
droite de 1,5 nm de diamétre et de pas 8,6 nm [31], résultant de 1'association de trois
chaines « (figure 1.2.c). Les chaines latérales des acides aminés sont disposées radialement
sur la surface cylindrique de la molécule. La glycine, étant le plus petit acide aminé,
occupe la position centrale dans la triple hélice et sa chaine latérale (ne contenant qu’un
atome d’hydrogéne) pointe vers l'intérieur, ce qui permet un assemblage trés compact. A
I'opposé les résidus des autres acides aminés (X et Y) pointent vers ’extérieur et sont donc
accessibles pour des interactions avec le solvant et/ou les autres molécules de collagéne.

La stabilité de la triple hélice est assurée par des liaisons hydrogénes entre les résidus
de glycine d’une chaine et les groupements carboxyles d’'une autre ainsi que des liaisons
covalentes. Pour les collagénes fibrillaires, le domaine en triple hélice est continu et s’étend
sur environ 1011 acides aminés pour le type I, alors que pour les collagénes non-fibrillaires
il est interrompu par des séquences non collagéniques. Suivant le type de collagéne consi-
déré, la triple hélice peut étre constituée de trois chaines « identiques (forme homotrime-
rique) ou de chaines différentes (forme hétérotrimérique), assemblées par un mécanisme
de type "fermeture éclair" (zipper-like) [33] depuis la région C-terminale jusqu’a la région
N-terminale. Dans le cas du collagéne de type I qui nous intéresse ici, la forme prédomi-
nante de la triple hélice est un hétérotrimeére résultant de ’association de deux chaines
a;1(I) et d’une chaine ay(I) (table 1.2).

1.2.2 Synthése

Les génes codant pour le collageéne possédent entre 3 et 17 exons et des sites d’initiation
de la transcription variables. Par conséquent un géne est associé a plusieurs chaines .

Le collagéne est produit dans 'ECM par une famille de cellules appelées fibroblastes.
La chaine « est synthétisée au niveau des ribosomes avant d’étre sécrétée dans le réticulum
endoplasmique. Le peptide signal a I'extrémité N-terminal est clivé et certains résidus
sont hydrolisés (prolines et lysines) ou glycosylés (hydroxylysines). Enfin la formation
de ponts disulfures entre les propeptides C-terminaux permet d’aligner trois chaines «
qui s’enroulent dans la direction N-terminale. Ceci permet un assemblage compact de 3
chaines pour former une triple hélice droite, appelée procollagéne, soluble dans le milieu
physiologique. Les triples hélices de collagéne sont alors empaquetées dans des vésicules,
dans 'appareil de Golgi, et excrétées a I'extérieur de la cellule (figure 1.3).

Aprés exocytose, les domaines globulaires N- et C-terminaux (dont la séquence n’est
pas constituée d’une répétition de triplets [Gly — X — Y|3) sont excisés par des pepti-
dases spécifiques. La molécule résultant de ces diverses associations et modifications, le
tropocollagéne, est une protéine semi-flexible d’environ 300 nm de long et de 1,5 nm de
diamétre, formant la structure élémentaire du collagéne dans les tissus. Elle est consti-
tuée d’un long domaine en triple hélice et de deux courts domaines non hélicoidaux (les
télopeptides) aux extrémités du domaine collagénique.
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(L) Synthese dela chaine ¢

(2)Hydroxylation q:ley
prolines ef lysines &

HyN

(3) Glycohisation de
certaines hydroxylysines /

HaN CooH Fibre de collagéne
Propeptide OH OH z
/ (4) Auto-assemblage T ) )
de 3 triplez heliceg 0.5-3 pm ] )

OH OH

(9) Agrégation des \
fibrilles en fibre

Appareil

( ‘3 ! % g E:_. )/ Veézicules de Golg’i
OH 'OH OH OH
Membrane plasmique

Procollagene / (6) Excretion

/E éoucuoﬂ E (7)C l“"-t‘lt‘\ - EHO"OH (8) Auta-

propephides  Tropocollagéne aszemblage

Fibrille de collagene

FIGURE 1.3 — Synthése du collagéne n vivo : Toutes les étapes de structu-
ration se font intra-cellule jusqu’a la formation de triples hélices qui sont alors
excrétées dans le milieu physiologique. Cest ’excision des propeptides qui semble
enclencher a ce stade la formation des fibrilles [Adapté de [34]].

[.2.3 Fibrillogenése

Les triples hélices sont stables en solution a pH acide (< 5), a basses températures
(< 25°C)) et faible force ionique (< 600 mM). A 'inverse, dans les conditions et concentra-
tions physiologiques, le tropocollagéne va spontanément s’assembler sous forme d’édifices
supramoléculaires (fibrilles et fibres) qui vont charpenter 'ECM. Nous allons maintenant
discuter de la structure et de la formation (fibrillogenése) de ces édifices in vivo et in
vitro.

1.2.3.1 Formation des fibrilles

Le processus de la fibrillogenése in vivo est encore mal compris, d’autant plus qu’il
est vraisemblablement intimement lié a la synthése, au transport et aux modifications
posttraductionnelles du collagéne [27]|. L’hypothése la plus commune décrit la fibrilloge-
nése comme un processus extracellulaire d’auto-assemblage de triples hélices de collagéne,
principalement gouverné par des forces physico-chimiques classiques (électrostatiques). La
diminution de la solubilité, liée a la perte des domaines C- et N-terminaux, enclenche le
phénomeéne de fibrillogenése. En effet, les propeptides ont été décrit comme des inhibi-
teurs de la fibrillogenése in vitro et empécheraient donc toute éventuelle formation de
fibrilles intracellulaires [35].

Les liaisons hydrogénes permettent ’auto-assemblage en fibrilles et divers processus
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biochimiques contribuent a stabiliser la structure par des interactions polaires, hydro-
phobes et non covalentes, voire par des réticulations covalentes (cross-link). Par exemple,
une enzyme spécifique, la lysyl-oxydase, oxyde certains résidus prés des télopeptides per-
mettant la formation de liaisons covalentes & partir de la chaine latérale des lysines ou
des hydroxylysines |36, 37|. Dans certains type de collagéne (III, IV, VI, VII), on trouve
aussi des liaisons dissulfures intra- et intermoléculaires. Ces pontages stabilisent les mo-
lécules ce qui permet au tropocollagéne de s’assembler en fibrilles de diamétres variables
(typiquement entre 10 et 300 nm) et lui conférent une trés grande rigidite.

Bien que le collagéne en soit le constituant majoritaire, 'ECM contient de nombreuses
autres molécules biologiques régulant notamment la fibrillogenése. Parmi ces molécules,
les protéoglycanes? occupent le plus gros volume et forment un gel qui constitue la
substance de base de ’ECM. Outre leur role mécanique de résistance a la compression,
ils jouent un réle dans la régulation du diamétre des fibrilles et de leur interdistance. Par
ailleurs, in vivo, les fibrilles de collagéne sont majoritairement hétérotypiques, c’est-a-dire
qu’elles sont constituées de différents types de collagéne associés, et il a été montré in
vitro que des types de collagéne minoritaires, notamment le type V, contribuaient & la
régulation du diamétre des fibrilles (cf. V.1.1.3). Par exemple, les fibrilles de collagéne dans
la peau sont des assemblages des types I, III et V et celles du cartilage des assemblages
des types II et XI.

Il est important pour la suite de noter que tous ces processus peuvent étre reproduits
in vitro. A pH acide, usuellement autour de 2, dans de I'acide acétique, le collagéne est
soluble (les fibrilles sont défaites) sous forme d’une solution de tropocollagéne. Lorsque
le pH est plus élevé (autour d’un pH neutre) les triples hélices s’arrangent spontanément
en fibrilles similaires & celles observées dans les tissus.

1.2.3.2 Structure des fibrilles

Les modeéles de structure des fibrilles de collagéne ont principalement été proposés a
partir de clichés de diffraction de rayons X et d’observations en microscopie électronique
[38, 39, 40], permettant de déterminer 1'organisation locale des molécules de collagéne.
La plus remarquable caractéristique structurale des fibrilles de collagéne est le décalage
axial périodique des triples hélices résultant directement de la structure primaire du
collagéne. Comme nous 'avons vu (cf. 1.2.1.1), la séquence du tropocollagéne présente
une accumulation de résidus polaires tous les 234 4 1 acides aminés, ce qui correspond a
une période D = 67 nm. Ces résidus permettent ’accrétion des triples hélices pour former
des fibrilles. Comme la longueur des molécules (300 nm) correspond a 4,48D, soit une
valeur non-entiére, il faut un espace vide résiduel entre deux molécules de tropocollagéne
alignées. Il existe donc des régions distinctes plus ou moins denses, respectivement les
overlaps (zones de recouvrement de 20 nm de long) et les gaps (zones vides de 47 nm de
long), réguliérement réparties le long des fibrilles (figure I.4.a-b). Ce décalage périodique
axial des triples hélices permet de former des réticulations dans les zones de recouvrement,
et confére aux fibrilles de collagéne une bonne résistance mécanique a la traction (module
d’Young 2 4 7 Gpa) [41, 42, 43, 44].

En microscopie électronique a transmission, ce décalage périodique donne lieu a une

2. Les protéoglycanes résultent de la combinaison d’une protéine et de glycosaminoglycanes (chaines
polysaccharidiques non ramifiées).
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alternance caractéristique de bandes claires et de bandes sombres. Cette striation est
particuliérement visible lorsque I’échantillon a été traité en coloration négative (le plus
souvent a l'acétate d’uranyle), du fait de la haute concentration en éléments lourds dans
les gaps (cf. 1.3.1.2).

)

(c
“msa{? %

(c)

1 1

nm \ Liaison covalente
_— entre deux lysines
(b)

FIGURE 1.4 — Assemblage fibrillaire des triples hélices : (a) Décalage
longitudinal des triples hélices permettant de former des réticulations dans les
zones de recouvrement [source : Benoit Leblanc, Université de Sherbrooke/, (b)
Arrangement en fibrilles [ibid.] et (c¢) Coupe transverse montrant une réparti-
tion quasi-concentrique de triples hélices. Dans ce modele 5 molécules occupent
12 nm? (zone en jaune) [source : Hulmes et coll.[39)]].

L’organisation latérale des molécules de collagéne a I'intérieur des fibrilles reste, quand
a elle, plus floue. Certaines études montrent que cette organisation a des propriétés cris-
tallines, ce qui a conduit & la proposition de modéles de microfibrilles constituant des
sous-unités hélicoidales formées de 4 ou 5 triples hélices [39] (figure I.4.c). D’autres in-
diquent que, bien qu’il n’y ait pas d’ordre a grande distance, il y aurait un arrangement
des molécules sur un réseau quasi-hexagonal & courte distance [40]. En outre, l'ordre
latéral semble dépendre drastiquement du type de tissu étudié.

1.2.4 Structure hiérarchique dans les tissus

Les différentes fibrilles peuvent de plus s’associer entre elles, ainsi qu’a d’autres pro-
téines (comme les protéoglycanes), pour former des entités supramoléculaires : les fibres.
Le mécanisme de formation des fibres de collagéne, relativement complexe, n’est pas to-
talement éclairci a ce jour, car quelques aspects de la genése des fibres sont encore a
définir, tels que I'arrangement des fibrilles de différents types de collagéne les unes par
rapport aux autres ou le controle de leurs proportions respectives. Par exemple, in vivo
le diamétre des fibres est finement controlé par des protéoglycanes, tels que la décorine,
qui entourent les fibrilles de collagéne pour les associer aux autres molécules du tissu
conjonctif.

En résumé, ’étude du collagéne fait intervenir un grand nombre de niveaux hiérar-
chiques (figure 1.5) depuis la séquence particuliére d’acides aminés jusqu’a la formation
d’un tissu vivant complexe, tel que ’os ou la cornée, en passant par I’auto-assemblage en
fibrilles hautement organisées.
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FIGURE 1.5 — Structure hiérarchique du collagéne fibrillaire dans les
tissus : Schéma des différentes structures, de l’échelle nanométrique (chaine o)
a Uéchelle millimétrique (lamelles, faisceau...).

Les fibres de collagéne définissent la forme des tissus vivants et sont a l'origine de
leur stabilité thermique et de leur résistance mécanique. Elles peuvent atteindre plusieurs
millimeétres de long et leur diamétre varie de quelques centaines de nanomeétres & quelques
microns suivant le stade de développement et le tissu considéré.

F1GURE 1.6 — Exemples d’organisations du collagéne dans les tissus : (a)
Image TEM de tendon (fibrilles unidirectionnelles) [source : Komai et coll.[]5]],
(b) Image TEM de cornée (organisation en lamelles superposées) [source : Mi-
cheéle Salvotelli, Hopital de [’Hotel-Dieuf, et (¢) Image TEM de la peau (structure
collagénique trés désordonnée) [source : Ushiki et coll. [46]].

On trouve les collagénes fibrillaires principalement dans la peau (40%), les os (10—20%),
les cartilages, les tendons, ainsi que dans I’ceil. Les fibrilles de collagéne sont non seulement
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responsables de la rigidité d’un tissu, mais aussi de son architecture 3D spécifique qui lui
confére des propriétés particuliéres visant a répondre de facon optimale a ses fonctions.
On peut citer en exemple la structure unidirectionnelle ondulée des tendons (figure 1.6.a),
le "contreplaqué" de la cornée (figure 1.6.b), contribuant a sa transparence, la structure
hélicoidale de 'os compact ou a 'opposé les fibrilles de collagéne trés enchevétrées dans
les viscéres et le derme (figure 1.6.c).

Une mauvaise conformation du collagéne peut provoquer des dysfonctionnements dans
les phénoménes d’assemblage & l'origine de graves pathologies, souvent d’origines géné-
tiques. Parmi les plus connues, citons le scorbut, 'ostéogenése imparfaite (ou maladie
des "os de verre") ou encore le syndrome d’Ehler-Danlos qui se manifeste par une hyper-
élasticité des tissus (d’ou le nom de syndrome de "I'homme caoutchouc"). De maniére
plus physiologique, les réticulations de fibrilles de collagéne, dont le nombre augmente
avec ’age, participent aux processus de vieillissement des tissus.

1.2.5 Dénaturation du collagéne 1

A haute température, les liaisons peptidiques ne sont évidemment pas rompues, mais
la structure en triple hélice est perdue. Les chaines o adoptent alors une conformation en
pelote statistique®. On obtient ainsi de la gélatine dont les propriétés remarquables ont
permis de multiples applications dans des domaines aussi divers que la photographie ou
I'agroalimentaire . La gélatine est liquide & haute température et forme un gel quand elle
est refroidie. En effet, au-dessus d’une température de transition (~ 50°C'), les chaines
a sont emmeélées mais peuvent facilement glisser les unes par rapport aux autres, tandis
qu’en dessous de cette température, des domaines en triples hélices se reforment agissant
comme autant de points de blocage. Toutefois, les triples hélices se forment aléatoirement
et uniquement localement, sans jamais reformer de véritables molécules de collagéne. La
dénaturation du collagéne est donc irréversible et toutes ses propriétés d’auto-assemblage
sont définitivement perdues.

In wvivo, la dégradation du collagéne est essentiellement réalisée par des métallopro-
téases [47] et notamment les collagénases qui digérent spécifiquement les collagénes fibril-
laires et dont le mode d’action est encore mal connu. D’autres métalloprotéases (MMP-2
et MMP-9) ne digérent quant a elles que les collagénes déja dénaturés.

I.3 Techniques conventionnelles d’imagerie du collagéne

A T’heure actuelle, il existe de nombreuses modalités d’imagerie biomédicale telles que
les techniques cliniques (radiographie, scanner X, échographie, IRM, tomographie & émis-
sion de positons...), la microscopie électronique ou les microscopies optiques (confocale,
multiphoton, OCT...). A partir de ce large panel de procédés d’imagerie disponible (fi-
gure 1.7), et en fonction de 'application considérée, il est généralement nécessaire de faire
un compromis entre I'invasivité et la résolution de la technique utilisée. Ainsi, loin d’étre
en concurrence ces modalités d’imagerie apparaissent, au contraire, complémentaires.

3. Une pelote statistique est une conformation d’un polymeére dans laquelle les unités monoméres sont
orientées aléatoirement, tout en étant liées aux unités adjacentes.

4. 11 suffit de cuire des carcasses animales pour obtenir de la gélatine en grandes quantités. La pro-
duction mondiale est d’environ 320 000 tonnes par an.
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FIGURE 1.7 — Imagerie biomédicale : FEchelles accessibles par différentes
techniques d’tmagerie en biologie. Il y a communément un compromis o faire
entre l'invasivité d’une technique et sa résolution [adapté de D. Débarre [48]].

Nous nous cantonnerons ici & la description des principales méthodes de visualisation
du collagéne, en partant des techniques les plus résolutives (TEM, AFM) pour aller vers
les techniques d’imagerie optiques permettant des études in vivo.

1.3.1 Microscopie électronique
I.3.1.1 Principe

Dans un microscope électronique, un faisceau est généré par un canon a électrons
(filament de tungsténe, pointe LaBg...) et accéléré par une différence de potentiel entre la
source et une anode, puis focalisé par des lentilles magnétiques (figure I.8.a). Le faisceau
d’électrons interagit avec ’échantillon offrant un contraste spatial qui résulte de diffé-
rences de densité ou de composition chimique et permet d’imager celui-ci. On obtient
finalement une image en utilisant, par exemple, un écran phosphorescent couplé a un
capteur CCD. L’ensemble est placé sous vide & des pressions variant de 10~ mbar pour
le détecteur CCD a 1071° mbar pour la source d’électrons. Il est nécessaire que le vide
dans la colonne soit trés poussé pour éviter les interactions entre le faisceau électronique
et les molécules résiduelles.

Comme pour la microscopie optique, la limite ultime de résolution d’un TEM est
donnée par la longueur d’onde des électrons qui est directement reliée a la tension d’ac-

célération U par :
h

\/Qmer(l + %)

ou h,e,mqy et Ey sont respectivement la constante de Planck, la charge, la masse et
I’énergie au repos de 'électron (Ey = moc? = 511 keV). Par exemple, a 100 £V la longueur
d’onde du faisceau d’électron est de 3,70 pm. Cependant, contrairement aux microscopes
optiques, la résolution n’est pas limitée par la longueur d’onde, mais par les aberrations

A

(L.1)
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géométriques (sphériques, astigmatisme), chromatiques ou de charge d’espace (dues aux
répulsions coulombiennes dans le faisceau). En pratique, la résolution actuelle est de
Pordre de 'angstrém (jusqu’a 0,8 A). (Pest I'une des seules techniques (avec I'AFM)
pour observer des modifications structurales a I’échelle nanométrique.

Les applications de la microscopie électronique sont extrémement variées, de 1'obser-
vation d’échantillons biologiques a I'analyse de matériaux industriels dans la métallurgie
ou lI'industrie des semi-conducteurs. La microscopie électronique est utilisée pour imager
le collagéne, depuis les années 1940 [49, 50|, particuliérement pour étudier sa structure
au niveau moléculaire. Elle permet notamment d’observer la striation caractéristique de
67 nm du collagene fibrillaire résultant de Pempaquetage des triples hélices [51, 52| (fi-
gure 1.8.b-c).

(a) | (b)

Filament de _
Tungsténe it ]
Accelérateur - \ = 67om
(20—-1000kV) T i
Condenseur ——
Objet 1o ]
Diaphragme = =
Lentilles
magnetiques
Ecran |
Plaque
phosphorescente
FiGURE 1.8 — Microscope électronique : (a) Schéma d’un microscope

électronique a transmission (TEM), (b) et (c¢) images de fibrilles de collagéne
[source : C. Aimé, LCMCP et L. Howard, Université de Dartmouth, respective-
ment]. On y distingue bien la striation caractéristique de 67 nm.

1.3.1.2 Préparation des échantillons

En contrepartie I'imagerie TEM impose des contraintes draconiennes a la préparation
des échantillons. Tout d’abord, pour étre imagé en transmission, I’échantillon doit étre
quasi-transparent aux électrons et donc ultra-mince. Il n’existe pas de critére simple
définissant I'épaisseur critique d’un échantillon. Seulement, pour une bonne observation, le
faisceau transmis doit conserver un bon degré de collimation et une dispersion énergétique
faible. Pour cela on utilise des tranches d’échantillons trés fines (40 & 90 nm) coupées avec
un ultramicrotome.
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Les échantillons devant étre placés sous vide, il est nécessaire de stabiliser leur struc-
ture macromoléculaire, soit par congélation (cryofracture et cryo-TEM), soit par fixation
chimique (par exemple au formaldéhyde ou au glutaraldéhyde) et déshydratation. Ils sont
ensuite intégrés dans des résines (telles que ’époxy) avant d’étre, aprés la polymeérisation,
sectionnés et éventuellement colorés. Les échantillons sont ensuite déposés sur une grille
métallique recouverte d’un film de carbone fin. En outre, ’échantillon doit étre conduc-
teur, pour éviter 'accumulation de champs électrostatiques locaux, due a l'irradiation
d’électrons au cours de I'imagerie. Pour pallier ce probléme, il faut parfois déposer une
fine couche conductrice, par évaporation ou pulvérisation sous vide. Enfin, dans le cas
d’échantillons biologiques quasi-transparents aux électrons, car composés d’éléments or-
ganiques légers, on utilise souvent une coloration négative pour rehausser le contraste des
images. Pour cela on métallise la grille en ajoutant des sels d’atomes lourds (tétroxyde
d’osmium, acétate d’uranyle...), qui dévient les électrons, faisant apparaitre des zones
sombres sur le détecteur.

Tous ces processus de fixation interdisent I’étude dynamique des échantillons. De plus,
les doses d’irradiation sont rédhibitoires pour tout espoir d’applications in vivo. Enfin,
la microscopie électronique offre un champ de vue relativement restreint ne permettant
d’obtenir que des informations locales.

1.3.2 Microscopie & force atomique

La microscopie a force atomique (AFM) est une technique d’imagerie utilisant une
pointe (le cantilever) pour balayer la surface d'un échantillon. Les résolutions obtenues
sont similaires & celle de la microscopie électronique (quelques angstroms), cependant le
champ de vue est plus petit (inférieur & 150 um?) et la dénivellation dans I’échantillon ne
peut excéder quelques micromeétres. Néanmoins, contrairement & la microscopie électro-
nique, 'AFM ne nécessite aucune préparation délicate de ’échantillon et permet méme
de travailler en milieu liquide et/ou sur des échantillons vivants |53].

L’AFM est utilisée pour imager le collagéne depuis 1990 [54, 55, 56| et permet des me-
sures en spectroscopie de force (~ quelques pN) autorisant 1’étude de réponses contrainte-
déplacement a I’échelle nanométrique. Elle a notamment été utilisée pour des essais mé-
caniques sur des molécules de collagéne extraites de fibrilles [57]. Comme elle ne nécessite
pas de préparation spécifique, 'AFM peut étre utilisée pour calibrer des techniques moins
résolutives telles que la génération de seconde harmonique (SHG) [58].

1.3.3 Colorations histologiques et immunohistochimiques

Les marquages histologiques utilisent des colorants, qui se fixent spécifiquement sur
certaines molécules, permettant la visualisation de différents constituants. Il suffit ensuite
de regarder ’échantillon avec un microscope en lumiére blanche pour en révéler la struc-
ture. Ces techniques demeurent la référence pour évaluer I’état pathologique d’un tissu
en milieu hospitalier. Néanmoins ces méthodes s’appliquent presque exclusivement a des
coupes minces et obligent & travailler ex vivo.

La procédure standard pour observer des lames histologiques est la suivante. I.’échan-
tillon est d’abord fixé (le plus souvent dans du paraformaldéhyde) juste aprés son prélé-
vement. Il est ensuite inclus dans un bloc de paraffine et coupé en tranches fines (moins
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de 10 um d’épaisseur), a 'aide d’un microtome®. Les lames sont finalement déparaffinées
et réhydratées avant d’étre observée sous le microscope et conservée.

Pour les tissus conjonctifs, les principaux colorants sont ’Hématoxyline Eosine Safran
(HES) [59], le trichrome de Masson [60] et le Picro-Sirius ou rouge Sirius [61]. Pour ce
dernier, le Sirius F3B dilué dans de 'acide picrique colore la matrice extracellulaire en
rouge sur fond jaune (figure 1.9.a). Les molécules de rouge Sirius s’alignent le long des
fibres de collagéne, et augmentent ainsi leur biréfringence [62]. Il est alors possible de
visualiser spécifiquement le collagéne fibrillaire avec un systéme de polariseurs croisés
(figure 1.9.b) [63].

(b)

FI1GURE 1.9 — Coupe histologique : Images de paroi vaginale marquée au
rouge Sirius et observée (a) en lumiére blanche et (b) entre polariseurs croisés.
[Observation au Zeiss-Axio observer, Objectif A-plan 10x/0.254 NA]J.

L’autre technique de marquage usuelle, 'immunohistochimie, consiste a utiliser des
anticorps au lieu de colorants chimiques pour marquer spécifiquement des protéines, des
carbohydrates ou des lipides. La présence des anticorps dans I’échantillon peut étre révélée
en y fixant des molécules spécifiques telles que des génes rapporteurs ou des fluorophores.
Dans la plupart des cas cette technique offre une bonne spécificité car des anticorps
peuvent étre, en théorie, obtenus pour tous les antigénes. Ainsi, il est possible de marquer
spécifiquement un type de collagéne particulier (par exemple le collagéne V). Toutefois, a
cause des domaines en triples hélices trés similaires, inhérents a tous les types de collagéne,
cette technique n’est, en pratique, pas toujours spécifique dans les tissus. De surcroit la

5. Une autre technique classique consiste & cryogéniser 1’échantillon et a le couper au cryomicrotome.
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préparation des échantillons passant par différentes étapes, aux résultats parfois variables,
I'immunohistochimie est relativement peu reproductible et donc non quantitative. Elle
présente de plus la méme limitation que la coloration histologique. En effet, méme s’il
est possible d’utiliser des anticorps dans les conditions physiologioques, leur coiit et leur
faible profondeur de pénétration dans les tissus limitent majoritairement cette technique a
des coupes minces fixées, ce qui perturbe significativement ’échantillon. Enfin, la fixation
au formol étant en général impossible (car les anticorps reconnaissent la structures des
protéines, modifiées par le formaldéhyde) les échantillons ne peuvent étre conservés sur
de longues périodes.

1.3.4 Microscopie de fluorescence

La fluorescence peut-étre observée avec différentes techniques optiques : des techniques
plein champ, des techniques d’endoscopie (permettant des applications in vivo), ou des
techniques offrant une localisation 3D comme la microscopie confocale de fluorescence.
On ajoute souvent aux microscopes de fluorescence des modules de détection résolus spec-
tralement ou temporellement autorisant des études spectroscopiques qui permettent de
discerner différentes molécules fluorescentes. Le confocal demeure aujourd’hui la référence
en microscopie optique appliquée a des tissus. En particulier 'apparition récente d’endo-
scopes confocaux (Mauna Kea Technologies) a permis des applications in vivo in situ sur
des tissus tels que I'cesophage [64], les bronches [65, 66] ou le rein [67], notamment pour
des diagnostics cancéreux.

Les fibres de collagéne peuvent étre visualisées grace & leur fluorescence intrinséque,
bien qu’il semble que ce soient plus les liaisons covalentes entre molécules que les molécules
elles mémes qui fluorescent [68]. Cependant les signaux de fluorescence endogéne restent
extrémement faibles et non spécifiques. En effet, il existe de nombreuses autres molécules
fluorescentes dans les tissus (NAD(P)H, élastine...) et il n’est pas toujours évident, méme
par une mesure spectroscopique, de différencier les signaux émis par le collagéne de ceux
provenant des autres composants de 1’échantillon.

Pour visualiser plus spécifiquement le collagéne, il peut étre utile d’avoir recours a des
fluorophores exogénes, qui se fixent au collagéne, tels que la dichlorotriazyline aminofluo-
resceine (DTAF) [69] ou des anticorps (cf. 1.3.3).

1.3.5 Microscopie en lumiére réfléchie (OCT, confocal de réflec-
tance)

Un autre moyen de visualiser le collagéne est de mesurer la fraction de lumiére réfléchie
par les fibrilles (figure 1.10.a). Les avantages des techniques de microscopie en lumiére
réfléchie sont qu’elles ne nécessitent aucune préparation de I’échantillon, permettent une
visualisation 3D et peuvent atteindre des vitesses d’acquisition vidéos (dans le cas de
I'OCT).

En particulier la tomographie par cohérence optique (OCT) est une technique inter-
féerométrique permettant d’obtenir des images 3D de tissus opaques ou translucides. La
source de contraste en OCT est la réflexivité de certaines couches de I'échantillon (fi-
gure 1.10.b). Il est notamment utilisée pour étudier la structure de la cornée ainsi que ses
différentes pathologies [70, 20, 19] et propose une alternative prometteuse pour I’étude
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d’autres tissus (tendon, peau...). L’OCT offre une relativement bonne résolution axiale
(environ 1 pum) sans utiliser de lentilles a forte ouverture numérique (qui imposent une
distance de travail courte), ce qui lui donne un avantage par rapport a la microscopie
confocale en permettant une imagerie nette d’objets relativement éloignés, tel que la
rétine a travers la pupille [71].

(a)

FIGURE 1.10 — Microscopie en lumiére réfléchie :(a) Gel de colla-
géne observé en confocal de réflectance [source : C. Aimé, LCMCP et J.
Teillon, Collége de France] et (b) Rétine humaine imagée en OCT [source :
www. oct.ophtalmo. fr/Heildeberg].

En contrepartie, la microscopie en lumiére réfléchie n’est pas spécificité du collagéne
fibrillaire. Elle a néanmoins été utilisée pour étudier la fibrillogenése in vitro |72].

1.3.6 Microscopie en lumiére polarisée

La microscopie en lumiére polarisée (PLM) utilise la variation de biréfringence dans
I’échantillon comme source de contraste. Elle est trés employée pour étudier différentes
phases organisées de cristaux liquides de divers composants, notamment le collagéne
en solution acide [73, 74|. La PLM est aussi employée pour visualiser et analyser les
ondulations caractéristiques (crimp) dans les faisceaux de fibrilles des tendons |75]. La
PLM a I'avantage de ne nécessiter aucune préparation spécifique et permet d’imager des
échantillons d’épaisseurs variables, sans toutefois offrir une résolution axiale. Toutefois,
le couplage de la polarimétrie avec des techniques confocales peut permettre de pallier,
de maniére ampliative, le manque de spécificité ou 'absence de sectionnement optique.
Cependant le collagéne étant une molécule relativement peu biréfringente, il est parfois
inévitable (notamment dans le cas de lames minces) de faire un marquage au rouge
Sirius (cf. 1.3.3) pour augmenter le contraste en polarisation [76]. Notons enfin que des
développement sont en cours pour adapter aux échantillons biologiques des méthodes
d’analyse plus poussée telle que 'ellipsométrie de Mueller.
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I.4 Conclusion : place de la microscopie multiphoton

Il est finalement possible de situer la microscopie multiphoton par rapport aux autres
techniques d’imagerie couramment utilisées dans le domaine biomédical (figure 1.7). Par
exemple, la microscopie électronique permet d’observer un niveau de détail nanomeétrique
inégalable dans les échantillons, mais n’est pas adaptée pour travailler sur un tissu vivant.
A Popposé, 'échographie est pratiquée quotidiennement sur des patient(e)s de par son
faible coiit et sa vitesse d’acquisition vidéo, mais ne permet pas d’obtenir une résolution
micrométrique. Ceci nous permet donc de délimiter grossiérement les applications pour
lesquelles la microscopie non-linéaire sera pertinente. Sa mise en ceuvre étant plus com-
plexe que la microscopie confocale, elle est généralement moins adaptée pour I'imagerie
cellulaire. En revanche, du fait de sa bonne pénétration dans les tissus (cf. 11.1.5.1) et
de sa bonne spécificité (dans le cas de la SHG, cf. 11.2.3.3), elle permet d’observer des
signaux endogénes dans des échantillons épais (organes entiers, petits organismes) avec
une résolution tridimensionnelle (cf. 11.1.3) meilleure que 'OCT, ou d’autres techniques
non optiques (RMN, échographie), tout en demeurant suffisamment peu invasive pour
travailler in vivo in situ ou observer des phénoménes dynamiques.

Au cours des deux derniéres décennies, la microscopie multiphoton est devenue une
technique classique pour l'imagerie de tissus biologiques. Nous allons maintenant nous
attacher a décrire les processus de génération de seconde harmonique dans les tissus et
notamment a partir du collagene fibrillaire.
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Chapitre 11

Microscopie multiphoton

Les miroirs feraient bien de réfléchir un peu plus avant de renvoyer les images
- Jean Cocteau
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La microscopie multiphoton (MPM), ou microscopie optique non-linéaire, est un en-
semble de techniques d’imagerie optique utilisant des processus non-linéaires comme
sources de contraste dans des échantillons biologiques. Le mécanisme & 1’origine du dé-
veloppement de la MPM est la fluorescence excitée a deux photons (2PEF). Depuis son
introduction en 1990 dans un papier séminal de W. Denk, J. Strikler et W. Webb [1] la
2PEF s’est considérablement développée et est devenue aujourd’hui un outil de premier
choix pour l'imagerie in vivo en biologie |77, 78|. Avec le temps, la MPM s’est enrichie
de nouveaux modes de contraste s’appuyant sur différents processus non-linéaires. Tout
d’abord, la génération de seconde harmonique (SHG), mise en évidence en 1961 par P.
Franken [79] a été appliquée au collagéne en 1979 par S. Roth et I. Freund [80] et dévelop-
pée pour I'imagerie en 1986 [81]. En 1997, Y. Sylberberg [82] a mis en ceuvre la génération
de troisitme harmonique (THG). Enfin, méme si elle fut démontrée initialement en 1982
par M. Duncan [83], la diffusion Raman anti-Stokes cohérente (CARS) n’a pris son essor
que récemment en microscopie.

La MPM connait un grand nombre d’applications notamment en neurosciences [84]
ou en biologie du développement |7, 85, 86|. L’utilisation de processus non-linéaires pré-
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sente différents avantages tels qu'une faible invasivité, la capacité a détecter des signaux
endogénes variés, une résolution 3D intrinséque et une grande profondeur de pénétration
dans les tissus.

II.1 Microscopie non-linéaire : fluorescence excitée a
deux photons

L’absorption simultanée de deux photons par une molécule a été prédite théoriquement
en 1931 par M. Goeppert-Mayer [87] et les principes d’optique non-linéaire sous-jacents
sont aujourd’hui amplement détaillés dans les livres de R. Boyd [88] et Y.-R. Shen [89].
Cependant seuls les développements technologiques récents, notamment des sources laser
a impulsions ultrabréves, ont permis ’avénement de la microscopie biphotonique (i.e. a
deux photons) [1], particuliérement intéressante pour l'imagerie biologique. La fluores-
cence excitée a 2 photons est de loin la technique non-linéaire la plus répandue et a été
commercialisée la premiére par Bio-Rad en 1996. Aujourd’hui de nombreux constructeurs
(Zeiss, Leica, Nikon, Olympus...) produisent des microscopes bi-photons commerciaux.

Dans tout ce manuscrit, nous allons nous concentrer sur les interactions non-linéaires
dites bi-photoniques, qui sont de deux natures possibles : fluorescence excitée a deux
photons (régie par un x®) ou génération de seconde harmonique (régie par un x?). En
tant que technique d’imagerie optique 3D, nous les comparerons tout naturellement a la
microscopie confocale.

I11.1.1 Principe

Les microscopes de fluorescence conventionnels (1PEF) reposent sur 'absorption d’un
photon dont I'énergie hw fait passer (~ 107! s) un fluorophore de son état fondamental
(lg)) & un état électronique d’énergie supérieure (|e)), dans un état vibrationnel excité.
Pour que cette transition ait lieu, I’énergie du photon incident doit étre ajustée a ’énergie
de la transition moléculaire entre |g) et |e) (figure II.1.a). Une fois dans cet état excité, la
molécule va relaxer (~ 1071%s) au plan vibrationnel, puis se désexciter (~ 107%s), et re-
tourner & son niveau fondamental |g), soit par I’émission d’un photon de fluorescence, soit
par un effet non radiatif. Les chromophores utilisés habituellement en biologie s’excitent
dans le proche UV ou le bleu (autour de 480 nm) alors que leur fluorescence est plutot
dans la partie verte a rouge du spectre (500— 700 nm). Dans certains cas, la molécule peut
passer dans un état triplet, avant de retourner au niveau fondamental, et on parle alors
de phosphorescence (figure 11.7). Au final, 'intensité de fluorescence est proportionnelle
a l'intensité du faisceau excitateur et a la concentration locale de fluorophores :

]lPEF X C[exc (111)

Dans le cas de la 2PEF, ce n’est pas un seul mais deux photons qui vont étre absorbés
simultanément par la molécule, chacun d’eux apportant la moitié de 1’énergie nécessaire
a la transition électronique (figure 11.1.b). L’énergie des photons incidents doit, 1a encore,
étre bien adaptée & la transition mise en jeu. Aprés I’absorption, la molécule se désexcite
en émettant un unique photon de fluorescence portant une énergie un peu plus faible que
I’énergie combinée des deux photons excitateurs, a cause de la relaxation de la molécule
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(a) Excitation linéaire  (b) Excitation a 2 photons
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FIGURE 1I.1 — Fluorescence excitée a 1 et 2 photons : Diagrammes de
Jablonski simplifiés des processus de fluorescence excité a (a) 1 photon et (b) 2
photons. En particulier le signal 1PEF est proportionnel a [’intensité incidente
tandis que 'intensité 2PFEF croit avec le carré de ['intensité incidente.

dans son état excité. Le rayonnement correspondant est donc proche de la moitié de la
longueur d’onde excitatrice mais décalé vers le rouge (décalage de Stokes).

Ce processus dépend de la partie imaginaire du tenseur de susceptibilité non-linéaire
d’ordre 3 (x®), que I'on peut aussi exprimer en terme de section efficace d’absorption
a deux photons (oopgr), et du carré de l'intensité incidente. De cette dépendance non-
linéaire résulte le confinement de l'excitation au volume focal. Notons au passage que
les régles de sélection relatives a la transition vers 1’état excité sont différentes de celles
pour la fluorescence excitée & un photon [87]. Cela peut notamment se répercuter sur les
spectres d’absorption de la molécule.

I1.1.2 Pré-requis

Le phénomeéne d’absorption a 2 photons est peu efficace car la probabilité d’absorber
simultanément deux photons reste faible. C’est pourquoi I'excitation bi-photon nécessite
une intensité créte élevée, obtenue grace a l'utilisation d’impulsions lasers ultra-bréves
(figure I1.2) focalisées a la limite de diffraction par des objectifs de grandes ouvertures
numériques (NA > 0, 6).

En pratique, un laser pulsé de 100 mW donnant des impulsions de 100 fs, & un taux
de répétition de 80 MHz, permet d’atteindre de grandes intensités crétes (Peote ~ kW),
tout en gardant une puissance moyenne compatible avec des échantillons biologiques
(Proy ~ mW). De plus, la forte focalisation du faisceau laser permet d’atteindre une
intensité considérable dans le volume focal (1. ~ 10 —10'2 W/cm?) avec des impulsions
contenant trés peu d’énergie (E,use ~ nJ). Une telle intensité permet d’obtenir une
probabilité non négligeable d’absorption simultanée de deux photons.
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FIGURE 11.2 — Laser impulsionnel : Comparaison de ['intensité moyenne et
de lintensité créte pour a) un laser continu et b) un laser impulsionnel [thése
de Delphine Débarre].

11.1.3 Reésolution spatiale

La résolution spatiale correspond a la distance minimale qui permet de distinguer
deux objets lumineux. En microscopie optique on distingue usuellement la résolution
latérale (dans le plan focal) de la résolution axiale (selon la direction de propagation du
laser). Si les microscopes de fluorescence classique offrent une bonne résolution latérale
(~ 200 nm), ils ne permettent pas de sectionnement optique. En effet, avec une excitation
a un photon, la fluorescence est générée sur tout le trajet de l'illumination et le signal de
fluorescence au foyer est noyé dans le bruit de fond provenant de la fluorescence générée
en dehors du plan focal (figure 11.3.a). Toutefois, dans le cas de la microscopie confocale
ou lexcitation demeure linéaire, un diaphragme (pinhole) est introduit dans la voie de
détection, réalisant un filtrage spatial qui permet de ne détecter que les photons émis au
voisinage du plan focal. Combinée avec une forte focalisation, cette technique permet une
bonne résolution 3D, et notamment axiale (~ 600 nm).

Une des propriétés intéressantes de la MPM est sa résolution axiale intrinséque. En
effet, du fait du confinement des effets non-linéaires au foyer de Pobjectif (figure 11.3.b),
la MPM permet d’obtenir des images fondamentalement 3D. Il est ainsi possible de carto-
graphier un échantillon épais & partir de coupes successives. De plus cette résolution 3D de
'excitation augmente significativement le rapport signal sur bruit (S/N) dans un milieu
épais. Plus quantitativement, on peut relier I'extension spatiale du volume d’excitation
au carré de la distribution d’intensité de ’onde incidente au voisinage du foyer de I'objec-
tif. Ce volume focal correspond a la réponse impulsionnelle du microscope, ¢’est-a-dire, a
I'image d’une source ponctuelle ou PSF (Point Spread Function). Les dimensions latérale
Wy et axiale w, de cette PSF (largeur & 1/e) peuvent se calculer selon les expressions
suivantes [77] :

0,320\
=3 NA < )
Way = JANA 0,7 . 0,532\ [ 1 (11.2)
e w, = .
/ 2
Way = \/(%7.3N2,20>,\917 NA>0,7 \/§ n—vn?—NA

ol n est I'indice de réfraction du milieu , NA 'ouverture numérique de 'objectif! et \ la

1. NA = n.sinf, avec 0 le demi-angle d’ouverture du céne lumineux
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(a) (b)
Excitation a 455 nm Excitation a 960 nm
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FIGURE I1.3 — Distribution spatiale de l’intensité :Cas d’un phénomeéne
d’absorption & (a) 1 photon et (b) 2 photons dans une solution de fluorescéine.
On voit notamment la propriété de sectionnement optique intrinséque de la mi-
croscopie multiphoton [source : Zipfel et coll. [77]].

longueur d’onde d’excitation. Ainsi plus I'ouverture numérique est grande, plus le volume
d’excitation est petit.

En pratique, 'image observée étant la convolution de la distribution de fluorophores
avec la PSF, celle-ci est mesurée en faisant I'image d’une nanoparticule fluorescente de
taille trés inférieure au volume focal (usuellement inférieure a 100 nm). La résolution
est alors estimée expérimentalement comme la largeur & mi-hauteur (FWHM) du profil
(latéral ou axial) du signal détecté (FWHM; = 2v/In2.w;). Cependant une telle mesure de
la résolution ne tient pas compte de la dégradation du volume focal lors d’une excitation
en profondeur & travers un tissu biologique (due aux aberrations) et, par conséquent, sur-
estime toujours la résolution spatiale effective du microscope. De plus cette définition ne
tient pas compte des effets de cohérence dans les processus tels que la SHG, la THG ou le
CARS, mais permet néanmoins d’obtenir une estimation des capacités de sectionnement
de ces techniques. En pratique, pour des ouvertures numériques autour de 1, les résolutions
latérale et axiale sont de 300 —400 nm et de 1 —2 pm respectivement, ce qui correspond a
un volume focal d’environ 1 um3. A noter, en guise de comparaison, que la taille typique
d’une cellule est généralement supérieure a 10 pm.

Les longueurs d’onde utilisées en microscopie confocale (visible) étant généralement
deux fois plus basse qu’en 2PEF (infrarouge), la résolution théorique est deux fois meilleure.
Néanmoins expérimentalement, la résolution axiale d’un confocal est limitée dans un mi-
lieu diffusant. En effet, la diffusion conduit a des signaux de fluorescence plus faibles
ce qui oblige a ouvrir le pinhole, pour collecter plus de photons et donc améliorer le
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rapport signal sur bruit (S/N), ce qui diminue la résolution axiale du microscope. Ainsi
la résolution d’un microscope confocal est rapidement dégradée en profondeur dans un
échantillon diffusant. La microscopie 2PEF présente ’avantage d’utiliser, pour adresser
la méme transition énergétique, une excitation dans I'infrarouge (au lieu du visible) o
la diffusion est sensiblement plus faible, ce qui résulte en une PSF mieux conservée en
profondeur. En pratique, pour une transition électronique et une ouverture numeérique
fixées la résolution 2PEF est similaire & celle observée en microscopie confocale.

II.1.4 Signaux
II.1.4.1 Ordre de grandeur des sighaux mesurés

Dans le cas de la fluorescence excitée a 2 photons, le flux de photons émis F (photons.s™*)
varie quadratiquement avec I'intensité incidente I (photon.s™!.cm™2) :

F = %@PEFIQ (I1.3)
ol o9ppr est un paramétre moléculaire appelé section efficace d’absorption & deux pho-
tons et exprimé en Goeppert-Mayer (1GM = 107°° cm®*.s.photons™) 2. Notons que la
section efficace est plus compliquée qu’une simple aire et dépend, notamment, de la lon-
gueur d’onde d’excitation. Pour les fluorophores organiques utilisés communément en
microscopie biologique la section efficace d’absorption a 2 photons se situe entre 1 et 100
GM et en particulier autour de 10 GM pour les protéines fluorescentes (GFP ...).
Considérons le cas d’une molécule placée au point focal d’un laser Titane:Saphir émet-
tant, & une longueur d’onde de A = 860 nm, des impulsions de 7 = 100 fs, a un taux
de répétition R = 80 M H z, donnant une puissance moyenne de 1 mWW. Le faisceau est
focalisé sur une surface de 1 um? créant ainsi une intensité moyenne au point focal de
Iy = 10° W.em™2, soit 5.10% photons.s~'.cm™2. En notant I, 'intensité créte dans le vo-
lume focal, le flux de photons de fluorescence généré pendant la durée de I'impulsion vaut
Fouise = %O—QPEF[ 62 La fluorescence générée par impulsion valant 7F),s., le flux moyen
de fluorescence vaut Fy = RTF)s. Il est souvent préférable de réécrire ceci en termes
d’intensité moyenne Iy = R7l,. du faisceau laser. Finalement,

Losprr o
Fy = 5 Ry 15 (IT.4)

On voit tout de suite I'intérét d’utiliser un laser impulsionnel pour générer de la fluo-
rescence excitée a 2 photons. En effet, dans notre cas le rapport cyclique® vaut RT ~ 1072,
Cependant, la durée de vie de I’état excité d’'une molécule fluorescente dans ’eau est ty-
piquement de 1 ns, ce qui implique que, pour un tel taux de répétition, la molécule est
90% du temps en attente d’excitation. Expérimentalement, une molécule (par exemple
de la fluorescéine) ayant, dans 1’eau, une section efficace d’absorption ooppr = 10 GM,
excitée (avec 1 mW) autour de 1 um de longueur d’onde, émettra alors :

Fy ~ 1000 photons.s™! (I1.5)

2. Le facteur 1/2 est inséré par convention
3. A comparer au cas d’un laser continu ou RT =1
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Notons que ce calcul est idéal dans la mesure ol nous avons supposé que la molécule se
situe exactement au point focal, ot 'intensité du faisceau laser est maximale, ce qui n’est
pas le cas pour des molécules en solution.

Plus généralement, dans le cas d’une solution de concentration C' = 1 uM, et d’un
volume d’excitation V = 1 pm?3, le nombre moyen de molécules excitées A un instant
donné vaut :

N = OV = 600 molécules (I1.6)

Ces molécules étant distribuées aléatoirement dans le volume d’excitation, le taux de
fluorescence par molécule doit étre corrigé par un facteur de contraste (y) dépendant de
la distribution des molécules et de la forme du faisceau. Pour un faisceau gaussien, ce
facteur est typiquement compris entre 0,2 et 0,3 [90]. Le flux de fluorescence provenant
des molécules est alors :

Fropa = NyFy = 2.10° photons.s™! (IL.7)

Ainsi, en intégrant le signal durant 10 us, on détecte de 'ordre de 2 photons par pixel.
C’est pourquoi la détection du flux de photons produit par ’échantillon s’effectue a 'aide
de détecteurs sensibles, typiquement des tubes photomultiplicateurs (PMT), en régime
de comptage de photons.

I1.1.4.2 Signaux endogénes

Les fluorophores endogénes les plus communs dans les tissus biologiques sont les acides
aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et phenylalanine), les porteurs d’électrons
(NADH, FAD) et les protéines structurales telles que ’élastine ou le collagéne (bien que
ce dernier soit beaucoup plus efficacement imagé en SHG). Grace a sa faible phototoxi-
cité, la 2PEF permet d’augmenter 'intensité incidente et ainsi d’exciter efficacement la
fluorescence endogéne de ces objets, qui est généralement bien plus faible que celle de
fluorophores exogénes spécifiques.

I1.1.4.3 Signaux exogénes

La majorité de la large gamme de fluorophores disponibles en confocal peut étre
utilisée telle quelle en 2PEF. Cependant, pour la plupart des fluorophores, le spectre
d’absorption a 2 photons différe sensiblement de celui a 1 photon, & cause de régles de
sélection différentes entre les transitions 4 un et deux photons. De plus, les spectres d’ex-
citation & deux photons sont généralement plus larges. Cependant, comme les spectres
d’émission correspondant restent relativement distincts, cela permet ’excitation simulta-
née de plusieurs fluorophores avec une seule longueur d’onde et une bonne sélectivité, en
choisissant une fenétre spectrale adéquate pour la détection.

II.1.5 Avantages et inconvénients
I1.1.5.1 Profondeur de pénétration augmentée dans les tissus diffusants

Dans les tissus la profondeur de pénétration est limitée par trois facteurs principaux,
I’absorption, la diffusion et les aberrations, résultant tous de la propagation du faisceau
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dans I’échantillon. Ces phénoménes, qui affectent autant la lumiére incidente que les
photons émis par les fluorophores, dépendent directement de la longueur d’onde d’exci-
tation. En particulier 1'utilisation d’une longueur d’onde plus élevée (proche infrarouge)
entraine une réduction de la diffusion et des aberrations sphériques [91], ce qui conduit
a une meilleure pénétration du faisceau, ainsi qu’a un volume focal mieux préservé en
profondeur. Cependant, la probabilité d’excitation bi-photonique variant avec le carré de
I'intensité incidente, la fluorescence excitée a 2 photons reste trés sensible a la distribution
spatiale et temporelle de 'intensité du laser excitateur.

Absorption - A I’échelle macroscopique, 'absorption dans les tissus peut-étre carac-
térisée par le libre parcours moyen d’absorption ([,) représentant la distance moyenne
parcourue par un photon avant d’étre absorbé. I.’absorption dans un tissu conduit a une
atténuation du profil d’intensité qui, pour un effet d’ordre 2, peut étre modélisée par :

Lppr(z) = éOP)EF'e_2Zi“’ (IL.8)

Les fluorophores usuellement utilisés en biologie ou dans le domaine biomédical absorbent
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FI1GURE I1.4 — Fenétre de transparence dans les tissus : Fwvolution des
coefficients d’absorption en fonction de la longueur d’onde pour différents consti-
tuants des tissus biologiques [Source des données : hitp ://omlec.ogi.edu/].

entre 350 et 600 nm. Dans le cas d’une excitation & 2 photons, les photons étant 2 fois
moins énergétiques que pour une excitation linéaire (pour adresser une méme transition
électronique), les longueurs d’ondes d’excitation sont situées entre 700 et 1200 nm. Or
il existe une fenétre de transparence (figure I1.4) entre 700 et 1300 nm, pour laquelle
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I’absorption des tissus est minimale, ce qui fait de la microscopie non-linéaire un outil
particuliérement adapté a I’étude de tissus épais.

Diffusion - La diffusion est le principal phénoméne qui limite la profondeur d’obser-
vation [92]. Dans le régime de Rayleigh, ou la taille des diffuseurs est supposée petite
devant la longueur d’onde, la diffusion varie en 1/A\*. L’utilisation de longueurs d’ondes
décalées dans le proche infrarouge procure donc un avantage en réduisant la diffusion
dans les échantillons.

Tout d’abord, la diffusion a pour effet de diminuer l'intensité du faisceau excitateur
au niveau du volume focal (figure I1.5). En effet, celle-ci est directement proportionnelle
a la quantité de photons balistiques (les seuls qui arrivent au point focal sans diffusion).
Pour une intensité incidente donnée, le nombre de photons balistiques au point focal
est d’autant plus faible que I’épaisseur de tissu traversée est importante. Ainsi le signal
2PEF, qui est proportionnel au carré de 'intensité excitatrice, diminue rapidement avec

la profondeur.

//\/'

— Excitation — Fluorescence

FIGURE I1.5 — Schéma de diffusion dans ’échantillon : Tant les photons
excitateurs que le signal émis sont affectés par la diffusion.

Pour des profondeurs d’imagerie inférieures au libre parcours moyen de diffusion (l,),
il est & nouveau possible de modéliser I'atténuation d’intensité selon la loi (valable pour
un processus du second ordre) :

Lppr(z) = ]é(])D)EF672é (I1.9)

On peut alors compenser cet effet en augmentant progressivement l'intensité incidente
avec la profondeur afin d’obtenir un niveau de signal constant. Dans ces conditions, il
existe malgré tout une profondeur ou l'intensité dans les régions superficielles du tissu
devient importante et peut générer un signal 2PEF parasite qui dégrade I'image [92]. A
force d’augmenter l'intensité incidente avec la profondeur, il arrive méme que 'intensité
en surface devienne supérieure a 'intensité au niveau du volume focal. De plus, il existe
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une différence de distance parcourue a travers le tissu entre les rayons paraxiaux et les
rayons marginaux qui, pour des raisons géométriques, augmente avec la profondeur et peut
devenir non-négligeable devant le libre parcours moyen de diffusion. Ainsi, le tissu agit
comme un filtre qui atténue plus les composantes marginales du faisceau excitateur que
les composantes paraxiales. Ce phénoméne entraine une baisse de 'ouverture numérique
effective au point focal, augmentant la taille du volume focal et aboutissant & une baisse
de la résolution en profondeur. Si une augmentation de l'intensité incidente permet de
maintenir un niveau de signal constant, elle ne compense pas la perte de résolution en
profondeur.

Les photons émis au niveau du volume focal sont aussi affectés par la diffusion. Ce-
pendant en microscopie multiphoton, la fluorescence ne provenant que du point focal, on
peut collecter tous les photons qu’ils aient été diffusés ou non. A I'opposé, en microscopie
confocale, les photons provenant d’autres plans, proches du plan focal, peuvent par dif-
fusion étre sélectionnés par le pinhole confocal. Ils créent alors un bruit de fond de plus
en plus intense a mesure que 1’on s’enfonce dans le tissu.

Aberrations - Un autre effet limitant la profondeur de pénétration est la déformation
du front d’onde du faisceau excitateur dans les tissus. Ceux-ci sont généralement opti-
quement inhomogeénes (en terme d’indice de réfraction) et induisent donc des aberrations
qui vont détériorer la focalisation du faisceau, particuliérement en profondeur, et ainsi
diminuer le niveau de signal et dégrader la résolution de I'image obtenue. De plus, leur
influence peut étre plus complexe dans le cas des microscopies cohérentes. Récemment de
nombreuses équipes [93] ont étudié la possibilité d’appliquer & la microscopie non-linéaire
des méthodes d’optique adaptative? et ainsi de corriger le front d’onde excitateur. Ces
techniques permettent de limiter les aberrations créées par 1’échantillon et de préserver
la résolution des microscopes multiphoton & des profondeurs encore plus grandes [11, 94].

Finalement la MPM permet de pénétrer plus profondément dans les tissus, tout en
conservant une bonne résolution 3D. Toutefois la profondeur de pénétration reste trés
dépendante des caractéristiques du tissu. Par exemple pour des tissus peu diffusant et
peu absorbant, tels que la cornée ou le cerveau, il est possible d’approcher des profondeurs
de 'ordre du millimétre, alors que dans le rein il sera difficile de dépasser les 100 pm.

I1.1.5.2 Microscopie point par point

Comme nous 'avons vu précédemment, en microscopie non-linéaire le signal provient
d’un volume restreint autour du point focal, correspondant a la zone de plus forte in-
tensité, ce qui induit une résolution 3D intrinséque. Ce volume d’excitation peut étre
considéré comme un pixel en trois dimensions (ou wvozel) déterminant la précision de
I’image réalisée. En contrepartie, un inconvénient majeur de la microscopie multiphoton,
par rapport & une microscopie en champ large, est la nécessité de balayer le point de
focalisation du faisceau pour reconstruire une image (Raster scanning). Malgré de nom-
breux développements, cette nécessité de parcourir 1’échantillon point par point limite
fortement la dynamique temporelle accessible par ces techniques.

4. Développées a l'origine pour les instruments d’observation astronomique.
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I1.1. Microscopie non-linéaire : fluorescence excitée a deux photons

En pratique, il est possible de générer une image 3D, soit en déplagant 1’échantillon,
soit en déplacant le point focal du faisceau incident. En général, pour des raisons de vitesse
et de commodité expérimentale, il est préférable de balayer le point focal. Le balayage
latéral du point focal dans I’échantillon est le plus souvent réalisé a ’aide de deux miroirs
galvanométriques (~ 100 x 100 pum? en environ 10 ms), conduisant a acquisition d’une
coupe de I’échantillon. Le déplacement axial est ensuite obtenu en translatant I'objectif,
ce qui permet une focalisation plus ou moins profonde dans I’échantillon (figure I1.6).

Pour chaque position du volume d’excitation, le signal est enregistré sur un détecteur
ponctuel (tube photomultiplicateur) de sorte que la vitesse d’acquisition est limitée par
le balayage mais surtout par le temps nécessaire pour collecter un niveau de signal donné
par pixels. En conséquence il reste trés difficile d’obtenir une cadence d’acquisition vidéo
et il peut ainsi se révéler impossible d’échantillonner convenablement des phénoménes a

dynamique rapide.
i Miroirs
galvanométrigues

Excitation

Moteur
piézoélectrique
[ |
Objectif du
microscope

v

Balayage point par point Pile d'images

FI1GURE I1.6 — Raster scan : Le faisceau d’un laser impulsionnel est focalisé
par un objectif a forte ouverture numérique pour produire efficacement des effets
non-linéaires dans les tissus. Les images sont ensuite reconstruites point par point
en balayant le volume focal dans un plan. Le déplacement vertical de ’objectif
permet alors de focaliser le faisceau plus en profondeur pour acquérir une pile
d’images de [’échantillon.

Pour pallier cet effet, plusieurs géométries d’excitation et de détection sont encore
en cours d’exploration. Ces méthodes reposent par exemple sur le balayage de plusieurs
faisceaux simultanément pour réaliser une mosaique de 1’échantillon [95, 96, 97| ou sur
I'utilisation d’un profil d’illumination en ligne qui réduit le balayage a une seul dimension
(nappe de lumiére) [98, 99, 100]. Dans les deux cas, le détecteur ponctuel (photomultipli-
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Chapitre II. Microscopie multiphoton

cateur ou photodiode & avalanche) utilisé habituellement est remplacé par un détecteur
pixelisé (caméra CCD) afin d’acquérir en paralléle les signaux des différents points illumi-
nés simultanément dans I’échantillon. Cependant, si ces techniques peuvent effectivement
augmenter la cadence d’acquisition des images par rapport a une stratégie point par
point, ce gain est contrebalancé, non seulement par la puissance excitatrice nécessaire
mais surtout par la perte de sélectivité de la détection due a la diffusion et aux aberra-
tions en profondeur dans I’échantillon. En effet, a cause de celles-ci un photon créé par
un faisceau peut-étre recu par le détecteur d’un autre. Ainsi le signal provenant d’un
volume élémentaire dans I’échantillon devient une tache qui peut couvrir plusieurs pixels
du détecteur, brouillant les signaux obtenus simultanément (le long d’une ligne ou en
plusieurs points), ce qui conduit & une dégradation du contraste et de la résolution en
profondeur. En pratique si ces techniques permettent d’atteindre des profondeur plus éle-
vées que le confocal, leur utilisation restent limitées a ’étude d’échantillons peu épais ou
peu diffusants, pour lesquels la microscopie non-linéaire n’est pas forcément avantageuse,
comparée, par exemple, a la microscopie confocale. En revanche la microscopie multipho-
ton en nappe de lumiére, utilisant de faibles NA, est moins sensible aux aberrations et
permet de réduire, dans une large mesure, les photodommages dans I’échantillon [100].

I1.1.5.3 Phototoxicité et photoblanchiment réduit

La microscopie multiphoton est souvent décrite comme une technique "non-invasive",
c’est-a-dire ne perturbant pas ’échantillon observé. Cette affirmation repose sur plusieurs
propriétés de la fluorescence excitée a 2 photons.

Tout d’abord, il est possible d’obtenir un contraste endogéene, donc de travailler sans
marquage. Le tissu étudié n’est alors pas perturbé par la présence de fluorophores exo-
génes. De plus, pour les longueurs d’onde utilisées, I'absorption & 1 photon est faible
(on est dans la fenétre de transparence des tissus) si bien que seuls les processus a plu-
sieurs photons contribuent & la photo-toxicité®. Comme la probabilité d’absorption de
deux photons simultanément reste trés faible en dehors du volume focal, les effets photo-
toxiques, pouvant perturber I'imagerie des échantillons, sont intrinséquement confinés a
la zone observée, contrairement & la microscopie confocale ou tout le cone de focalisation
est excité inutilement. Les mémes arguments restent valables pour les effets thermiques.

Une molécule fluorescente a I’état excité peut soit émettre un photon, soit étre engagée
dans une réaction photochimique empéchant son retour & un état excitable (figure I1.7.a).
Le photo-blanchiment est la perte de la capacité de fluorescence d’une molécule résultant
de ces réactions. Plus on excite un échantillon, plus la proportion de fluorophores photo-
blanchis est grande, ce qui induit une diminution drastique du signal provenant de la zone
illuminée (figure I1.7.b). Comme pour les photodommages, du fait de son confinement
optique intrinséque, la microscopie non-linéaire permet également la réduction des effets
de photoblanchiment des protéines fluorescentes puisque seul le plan imagé est affecté.
Ainsi, 'excitation est ici optimisée pour que tous les fluorophores excités contribuent au
signal d’intérét, ce qui rend possible des observations sur de longues durées.

Il est important de souligner dés a présent que, comme nous le verrons plus loin
(cf. 11.2.1.2), le processus de génération de seconde harmonique n’implique pas de dépot
d’énergie dans ’échantillon (les photons incidents sont diffusés et non absorbés) et ne

5. Libération de radicaux libres toxiques pour le tissu.
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F1GURE IL.7 — Principe du photo-blanchiment : (a) Perte de la capa-
cité de fluorescence d’une molécule, résultant de réactions photochimiques, apres
plusieurs cycles d’excitations/désexcitations. (b) Photo-blanchiment d’une nano-
particule de Silice 300 nm, colorée au FITC, durant 1 minutes.

provoque donc ni photo-blanchiment ni photo-toxicité. En conséquence, le processus de
génération de seconde harmonique est, en lui-méme, non-invasif, toutefois les puissances
requises peuvent étre rédhibitoires. En effet, en tant que phénoméne non résonnant, la
SHG présente une trés faible efficacité dans les tissus. Ainsi, pour obtenir un signal
détectable, et un bon rapport signal sur bruit, il faut utiliser non seulement des impulsions
ultra-bréves, et donc des énergies crétes considérables, mais aussi une puissance moyenne
importante (10 — 20 mW). Finalement, 'absence de phototoxicité de I'imagerie SHG n’a
rien d’évident a priori, et il importe de bien définir les conditions dans lesquelles on ne
perturbe pas 1’échantillon. Ceci dit plusieurs études ont montré |7, 101, 48, 17, 16] que la
2PEF, la SHG et méme la THG sont compatibles avec 'imagerie 3D de tissus in vivo.

I1.1.5.4 Diversité des modes de contrastes

Un autre avantage de la fluorescence excitée & 2 photons est la possibilité d’utiliser
simultanément différents modes de contraste non-linéaires, tels que la SHG, la THG,
voire le FWH (Four- Wave mizing), le SRS (Stimulated Raman scattering) ou le CARS
(figure I1.8). En effet le dispositif expérimental pour ces différentes techniques est quasi-
ment identique, a I’exception de la source lumineuse et des filtres utilisés pour la détection
du signal. Ces différents types de signaux non-linéaires peuvent fournir des informations
complémentaires sur les échantillons.

La fluorescence permet d’évaluer la concentration et la localisation de fluorophores
exogénes ou endogénes. La génération de seconde harmonique, qui sera plus longuement
discutée par la suite (cf. I1.2), provient quant a elle de structures denses et non centro-
symétriques, entre autres les fibrilles de collagéne. La microscopie par diffusion Raman
(CARS, SRS) est un processus non-linéaire d’ordre 3, reposant sur un mélange a 4 ondes
résonnant, qui permet de sonder des vibrations moléculaires, et donc des espéces chi-
miques, avec une trés bonne spécificité [83, 102|. Elle est particuliérement utilisée pour
imager les lipides dans les tissus. La génération de troisiéme harmonique (THG) est, la
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FIGURE I1.8 — Modes de contraste : Diagrammes de Jablonski simplifiés
des différents signaux excitées a 1, 2 et 8 photons et les spectres d’émission
correspondants.

encore, un processus non-linéaire cohérent d’ordre 3, généré par les variations® du tenseur
de susceptibilité non-linéaire ’AXB)’ a ’échelle du volume focal. Par conséquent de bons
contrastes sont observés a linterface entre deux milieux présentant des y® différents
ou des inhomogénéités sub-micrométrique [103, 104, 105]. Par exemple la THG permet
d’imager la double couche lipidique a la surface des cellules ou des organelles plus petites
telles que les mitochondries [104]. Enfin le mélange & quatre ondes non-résonnant(FWM),
sensible lui aussi au Y, fournit des informations morphologiques sur les échantillons et
peut étre utilisé pour affiner interprétation d’image THG [106].

I1.2 Génération de seconde harmonique (SHG)

La génération de seconde harmonique (SHG) a été le premier effet optique non-linéaire
mis en évidence expérimentalement par Franken et coll. [79] en 1961 , juste aprés ’appari-
tion des premiers lasers. La SHG présente plusieurs applications dans différents domaines
de la physique et est, par exemple, fréquemment utilisée pour le doublage de fréquence
des lasers, comme source d’une nouvelle longueur d’onde. Cependant, nous nous canton-
nerons ici a 'application de la SHG comme source de contraste en MPM et donc pour
I'imagerie de tissus.

6. En effet il n’y a pas de THG dans un échantillon massique, présentant un x®) uniforme, & cause
de la phase de Gouy qui provoque des interférences destructives entre les différentes parties du volume
focal [101, 88].
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I1.2.1 Principes et mécanismes
I1.2.1.1 Rappel du cas linéaire

Considérons un atome individuel au repos comportant deux niveaux d’énergie |g) et
le). On soumet cet atome a une onde électromagnétique monochromatique de pulsation
w, telle que fw soit petit devant la différence d’énergie E, — E, entre I'état fondamental
et I'état excité. Dans ces conditions, 'excitation est hors résonance mais ’atome peut
rayonner une onde a la méme pulsation w selon un processus linéaire de diffusion élastique
(figure I1.9.a). Le rayonnement émis, est dans ce cas composé d’un pic étroit, centré autour
de la pulsation incidente, la lumiére diffusée étant cohérente vis-a-vis de 'excitation.

(a) / ‘\ﬂ))/ — Potentiel réel

- --- Potentiel harmonique

Réponse linéaire
de I’électron

— T g

Qiﬂhsion élastique/ Excitation faible /

F1GURE I1.9 — Diffusion élastique : (a) Diagramme de Jablonski simplifié de
la diffusion Rayleigh et (b) modéle de réponse linéaire de 'oscillation électronique
dans un puits de potentiel harmonique.

La diffusion élastique peut-étre illustrée par un modéle classique de I'interaction lu-
miére/matiére que 'on considére composée de particules chargées (des électrons et des
noyaux). Si 'on applique un champ électrique E les charges se déplacent sous 'action de
la force de Lorentz. Les charges positives se déplacent dans le sens du champ électrique
et les charges négatives dans le sens contraire. Prenons le cas d’un électron soumis a une
onde électromagnétique E. Sous 'action de la force de Lorentz celui-ci se met a osciller et
géneére alors un rayonnement. Pour un champ électrique relativement peu intense, 1’¢lec-
tron reste localisé autour de sa position d’équilibre et on peut considérer qu’il est dans un
puits de potentiel harmonique (figure I1.9.b). Cela signifie que 1'oscillation de 1’électron
est sinusoidale & la fréquence d’excitation w. Ainsi ’électron peut étre décrit comme un
simple dipole électrique (p) composé d’un moment dipolaire permanent éventuel (po),
inhérent a la molécule considérée, ainsi que d’un moment dipolaire induit par le champ
électrique incident :

p=po+a:E+oE) (I1.10)

ol «v est appelée polarisabilité de 1’électron. Ici, et dans toute la suite, les (:) représente
I’action d’un tenseur d’ordre n sur n — 1 vecteurs.

Dans le cas d’'un milieu diélectrique, les particules sont liées les unes aux autres par des
interactions électrostatiques ou covalentes. On considére ainsi ’ensemble des particules
constituant la matiére comme un réseau de dipoles électriques oscillants. La déformation
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de ce nuage d’électrons sous l’action d’une onde électromagnétique est décrite par la po-
larisation du milieu. En premiére approximation, la réponse du milieu est proportionnelle
a l'excitation, et la polarisation s’écrit :

PO = oy E

oll €y est la permittivité diélectrique du vide et ¥V la susceptibilité électrique qui, dans
le cas général, est un tenseur d’ordre deux. Toutefois, cette déformation linéaire n’est
valable que dans I'approximation de champs faibles et donc de petits déplacements de
charges.

I1.2.1.2 Cas non-linéaire

Fort de ces rappels d’optique linéaire, nous allons maintenant voir les principes du cas
non-linéaire. La génération de seconde harmonique est un processus cohérent du deuxiéme
ordre, ou par diffusion non-linéaire un faisceau incident a la fréquence w est "converti"
en un faisceau a la fréquence harmonique 2w (figure 11.10.a).

Lorsqu’elle est soumise & un rayonnement suffisamment intense de fréquence w, une
molécule non-linéaire partant de son état fondamental |g), peut "virtuellement absorber"
deux photons, d’énergie hw, ne correspondant pas a une transition de la molécule, et
revenir instantanément a 1’état |g) en émettant un unique photon d’énergie 2w, sous forme
de diffusion harmonique. Il est important de noter dés a présent que, bien qu’excitée par
deux photons, la SHG différe fondamentalement de la 2PEF. En effet pour générer de
la fluorescence une molécule absorbe ’énergie des photons incidents et la libére aprés un
temps indéterminé (~ 107 s) sous la forme d’un photon de fluorescence. En revanche,
dans le cas de la SHG, une molécule n’absorbe pas I’énergie incidente mais la diffuse de
maniére non-linéaire (en convertissant deux photons en un) ce qui n’induit pas de dépot
d’énergie dans le milieu. Contrairement a la 2PEF, la SHG est un processus cohérent et
quasi-instantané (~ 107'° s), ce qui implique, en outre, que le photon émis conserve la
phase du champ incident.

Comme pour le cas linéaire, la génération de seconde harmonique peut étre illustrée
par le modéle de Lorentz traitant de l'interaction entre une onde électromagnétique et
un électron lié. Pour des excitations intenses, les électrons s’éloignent fortement de leur
position d’équilibre et le potentiel vu par Iélectron devient anharmonique (figure 11.10.b).
La réponse de 'électron se fait alors non seulement & la fréquence fondamentale w mais
contient aussi des contributions de toutes les harmoniques (2w , 3w ...), émises plus ou
moins efficacement.

De maniére générale, on considére une onde électromagnétique incidente

E(r,t) = A(r)elkr—bg (I1.11)
dont ’enveloppe est supposée lentement variable :
0?A 0A

— < k— I1.12

072 < 0z ( )

Ceci équivaut a dire que les variations spatiales sont trés faibles a 1’échelle de la molécule
et permet ainsi de se placer dans 'approximation dipolaire. Le dipdle oscillant (p) induit
dans une molécule peut alors s’écrire :

P = po + p(E) (I1.13)
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F1GURE II.10 — Diffusion harmonique : (a) Diagramme de Jablonski sim-
plifié de la diffusion harmonique et (b) modéle de réponse non-linéaire de [’os-
cillation électronique dans un puits de potentiel anharmonique.

ou p(E) décrit la déformation du nuage électronique en réponse au champ incident. Si
I'on effectue un développement en série entiére de cette partie variable, en fonction du
champ électrique appliqué & la molécule, on obtient :

p=pota:E+5:EE+~:EEE+ .. (I1.14)

Ainsi, lorsque le champ appliqué est fort (ce qui est le cas pour des lasers pulsés), des
termes d’ordres supérieurs apparaissent, (E?, E3...), dépendant des premiére 3 et seconde
v hyperpolarisabilités. Le premier terme (o< F) décrit la réponse linéaire (diffusion élas-
tique), le second (o< E?) est a Dorigine de la SHG et le troisiéme (o< E?) de la THG. Dans
le cas général, o, 0 et v sont des tenseurs a 2, 3 et 4 dimensions respectivement.

Les effets non-linéaires mis en jeu sont nombreux (redressement optique, génération
de somme de fréquences, effet Pockels, effet Kerr...), surtout dans le cas ou plusieurs
faisceaux excitateurs a des fréquences différentes interagissent dans le milieu. Ici, nous
allons nous restreindre au cas de la génération de seconde harmonique par un unique
faisceau de pulsation w.

I1.2.1.3 Origine physique & I’échelle moléculaire

Les molécules capables d’émettre un rayonnement SHG sont caractérisées par une
forte hyperpolarisabilité du second ordre S [107] . Cette réponse va fortement dépendre
de la symétrie moléculaire puisque les composantes du tenseur d’ordre 3 () sont fixées
par la géométrie de la molécule considérée.

Nous allons dans un premier temps considérer le cas de molécules ne possédant qu’une
seule composante non-nulle (ou du moins non-négligeable) d’hyperpolarisabilité (.,
I’axe u représentant la direction de ’axe moléculaire. Un bon exemple d’entités avec un
[ élevé est celui des molécules a transfert de charge (push-pull) en batonnets, fortement
unidirectionnelles, composées d’un donneur et d’un accepteur d’électrons a chaque extré-
mité d’un pont électronique et dans lesquelles le transfert de charge est spécifiquement
possible dans une unique direction (figure I1.11). La polarisabilité et les hyperpolarisabi-
lités ont alors toutes une seule composante (uu, Buwus Yuwuu---) dans le référentiel associé
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FI1GURE 1II.11 — Molécules push-pull : (a) Modeéle de molécules a transfert
de charge, (b) exemple de la liaison peptidique et (c) exemple de la molécule DR1

(Dispersed Red 1).

a la molécule. En particulier ce modéle de molécules push-pull peut étre appliqué pour
décrire quantitativement la réponse SHG d’une liaison peptidique dans une molécule de
collageéne (cf. 11.2.3.2).

Pour ce type de molécule en considérant un modéle quantique a deux niveaux [108], le
champ étant traité classiquement, on peut effectuer un calcul de perturbation et exprimer
la norme du tenseur d’hyperpolarisabilité sous la forme :

3]?2 Ap w4
5 — Pae 0 .15
PO = S i) (8 = 4?) (o8 — ) (I1.15)
\ /\ J/
60 F(wvw())

avec pg. le moment dipolaire de transition de 1'état fondamental |g) vers I'état excité
le), hwy = E. — E, I'énergie de transition entre les deux états et Ap = p.. — pyy la
différence de moment dipolaire entre I'état excité et 1'état fondamental”. Le terme [,
appelé hyperpolarisabilité a fréquence nulle, caractérise la non-linéarité intrinséque de la
molécule, tandis que le terme F(w,wp), qui dépend de la pulsation incidente w et de la
pulsation de résonance wy, est un facteur d’exaltation de la non-linéarité d’autant plus
important que I'on est proche de la résonance.

L’expression de 1'hyperpolarisabilité a fréquence nulle (5;) montre qu’une molécule
est d’autant plus efficace que le terme (p,)?Ap est grand. Il faut pour cela qu'un fort
transfert de charge soit possible au sein de la molécule. Ceci est typiquement le cas des
molécules asymétriques de type push-pull car les deux formes conjuguées de la molé-
cule, qui correspondent approximativement aux états |g) et |e), présentent des moments
dipolaires tres différents.

Comme nous l'avons vu dans le paragraphe précédent le dipdle induit & 2w par un
champ polarisé selon u, pour une telle molécule s’écrit :

p"”(2w) = BE2u (11.16)

7. L’existence d’'un Ap non nul correspond a la propriété de non centrosymétrie de la molécule.
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ou E, est le champ d’excitation. En premiére approximation, le champ rayonné (£) est
proportionnel au dipoéle induit :

Ex (p? xu,) xu, (I1.17)

I1.2.1.4 Non centrosymétrie

Dans le cas d'un potentiel symétrique, le développement en série entiére (eq. 11.14) ne
contient que des termes impairs et donc des harmoniques impaires. Ainsi, contrairement
a la THG qui peut se produire dans tous les types de molécules, I’émission de seconde
harmonique (et de quatriéme, sixiéme...) ne peut avoir lieu que dans des systémes présen-
tant une brisure de symétrie. En effet, dans le cas d’une molécule présentant une symétrie
centrale, I'inversion des axes et donc de la polarisation induite conduit a :

B(—2w;iw,w) = —B(—2w; w, w) (I1.18)

Par conséquent une molécule centrosymétrique aura une hyperpolarisabilité S nulle et ne
pourra émettre de rayonnement harmonique.

De plus, au niveau macromoléculaire, les champs électriques des différents dipoles
induits vont interférer. Considérons par exemple deux molécules non-centrosymétriques
séparées d’une distance petite devant la longueur d’onde, de sorte qu’elles "voient" le
méme champ incident (méme intensité, méme phase). Comme la phase du champ diffusé
a 2w dépend de 'orientation de 'harmonophore, les émissions de deux molécules orientées
paralléelement interféreront constructivement :

E x ((p1? +p2?) xu,) x u, < (2p1? x u,) x u, (I1.19)
L’intensité diffusée étant le carré du champ, on obtient ainsi un signal SHG quatre fois
plus élevé que pour une unique molécule (figure 11.12). Au contraire, les champs créés par

/ Onde incidente {w) Onde émise (2w) Intensit}

I

Ix4

FI1GURE I1.12 — Conditions de non centrosymétrie : Génération de seconde
harmonique par deux molécules paralléles (interférences constructives) ou anti-
paralléles (interférences destructives).
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Chapitre II. Microscopie multiphoton

deux molécules anti-paralléles seront émis en opposition de phase et interféreront donc
destructivement :

€ o (PP +pY) x u,) x u, = ((p — pi?) x u,) x u, =0 (I1.20)

Il n’y a alors pas de génération de seconde harmonique. Par conséquent, pour obtenir
un important signal SHG, les molécules doivent non seulement présenter une asymétrie
au niveau moléculaire (potentiel anharmonique) mais aussi une répartition spatiale non-
centrosymétrique a I’échelle du volume focal. En effet, chaque dipole induit dans le volume
focal rayonnant de maniére anisotrope, leur répartition et leur orientation va créer des
interférences constructives dans certaines directions et destructives dans d’autres.

I1.2.1.5 Formalisme tensoriel

Dans le paragraphe précédent nous avons exposé la notion de dipole non-linéaire induit
par une molécule, sous une excitation par une champ incident & w, en nous limitant & des
molécules push-pull. Cependant, la réponse SHG est intrinséquement tensorielle. Pour
un diffuseur arbitraire, I’hyperpolarisabilité [ est un tenseur d’ordre 3 comportant 27
composantes indépendantes. Dans le cas général, ce tenseur décrit comment la 5 et la k°
composantes de deux champs excitateurs aux fréquences w; et wo contribuent a créer la
1¢ composante du champ diffusé a la fréquence w; + wo, selon 'expression :

Ei(w1 + wa) = Biji(— (w1 + wa); wi, we) Ej(wr) Ex(wo) (IT.21)

Par extension, le moment dipolaire induit dans la direction ¢ par une molécule soumise a
un unique champ excitateur E(w), s’écrit :

pi = Z (W) Ej(w) + Z Bijr(—2w; w, w) Ej(w) By (w)

3 i (3w 0,0, 0) B (@) B () Er(w) + ... (I1.22)
7.kl

Or tout comme dans le cas de molécules push-pull, 1a phase du champ diffusé a 2w dépend
de I'orientation du dipole induit. Ceci implique que deux diffuseurs identiques avec des
orientations différentes u et u’ auront des tenseurs d’hyperpolarisabilités [, €t Buww
identiques dans leur référentiel propre, mais différents dans le référentiel du laboratoire.
Cet effet est encore plus marqué dans le cas d’un tenseur comportant 27 composantes.

Les tenseurs sont des objets géométriques transformés de maniére spécifique lors d’un
changement de référentiel. Plus précisément, un tenseur 7,4, ., dans une nouvelle base
est transformé selon :

— al a2 an
7;’1(1’2...6% - 7711a2...an73a/1 Pa’2 -~-Pa;1
ou P¢ est la matrice de passage entre les deux référentiels. Ici les indices supérieurs et
inférieurs désignent respectivement I’ancien et le nouveau référentiel.
11.2.1.6 Susceptibilité non-linéaire

S’il est possible de définir un tenseur d’hyperpolarisabilité pour une molécule, ou
méme pour une unique liaison peptidique, en tant que diffuseur élémentaire, ce tenseur
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I1.2. Génération de seconde harmonique (SHG)

microscopique n’est que trés difficilement mesurable optiquement. En effet, méme en
utilisant un faisceau trés fortement focalisé la situation la plus courante en microscopie
multiphoton n’est évidemment pas celle ot ’'on regarde une ou deux molécules, mais celle
ou tout un ensemble de molécules sont excitées simultanément par le champ incident.
Leur nombre, leur répartition et leur direction respective vont étre déterminants dans le
processus de génération de seconde harmonique.

Considérons le cas ot N molécules non-linéaires sont reparties dans un volume de
dimension caractéristique AL, supposé trés petit a I’échelle de la longueur d’onde d’émis-
sion (ie AL < A). On repére les orientations de ces différentes molécules par les trois
angles d’Euler Q,, = (0, ¢n, ¥n) (figure 11.13).

F

F1GURE 11.13 — Angles d’Euler : 0 nutation , ¢ rotation propre et v préces-
S10M.

Le volume occupé par les molécules peut alors étre considéré comme un point ou se
trouve un dipole macroscopique P, appelé polarisation induite, rayonnant & la pulsation
2w et tel que :

N
1
pe = LY pi(0,) (123
n=1

Cette somme peut étre calculée & partir de la moyenne statistique des moments dipolaires
pELQ) contenus dans le volume d’interaction :

> PP () = N (P () (11.24)

ou (), représente la moyenne sur I'ensemble des molécules (i.e. 'ensemble des orienta-
tions). Ce passage a la limite statistique permet de considérer des ensembles moléculaires
caractérisés aussi bien par des fonctions de distribution continues (cas des polyméres) que
par des fonctions de distribution discrétes (cas des milieux cristallins). Le volume d’inter-
action étant considéré comme ponctuel, toutes les molécules voient le méme champ local
E;.. avec le méme déphasage :

Eje = Eg.e ™"
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Ainsi, les champs rayonnés par les différents dipoles seront exactement en phase et 1'ex-
pression du dipole macroscopique P se simplifie :

P = v <B<Qn>>N  EjocEioe (I1.25)
(B = D2 A(E) (11.26)

Toutefois, il est généralement plus maniable d’écrire la réponse globale du milieu en
fonction du champ macroscopique appliqué (E) et non du champ local (Ey,.).

P =PO 4+ POW) + PP (2w) + PO (3w) + ...
soit

P =PO 4 cixV(w) : E + eox@(—2w;w,w) : E(w)E(w)
+ eoX¥ (3w w,w,w) : B(W)E(W)E(W) + ... (I1.27)

ott P() est la polarisation du milieu en I’absence de champ électrique, x") la susceptibilité
linéaire du milieu, ¥ la susceptibilité non-linéaire d’ordre 2 (ou premiére susceptibilité
non-linéaire), x©® la susceptibilité non-linéaire d’ordre 3... Dans le cas général, les sus-
ceptibilités x™ (de méme que les hyperpolarisabilités) sont des tenseurs d’ordre n + 1.
Contrairement au tenseur 3 dont les valeurs sont difficilement mesurables?, les suscepti-
bilités non-linéaires (et notamment y?) peuvent-étre mesurées directement.

En outre si 'on identifie la polarisation non-linéaire d’ordre deux :

P® =¢x? . EE (11.28)

avec I'équation 11.25, on voit que le tenseur y® résulte de la sommation des réponses
¢élémentaires dans le volume focal [109] :

EoXir = % S P Bien = 02 F L (B( Q) (I1.29)

neVv

ot (5(£2,))q est la moyenne statistique des tenseurs d’hyperpolarisabilités élémentaires
dans le référentiel du laboratoire, p la densité moléculaire et les f* les facteurs de champ
locaux?. Dans toute la suite, et par souci de simplification, on omettra ces facteurs de
champs locaux.

Cette relation relie I’hyperpolarisabilité microscopique () a la susceptibilité non-
linéaire macroscopique (x?), plus appropriée pour des milieux continus et qui décrit
la densité volumique de dipéles induits (polarisation du milieu)°. Schématiquement,

8. Elles le sont en HRS (cf. annexe A).

9. D’aprés le modéle de Lorentz-Lorenz, les facteurs de champs locaux sont tels que f¢ ol
n,, représente l'indice de réfraction du milieu & w. Le champ local s’écrit alors Ej,.(w) = f“E(w). En
pratique les facteurs de champ locaux sont de 'ordre de 1 dans les milieux qui nous intéressent.

10. A noter que la premiére hyperpolarisabilité s’exprime en m*.V~! alors que la susceptibilité non-
linéaire d’ordre 2 s’exprime en m.V 1,

— nw 42
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I1.2. Génération de seconde harmonique (SHG)

I’hyperpolarisabilité décrit l'interaction d’un diffuseur unique avec le champ local alors
que la susceptibilité décrit 'interaction d’un milieu non-linéaire continu avec le champ
moyen.

Cette susceptibilité non-linéaire y?, tout comme le tenseur d’hyperpolarisabilité 3,
est un tenseur de rang 3 et posséde un certain nombre de propriétés [88]. En particulier,
comme nous l'avons déja évoqué, ses composantes s’annulent dés que le milieu posséde une
symétrie centrale (milieu centrosymétrique). En considérant les propriétés de symétrie du
systéme étudié, le nombre de composantes indépendantes de ces tenseurs peut largement
étre réduit. Pour commencer, nous ne sommes pas intéressés ici par la somme de deux
fréquences arbitraires, mais uniquement par la génération de seconde harmonique (donc
a partir d’un unique faisceau) ot w; = wy = w. Dans ce cas,

Xg,l(—(wl + wo); Wy, we) = XE?])C(—QCO; w,w) (I1.30)

qui est invariant par permutation des deux derniers indices (Xz(jz)c = Xﬁiﬂ) Le nombre de
composantes indépendantes du tenseur Y est donc réduit a 18, au lieu de 27. En outre

dans le cas d’un milieu sans perte, toutes les composantes du tenseur sont réelles.

11.2.2 Role de la cohérence

La cohérence est un effet crucial en SHG car elle détermine ’ensemble des propriétés
du signal créé. Insistons sur le fait que, contrairement & la fluorescence ou la phase du
photon émis est aléatoire, l'oscillation du dipodle induit et son rayonnement se font de
maniére cohérente avec le champ excitateur et qu’ainsi les photons émis conservent la
phase incidente. Il est alors nécessaire de considérer les amplitudes lumineuses et non les
intensités.

Pour obtenir une réponse macroscopique de génération de seconde harmonique a partir
d’un ensemble de molécules non-linéaires, il est nécessaire que les ondes harmoniques
rayonnées par les différentes molécules interférent constructivement. A noter que ce pré-
requis est équivalent a la propriétés de non-centrosymétrie des harmonophores nécessaires
pour obtenir un x® non nul (cf. 11.2.1.4). La cohérence permet d’augmenter sensiblement
le signal & partir d’une structure ordonnée et alignée, en contrepartie cette propriété
significative entrave l'interprétation des images en compromettant méme la notion de
résolution en SHG (cf. 11.2.2.4). Elle est notamment & l'origine de la spécificité de la
SHG, dans les tissus, pour des éléments tels que le collagéne, la tubuline ou la myosine.

Pour illustrer plus précisément le réle de la cohérence, reprenons notre exemple "simple"
de diffusion non-linéaire par N molécules reparties dans un volume de dimension caracté-
ristique AL < X (figure I11.14). Dans le cadre de cette approximation il n’est pas nécessaire
de prendre en compte le couplage entre les ondes incidentes et harmoniques au travers
d’une équation de propagation, ce traitement étant réservé a 1’étude de la réponse non-
linéaire d’un milieu optiquement épais !t [88]. Nous supposerons de plus que toutes ces
molécules voient le méme champ local E;,. que 'on écrira sous la forme :

Ejc = Eg.e™ T (I1.31)

11. 11 est important de noter qu’en pratique, en MPM, la lumiére collectée étant émise dans le volume
focal, ayant un diamétre caractéristique d’environ 400 nm, cette hypothése n’est que rarement valide.
Nous verrons dans le chapitre 4 comment traiter le cas d’un milieu continu de taille comparable ou
supérieure au volume focal.
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ou k,, représente le vecteur d’onde a la pulsation w dans le milieu non-linéaire.

AL << A

FIGURE I1.14 — Rayonnement en champ lointain : Cas d’un ensemble
de dipdles non-linaires p7(12)(2w) dans un volume de dimension caractéristique

AL <\

Ainsi, le moment dipolaire induit dans la n**™® molécule, caractérisée par sa position

r, et son orientation, définie par les trois angles d’Euler §2,,, s’écrit :
p7(12) (I‘n, Qn) = 5(Qn) . E0E0-€2ikw'rn (1132)

Comme la SHG est un processus cohérent, la phase du rayonnement émis par cette
molécule est déterminée par la phase du champ incident au point r,. En premiére ap-
proximation on peut alors considérer que le champ rayonné & 2w est tel que :

EPN (M, 1) o B(Q,) : EqEoe ™ (IL33)

Ainsi, le champ total rayonné par la distribution des dipodles induits a la pulsation 2w
s’écrit :

N N
EPNM,t) =) EP o< Y B() : EgEge”™ ™ (I1.34)
n=1 n=1
On en déduit I'expression de I'intensité totale émise :
) N N
T x ‘8(2)(M, t)‘ =YY EPe® (IL35)
n=1n'=1

Cette derniére expression peut se décomposer en deux termes :

Toc) EDED 13N gDl (11.36)
n o n’;énv |
I I

Il est important de noter que si le premier terme (I;) n’est jamais nul, le second (1),
dépendant de 'orientation relative des molécules non-linéaires constituant 1’échantillon,
peut s’annuler. Nous allons donc différencier deux cas, suivant que /5 est nulle ou non.

48



I1.2. Génération de seconde harmonique (SHG)

I1.2.2.1 Cas de I’émission incohérente : diffusion hyper-Rayleigh

Dans le cas oul les molécules sont orientées aléatoirement (figure I1.15), par exemple
lorsqu’elles sont en solution, 'orientation du dipole induit p%2)(2w), et donc la phase du

champ 87(12)(2w), sont aléatoires pour chaque molécule. Ainsi, dans un tel milieu :

Lo EDN D" (IL37)

——
V.

ou les V', sont orientés aléatoirement par rapport a Sf) . Ainsi en passant a la limite
statistique le terme I5 s’annule et 'intensité totale I s’identifie au terme I; correspondant
a la somme incohérente des intensités diffusées par tous les dipodles indépendamment.
Cette somme s’écrit alors :

Toc Y |B(20) s BoEol* o< N (|8(2)%) | EoEol? (11.38)

Dans ce cas :
Turs o N (|8]°) It (11.39)

Fi1GURE II.15 — Diffusion Hyper-Rayleigh : Distribution isotrope des mo-
ments dipolaires dans le volume focal.

Ainsi I'intensité est proportionnelle au nombre de diffuseurs (N), comme dans le cas
de la fluorescence a deux photons, ce qui est caractéristique d’une émission incohérente.

Nous avons considéré ici un désordre structurel caractérisé par la disposition spatiale
des molécules. En pratique, on peut observer cette diffusion Hyper-Rayleigh (HRS) dans
les milieux liquides en exploitant les fluctuations temporelles de densités et d’orienta-
tions moléculaires [110, 111]. En effet, le temps d’intégration des détecteurs (~ 107° s)
étant largement supérieur au temps caractéristique de rotation des molécules en solution
(~ 10712 s), le signal résulte d’'une moyenne temporelle de I'orientation moléculaire, ce
qui, en vertu du théoréme d’ergodicité, permet de faire le méme raisonnement. I.’intensité
détectée avec un tel échantillon permet de mesurer I’hyperpolarisabilité 5 de molécules
non-linéaires en solution (cf. annexe A) [112, 113, 114, 115].
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I1.2.2.2 Cas de I’émission cohérente : génération de seconde harmonique

Dans le cas simple ol tous les harmonophores sont orientés de maniére unidirection-
nelle (figure 11.16), le dipdle induit p512)(2w) est identique pour chaque molécule. Les
amplitudes et les phases des champs &£,,(2w) dépendent donc uniquement du champ élec-
trique E(w) du faisceau laser incident.

E,.(2w) x B : E(w)E(w) (11.40)

FIGURE I1.16 — Génération de seconde harmonique : Distribution non
centrosymétrique des harmonophores dans le volume focal.

En sommant ces champs nous obtenons un terme /5 non-nul et 'intensité totale émise
s’écrit :
Ty N PR xS EW)E (w)? « N*|E|* (I1.41)

et finalement
Ispe o< N2 |8 IZ, (I1.42)

On peut voir que l'intensité varie avec le carré du nombre de molécules (N) présentes dans
la zone d’excitation. Ce résultat est caractéristique d’un rayonnement cohérent et c’est ce
type de somme cohérente des ondes & 2w que 'on désigne sous le nom de génération de
seconde harmonique. A noter que ’on retrouve ici la notion de susceptibilité non-linéaire
introduite au paragraphe 11.2.1.6.

I1.2.2.3 SHG dans les tissus

Les équations I1.39 et I1.42 montrent que pour un grand nombre (N) de molécules
non-linéaires, les signaux HRS sont négligeables devant l'intensité SHG. En pratique,
les volumes focaux et les temps d’acquisition utilisés en microscopie sont beaucoup trop
petits pour obtenir des niveaux de signaux détectables pour une distribution isotrope
d’harmonophores. Cette propriété peut étre interprétée comme une illustration du fait
que la SHG n’existe pas dans les milieux possédant une symétrie centrale. En effet comme
toutes les positions et orientations sont équiprobables, un tel milieu isotrope posséde une
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I1.2. Génération de seconde harmonique (SHG)

symétrie centrale (en supposant que les molécules sont achirales'?). Ainsi la ou le signal
de fluorescence nous renseigne sur le nombre total de molécules excitées, le signal SHG
nous fournit une information complémentaire sur le degré d’asymétrie de la distribution
moléculaire.

Ainsi, les molécules responsables du signal SHG doivent présenter non seulement une
asymeétrie électronique mais aussi une asymétrie dans leur répartition spatiale. Cepen-
dant, cette contrainte importante est aussi un avantage car, 'origine des signaux étant
extrémement spécifique, elle permet de visualiser une composante moléculaire précise,
éventuellement invisible par des techniques de fluorescence.

Comme nous venons de le voir, la génération de seconde harmonique repose sur 3 critéres :

e une molécule avec une premiére hyperpolarisabilité 5 élevée

e une haute densité de molécules dans le volume focal

e une organisation adéquate des molécules.

@ (b) © (@

Fi1GURE I1.17 — SHG dans les tissus : (a) Muscle strié de souris [source :
Zeiss, LSM7 MP/, (b) Microtubules, observable uniquement lors de division cel-
lulaire [source : thése de Nicolas Olivier], (¢) Amidon, principale source de SHG
chez les végétauz [source : Anisha Thayil et coll. [116]] et (d) Cornée humaine
[source : Gaél Latour, Laboratoire d’Optique et Biosciences].

De fait, peu d’entités biologiques présentent ces caractéristiques simultanément. Les
fibres musculaires et plus précisément les filaments de myosine constituent une source
de signal SHG endogéne permettant d’étudier la dynamique de contraction musculaire
et de réaliser de 'imagerie fonctionnelle sur le muscle squelettique (figure I1.17.a) [117].
Les microtubules sont un autre exemple de polymeéres linéaires orientés, source de SHG
endogéne [118; 119|. Toutefois bien que ces polyméres soient abondants dans les tissus
biologiques, il existe peu de structures dans lesquelles les microtubules s’organisent en
"fibres" orientées, nécessaires a la formation d’un signal assez intense pour étre détecté.
Seuls les microtubules présents dans les axones, les fuseaux mitotiques, qui permettent
la séparation des deux groupes de chromosomes lors de la mitose, ou les cils cellulaires
présentent des organisations suffisamment asymétriques pour émettre des signaux SHG
détectables (figure I1.17.b). Chez les végétaux, les arrangements quasi-cristallins d’amidon
[120, 116] (figure 11.17.c) ou la cellulose [121], générent trés efficacement un signal de
seconde harmonique. Néanmoins, la plus importante source de seconde harmonique dans
les tissus reste le collagéne fibrillaire (figure 11.17.d). Ce signal, bien que mis en évidence

12. Une molécule et son miroir ne différent alors qu’en orientation.
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Chapitre II. Microscopie multiphoton

dés 1979 par des études réalisées sur des tendons de queue de rat [80], n’est exploité
pour l'imagerie que depuis la mise au point de la microscopie multiphoton a balayage.
Enfin, il est également possible d’avoir recours a des harmonophores exogénes développés
pour la microscopie SHG, principalement sous la forme de sondes du potentiel électrique
membranaire [122, 123, 124|. La difficulté, mais aussi 'intérét d’avoir recours a ce type
de sondes, est qu’il n’est possible de générer un signal de seconde harmonique que si les
molécules exogénes s’insérent de facon unidirectionnelle dans la membrane cellulaire.

I1.2.2.4 Propriétés du rayonnement et résolution

De méme que dans le cas de la 2PEF, le signal SHG est proportionnel au carré de
I'intensité incidente. Ainsi lorsqu’un faisceau est focalisé dans un échantillon, I’émission
du signal est confinée au volume focal, et la résolution 3D reste "virtuellement" la méme
que celle de la fluorescence bi-photonique.

En réalité, la situation est plus complexe pour la SHG, puisque comme nous venons de
le voir, la phase est un critére déterminant pour la génération de seconde harmonique. Le
signal détecté dépend non seulement de 'intensité produite par les diffuseurs individuels,
mais aussi de leur orientation relative. En conséquence, la distribution spatiale d’harmo-
nophores ne peut pas étre directement déduite du signal et requiert des hypothéses sur
les conditions d’accord de phase dans I’échantillon.

/ (@) (b) \

FIGURE II.18 — Accord de phase : (a) En transmission et (b) En épi-
détection.

Dans un microscope, la SHG peut-étre détectée soit vers 'avant (en transmission) soit
vers l'arriére (épi-détection), conduisant a des conditions d’accord de phase différentes
(figure I1.18). Au lieu de parler de résolution en microscopie SHG, il est plus juste de
regarder la longueur de cohérence, qui est la distance caractéristique de variation de la

phase du signal, définie par :
T

ko — 2k ]

ou ko, désigne le vecteur d’onde de la seconde harmonique dans la direction d’observa-
tion, et k., le vecteur d’onde du champ excitateur, orienté dans le sens de propagation
du laser. Cette formule donne une bonne approximation de [. dans le cas de la SHG
vers l'arriére (épi-détection). Dans le cas du signal transmis il est nécessaire d’introduire

I, (I1.43)
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explicitement la phase de Gouy, qui décrit la variation de phase au foyer de I'objectif du
microscope, et de tenir compte de la dispersion d’indice dans le milieu (ng, — n,,) reflé-
tant la différence de vitesses entre les ondes fondamentales et harmoniques. En pratique
on peut estimer la longueur de cohérence (I.) vers avant & partir de simulations de la
distribution de phase dans le volume focal *. Pour une ouverture numérique de 0,95 on
obtient I & lpayieign ~ 3A\/2 pour la SHG transmise et (" ~ 7 /4k, = \/8 pour la
SHG émise vers larriére (avec ko, &~ —2k,,). Ainsi, pour des raisons d’accord de phase,
la longueur de cohérence est plus importante dans le sens de propagation du faisceau
excitateur, ce qui rend la SHG généralement plus efficace vers 'avant.

Finalement, pour rendre compte rigoureusement des effets de phase dans le volume
focal il est nécessaire d’introduire un modéle numérique permettant, de plus, un calcul
vectoriel des champs incident et émis (cf. IV.1.2).

I1.2.3 Origine de la SHG du collagéne

La génération de seconde harmonique par le collagéne pose en premier lieu un pro-
bléme de vocabulaire. Comme nous ’avons vu au paragraphe précédent, la réponse non-
linéaire microscopique associée & une molécule est décrite par 'hyperpolarisabilité. A
partir des tenseurs [ de chaque molécule et de leur arrangement spatial, il est possible
de définir la susceptibilité non-linéaire x(? décrivant la réponse macroscopique.

Dans le cas du collagéne, la molécule de tropocollagéne ayant une longueur d’environ
300 nm, non négligeable devant la longueur d’onde, on ne peut plus rigoureusement
parler de 3. De plus, d’aprés les modéles actuels, c’est le domaine en triple hélice qui
est responsable de la génération de seconde harmonique et il semble peu probable que
la délocalisation des électrons se fasse sur toute la longueur de la molécule. Le tenseur
macroscopique de susceptibilité non-linéaire x(® est lui aussi mal défini car d’une part
la fagon dont les molécules de collagéne s’assemblent entre elles pour former des fibrilles
n’est pas parfaitement connue (plusieurs modéles coexistent : structures quasi-cristalline,
enroulement en supra-hélice...), et d’autre part il existe une variabilité a la fois intra-
et inter-tissulaire de l'organisation et de la taille des fibrilles. Par exemple, la cornée
est constituée de petites fibrilles de 35 nm de diamétre, espacées d’environ 50 & 80 nm,
tandis que le tendon est formé de fibrilles alignées de quelques centaines de nanomeétres
de diamétre et que dans la peau, les fibrilles sont trés désordonnées et de taille variable.

En outre, il n’est pas réaliste de passer directement de la réponse élémentaire des
diffuseurs a un milieu continu suivant la formule I1.38, qui équivaut a faire une sommation
directe sur tous les acides-aminés dans le volume focal, et ce pour deux raisons :

1. le collagéne étant un systéme intrinséquement hétérogene, il est nécessaire de tenir
compte de la structure hiérarchique a chaque échelle, qui va déterminer in fine la
réponse SHG des structures observables telles les agrégats de fibrilles de collagéne

2. T'usage d’objectifs a fortes ouvertures numériques (requis en microscopie multipho-
ton) impose un régime trés focalisé induisant des variations de phase dans le volume
focal a I’échelle de la molécule de collagéne.

Il est alors plus pertinent de séparer la sommation en plusieurs étapes, en calculant
des tenseurs intermédiaires & chaque échelle, c’est-a-dire pour une triple hélice puis une

13. Pour plus de détails voir la thése d’Tvan Gusachenko, LOB 2012.
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fibrille. Durant ces étapes de transformation on doit passer du microscopique () au
macroscopique (x?), alors méme que cette transition n’est pas clairement définie. Par
souci de clarté, dans la suite, nous parlerons toujours d’hyperpolarisabilité 5 jusqu’a
I’échelle des fibrilles et de susceptibilité non-linéaire y(®) pour les fibres et au-dessus.

Cette démarche multi-échelle permet de choisir ’approche la plus appropriée pour
le probléme considéré. A chaque échelle hiérarchique, il est nécessaire de considérer non
seulement le tenseur approprié¢ pour interpréter les mesures du signal, mais aussi le tenseur
de I’échelle inférieure pour mieux comprendre les variations du premier. Par exemple, pour
étudier les signaux HRS du collagéne, les tenseurs utiles sont celui de la triple hélice Sry
et celui d’une liaison peptidique Sy, [115]. Ensuite, pour étudier la formation de fibrilles
individuelle, I’échelle fibrillaire B¢, et I’échelle moléculaire Srg entrent en compte...

En résumé, pour pouvoir interpréter totalement le signal SHG du collagéne, il faudrait
connaitre la position et I'orientation des sous-unités du collagéne responsables du signal
SHG a toutes les échelles jusqu’a la taille du volume focal (~ 1 pum), tache extrémement
ardue. Toutefois, des modéles simplifiés nous permettent déja d’appréhender certaines
caractéristiques de la génération de seconde harmonique par le collagéne.

11.2.3.1 Symeétries du collagéne et réponse non-linéaire

L’approche la plus ancienne a été proposée par Freund [80, 125, 126, 127, 128] lors des
premiéres expériences réalisées sur la génération de seconde harmonique par le collagéne
et se place a I’échelle des fibres. Deux hypothéses de symétrie sont formulées :

e on se place dans le cadre de la symétrie de Kleinman

e le tenseur non-linéaire posséde une symétrie cylindrique C.

Symétrie de Kleinman - La symétrie de Kleinman s’applique dés lors que toutes les
fréquences impliquées (w et 2w) sont loin des résonances. Dans le collagéne, les bandes
d’absorption sont situées en-dessous de 240 nm [129, 130] alors que 'on travaille usuel-
lement & A = 860 nm et que la SHG émet & A\/2 = 430 nm, ce qui fait qu’en premiére
approximation I'hypothése® (w < wp) est vérifice et que la susceptibilité non-linéaire
devient indépendante de la fréquence d’excitation :
2 2
X (~2w;w,w) = ¥ (I1.44)
Lorsque la symétrie de Kleinman est valide, les composantes du tenseur sont indépen-
dantes de la fréquence ce qui permet d’interchanger tout les indices [133] :
@_. @ _.2_ @__ 2 _ @
Xijk = Xikj = Xjik = Xjki = Xkij — Xkji (IL.45)
Cette hypothése de symétrie réduit donc les composantes indépendantes du tenseur de
18 & 10 (cf. annexe B) en excluant explicitement les composantes chirales. A noter que la

symétrie de Kleinman reste valide a I’échelle moléculaire ce qui autorise a faire les mémes
simplifications sur 5.

14. Certaines études montrent que dans le cas du collagéne fibrillaire la symétrie de Kleinman est
valable & quelques pourcents prés [131], alors que d’autres auteurs [132] questionnent son applicabilité
dans les tissus biologiques.
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Symétrie du collagéne - Aprés ces simplifications, qui découlent directement des
propriétés générales de la génération de seconde harmonique, il y a celles découlant de la
symétrie spatiale du milieu :

e Echelle moléculaire : La molécule de tropocollagéne consistant en trois hélices quasi-
identiques, elle posséde une symétrie rotationelle Cs et le tenseur 3 en hérite. Usuel-
lement, pour plus de simplicité, on approxime cette propriété par une symétrie Cy

e Echelle macro-moléculaire : Les fibrilles de collagéne présentent une géométrie cy-
lindrique conférant une symétrie Cs au tenseur y2).

De plus, la symétrie de Kleinman excluant les composantes chirales, le milieu posséde en
réalité une symétrie C ,. L'invariance par rotation, due a la symétrie Cy, ,, réduit finale-
ment le tenseur 3 & 2 coefficients indépendants (cf. annexe B). On peut alors directement
écrire la polarisation induite P sous la forme :

Ex(w)z
2
Py(2w) 0 0 0 0 3 o0 ?82
P2w) | =e| 0 0 0 X 0 0| g0 (IL.46)
P.(2w) @ @ 0 ¢ o g y(w)E.(w)
z Xzyy Xzyy Xzzzx E;r (w)EZ (w>
Ey(w)Ey(w)

2 2 2 2 2 2
avec ngy)y = X;ay)y = Xg(;y)a: = X;z)z = Xga:)z - ng)z

Cependant, la génération de seconde harmonique par le collagéne ne peut pas étre
expliquée en totalité par une modélisation aussi simple. En 2002, Campagnola et coll.
|118] évoquaient la possibilité que la structure en hélice de la molécule de collagéne, qui
fait d’elle une molécule chirale, puisse étre responsable d’une partie de I’effet non-linéaire
du second ordre, alors que les composantes chirales sont considérées comme nulles dans
la symétrie de Kleinman. En effet, Pena et coll. ont montré, par des expériences sur
des films minces de molécules de collagéne, un effet non négligeable de la chiralité dans
la SHG de surface du collagéne [134]. Méme si d’aprés ces expériences I'augmentation
de la SHG par les composantes chirales serait au maximum d’un facteur 2, il semble
nécessaire d’utiliser un tenseur chiral pour modéliser correctement la réponse non-linéaire
du collagéne. Toutefois, par souci de simplicité nous nous restreindrons dans ce manuscrit
au modéle d’un tenseur non-chiral permettant une bonne appréhension de la SHG du
collagéne et expliquant la majorité des observations.

11.2.3.2 Structure hiérarchique

Nous allons maintenant explorer la nature tensorielle de la réponse du collagéne, en
prenant en compte sa structure hiérarchique.

Liaison peptidique - La source élémentaire de la SHG du collagéne semble étre la
liaison peptidique (figure I1.19) dans la séquence protéique [115, 135, 136]. Par souci de
simplicité, celle-ci est approximée par un modéle de molécule push-pull, ne présentant
donc qu’une seule composante Spepruun (dans le référentiel associé a la liaison) dans la
direction de la liaison peptidique u.
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F1GURE I1.19 — Liaison peptidique : Dans les modéles actuels, c’est [’har-
monophore majoritaire dans les tissus a lorigine de la génération de seconde
harmonique.

Triple hélice - Le tenseur d’hyperpolarisabilité d’une triple hélice S75 est obtenu a
partir de la réponse élémentaire de la liaison peptidique [136]. Le terme Bpept wun ¢tant la
seule composante tensorielle du "bloc" élémentaire, la sommation est directement faite
sur les différentes liaisons peptidiques de la molécule :

/BTH7’ijI€ = Z 6pept,uuu7jzy(90m en)lpju(@m 977,)73]’?(3071, en) (1147)

ou P est la matrice de passage du référentiel de chaque liaison peptidique au référentiel
de la triple hélice (cf. I1.2.1.5). L’angle de la liaison peptidique pour différents acides
aminés n’est pas le méme puisque leur position au sein des triplets [Gly — X — Y3 n’est
pas équivalente (figure 11.20.a). La matrice de passage P} est ici simplifiée car pour une
molécule push-pull angle de précession (¢)) n’est pas pertinent et peut donc étre choisi
arbitrairement. La symétrie C, , de la molécule de tropocollagéne (figure I11.20.b) limite
de plus le nombre de composantes indépendantes & 2 (Brg 420 €6 ST ayy), O T est axe
de la triple hélice.

Cependant, malgré la prise en compte de la symétrie du tenseur moléculaire, le mo-
deéle de SHG résultant de liaisons peptidiques push-pull sans interaction n’est pas parfait.
Des simulations numériques basées sur la connaissance de la structure moléculaire du
tropocollagéne ont récemment été publiées par Tuer et coll. [135, 137]. Ils montrent que
la segmentation du tropocollagéne en acides aminés conduit parfois a des résultats irréa-
listes. Aussi, il est possible d’améliorer le modéle et de rendre compte de plus d’effets en
segmentant la molécule en "blocs" plus larges contenant 3 a 5 acides aminés.

Fibrille - L’hyperpolarisabilité du tropocollagéne (87p) peut ensuite étre utilisée pour
calculer le tenseur d’une fibrille de collagéne. Dans un modéle simple de fibrilles, on
peut négliger angle (pitch angle) entre les molécules de tropocollagéne au sein de la
fibrille [56]. Les référentiels propres des triples hélices coincident alors avec le référentiel
de la fibrille (figure I1.20.c), ce qui permet d’écrire directement 1’hyperpolarisabilité d’une
fibrille formée de N molécules de tropocollagéne (modéle additif) :

Brivijk = NBrH ijk (I1.48)

Dans le cas général, on est obligé d’effectuer un moyennage sur les différentes orien-
tations des triples hélices. En outre le tenseur [;; posséde lui aussi la symétrie Cu ,
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permettant de réduire le nombre de composantes indépendantes & 2. Cette symétrie dé-
coule des images de fibrilles de collagéne en microscopie électronique ot 'on constate que
les molécules s’alignent pour former des fibrilles cylindriques.

(d)

FI1GURE I1.20 — Structure hiérarchique du collagéne :(a) Liaison pepti-
dique, (b) Triple hélice, (c¢) Fibrille et (d) Fibre [thése d’Ivan Gusachenko].

Fibre - Finalement, on atteint I’échelle macroscopique en sommant la contribution
de toutes les fibrilles dans le volume focal (figure 11.20.d), pour définir la susceptibilité
non-linéaire d’une fibre de collagéne, ou aux échelles supérieures (lamelles, faisceaux...) :

1
XE?])K =V Zﬁfib,ijkpf@m O, wn)PJX(SOm Ors V) PE @y Oy 0n) = v (Briniji)

(I1.49)
ol ¢y, est la densité de fibrilles dans la fibre et (), la moyenne sur les orientations de
toutes les fibrilles contribuant au signal. Ici, et dans toute la suite, les lettres minuscules
désignent le référentiel propre d’une fibrille de collagéne alors que les lettres majuscules
correspondent au référentiel associé a la fibre.

Finalement les champs incident et rayonné sont directement reliés par la susceptibilité
non-linéaire du matériau. Ainsi, connaissant le y?) du milieu il est possible de calculer les
propriétés du signal SHG & partir de celles du champ incident. A I'inverse, la connaissance
des champs rayonné et incident peut nous donner des informations sur le tenseur de
susceptibilité et ainsi sur la structure sub-micrométrique de I’échantillon.

SHG résolue en polarisation - Pour une fibre de collagéne alignée selon l'axe x
(le plan (x,y) étant orthogonal & Paxe optique z) on peut définir, & partir des deux
composantes indépendantes, un unique parameétre ratiométrique caractérisant le tenseur

a un facteur pres :

X

Xzzz
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Chapitre II. Microscopie multiphoton

Ce paramétre détermine I'anisotropie de la réponse en polarisation du collagéne et donc
le degré d’organisation dans le volume focal [22|. Tl peut étre défini aux différents échelles

hiérarchiques d’organisation. Par exemple, dans un tissu (eq. I1.50) ou pour une unique
fibrille :

Pfib = Pavs. it (I1.51)
ﬁxyy,fib

Ce paramétre peut étre sondé par des techniques de SHG résolue en polarisation (P-SHG)
consistant & analyser le signal dans le tissu en changeant la direction de polarisation
incidente.

La valeur actuelle de p, mesurée dans des tendons |22, 135], est de 1,4 bien que
des mesures antérieurs fassent état d’'une importante disparité des résultats [80, 81, 129,
138]. Ces valeurs expérimentales sont bien en accord avec les hypothéses de symétrie
de Kleinman et Cy,. Toutefois, comme il n’est pas possible de tester l’ensemble des
coefficients du tenseur Y avec ces techniques, la question de la symétrie du tenseur
n’est pas définitivement résolue.

Quoi qu’il en soit, ce formalisme donne un cadre de travail intéressant pour analyser la
réponse du collagéne. La P-SHG a été utilisée avec succeés, par exemple, pour déterminer
'orientation locale de fibrilles dans des tissus [139, 140], en particulier dans la cornée ol
ces fibrilles ne sont pas résolues optiquement [16]. D’autres études ont utilisé la valeur
de p pour déterminer 'angle des liaisons peptidiques dans une molécule de collagéne
(46° a 50°) [136, 141], ce qui permet de faire un lien entre les réponses SHG a 1’échelle de
la liaison peptidique et a I'échelle du tissu.

I1.2.3.3 Spécificité pour le collagéne fibrillaire

Nous avons vu qu’a I’échelle du tropocollagéne, la partie de la molécule de collagéne
responsable de la SHG est trés certainement son domaine en triple hélice. Cependant,
comme cette triple hélice est le point commun de toutes les protéines de la famille des
collagénes 1°, tous les types devraient générer du signal de seconde harmonique. Des tra-
vaux menés antérieurement par Pena et coll. ont d’ailleurs démontré que les molécules
de collagéne de type I et de type IV présentent des signaux non-linéaires du méme ordre
de grandeur [134] lorsqu’ils sont agencés sous forme de films minces. Ainsi la différence
observée entre les collagénes T et IV (figure 11.21) dans les tissus ne se situe pas au niveau
moléculaire. Comme nous ’avons vu précédemment, du fait du caractére cohérent de la
SHG, l'organisation 3D des molécules de collagéne est elle aussi cruciale pour que les
champs rayonnés par les différents dipoles interférent constructivement. Dans le cas des
collagénes fibrillaires (type I, IT, III, V...), la structure spécifique permet un accroissement
significatif des signaux SHG alors que dans le cas du collagéne IV, organisé en réseau 2D
(centrosymétrique), les signaux interférent destructivement.

Ainsi, c¢’est le domaine en triple hélice qui est responsable de la SHG au niveau molé-
culaire, mais c’est 'organisation macromoléculaire qui détermine l'efficacité de la généra-
tion de seconde harmonique. C’est pourquoi la SHG offre une excellente spécificité pour
le collagene fibrillaire, notamment dans les tissus.

15. Bien que les domaines collagéniques soient plus ou moins longs suivant le type considéré.
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Fi1GURE II.21 — Spécificité de la SHG pour le collagéne fibrillaire :
Image de rein humain fibrosé. La SHG (en vert) dénote la présence de collagéne
fibrillaire. A opposé, il n’y a pas de signal provenant de l'intérieur du glomérule
alors méme que l'on sait, par des techniques de marquage histologique, qu’il y a
du collagéne IV [source : Strupler et coll. [26]].

I1.3 Dispositif expérimental

Dans toute la suite de ce manuscrit, 'imagerie combinée SHG/2PEF est réalisée a
I’aide d’un microscope droit a balayage laser con¢u au LOB par Emmanuel Beaurepaire
(figure I1.22). Une source d’intensité modulable est réfléchie sur des miroirs galvanomé-
triques, permettant de déplacer le point de focalisation du laser dans I’échantillon, et
focalisée a travers un objectif a forte ouverture numérique. Pour une position donnée du
spot laser, les signaux 2PEF et SHG sont collectés vers avant (transmission) ou vers
larriére (épi-détection). L’'image est alors réalisée pixel par pixel en déplacant le point
focal. L’ensemble du systéme est commandé par un programme Labview développé au
laboratoire.

Source - L’excitation est basée sur un laser femtosceconde Titane:Saphir (Tsunami
pompé par un Millenia 5 W, Spectra-Physics), accordable dans une gamme de longueurs
d’onde de 700 & 990 nm délivrant des impulsions de 150 fs avec un taux de répétition
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de 76 M Hz. La puissance moyenne en sortie de laser varie autour de 750 mWW pour des
longueurs d’onde entre 730 et 860 nm. En sortie du laser la polarisation est quasi-linéaire
(€ ~ 98%).

Controle de la puissance - La puissance injectée dans le microscope est controlée
par une lame demi-onde (A/2) achromatique, montée sur un moteur pas-a-pas et couplée
avec un prisme de Glan positionné de sorte a ce qu’'une polarisation incidente paralléle
a P'un des axes neutres du cristal soit totalement réfléchie. La lame A/2, en tournant
la polarisation incidente avant le prisme de Glan, va permettre de moduler la fraction
de lumiére transmise par celui-ci. Ce systéme autorise une extinction totale (0%) du
faisceau & toutes les longueurs d’onde, et une transmission quasi-totale (~ 100%). Un
obturateur mécanique bloque le faisceau juste aprés le prisme de Glan, ne s’ouvrant que
lors de I'acquisition d’une image, dans le but de limiter les photo-dommages et le photo-
blanchiment de 1’échantillon.

Balayage - Le balayage du faisceau se fait grace & deux miroirs galvanométriques (GSI-
Lumonics) qui, en modifiant leurs angles par rapport au laser, permettent de changer
I’angle d’incidence du faisceau sur la face arriére de 'objectif et donc la position du point
de focalisation.

Télescope - Le faisceau passe ensuite au travers d’un systéme afocal (télescope), conju-
guant optiquement les miroirs galvanométrique avec la pupille arriére de 'objectif, qui
permet d’augmenter le diamétre du faisceau pour couvrir toute la surface de I'objectif.
Cette étape est cruciale car elle permet d’utiliser I'intégralité de 'ouverture numérique
(NA) disponible et donc d’obtenir la résolution maximale, au détriment toutefois du
champ de vue et de la puissance d’excitation. Dans notre cas le systéme afocal augmente
la taille du faisceau d’un facteur 7 pour couvrir les 2 cm de diamétre de la pupille arriére
de notre objectif (20x, 0,95 W) sans toutefois perdre trop de puissance.

Polarisation - La polarisation incidente est controlée juste avant I’objectif. Différentes
configurations sont utilisées en fonction de 'usage.

Polarisation linéaire - Malgré la présence du prisme de Glan en entrée du microscope,
la polarisation en pupille arriére de I'objectif est relativement elliptique (€ = 86%) 6. On
utilise une lame quart-d’onde achromatique pour corriger l'ellipticité résiduelle et obtenir
une polarisation "plus" linéaire (e &~ 95%). Une lame \/2 est placée ensuite pour faire
tourner la polarisation incidente sur I’échantillon. Cette configuration permet de faire de
la microscopie SHG résolue en polarisation (P-SHG).

Polarisation circulaire - On peut aussi utiliser la lame A/4 pour obtenir une pola-
risation circulaire. Cependant, ellipticité obtenue reste relativement haute (e ~ 12%).
Pour obtenir une polarisation circulaire "plus propre", la lame \/4 est placée de sorte a
donner une polarisation linéaire et on ajoute une seconde lame A\/4 a la place de la lame
demi-onde. Ce montage permet aussi de différencier une polarisation circulaire droite
(e = 2%) ou gauche (e = 0%). Ce type de polarisation permet de s’affranchir en partie de
la dépendance en orientation de la SHG. En effet, dans le cas d’une polarisation linéaire,

16. Principalement & cause du miroir dichroique d’injection et des miroirs galvanométriques.
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FiGURE I1.22 — Schéma du microscope.

les fibres de collagéne orientées dans la direction de la polarisation donneront plus de
signal que celles orientées perpendiculairement. Au contraire une polarisation incidente
circulaire permet d’éviter de favoriser une direction du plan focal dans I’échantillon.

Objectifs - Le faisceau est focalisé sur ’échantillon par un objectif. Pour des échan-
tillons biologiques épais, les objectifs & immersion et & grande distance de travail sont
privilégiés. En effet, pour générer efficacement des processus non-linéaires, I’'objectif doit
avoir une grande ouverture numérique, typiquement supérieure a 0,6 (cf. I11.1.3), permet-
tant d’obtenir de bonnes résolutions axiale (figure 11.23.a-c-e) et latérale (figure 11.23.b-
c-d) combinées avec un champ de vue relativement large et une excellente collecte des
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signaux de fluorescence et de SHG.

(a) (b) (d)

xnmj)

(e)

[ntensite (a.u.)

F1GURE I1.23 — Volume focal : (a) Vue longitudinale, (b) Coupe transverse,
(c) Schéma, (d) et (e) Profils d’intensité latéral et axial obtenus, w, et w, étant
les demi-largeurs & 1/e. Les mesures sont faites a partir d’un échantillon de
nanoparticules fluorescentes de 100 nm (Molecular Probes, carbozylates-modified
microspheres, yellow-green 505/515, F-8803) dans un gel d’agarose.

Enfin les objectifs pour la microscopie multiphoton doivent transmettre dans le proche
infra-rouge jusqu’a des longueurs d’onde de 1 um. Nous utilisons usuellement 3 objectifs
dont les caractéristiques principales sont résumées dans la table I1.1. La profondeur de

| Objectif || Py (mW) | FOV (um?) | 2w,, (nm) | 2w, (nm) [ d (mm) |

20x, 0,95 W/IR 153 486 x 486 406 1656 2
40x, 1,10 W/IR 53 230 x 230 364 1198 0,45
60x, 1,30 W/IR 27 154 x 154 336 772 0,28

TABLE II.1 — Objectifs utilisés : Principales caractéristiques pour une lon-
gueur d’onde d’excitation de 860 nm et une puissance en sortie de laser de
700 mW. Py, puissance au foyer ; FOV, champ de vue; wy, et w, demi-largeur
a 1/e latérale et aziale et d, distance de travail.

focalisation dans I’échantillon est controlée grace & un moteur pas-a-pas (Physik Instru-
mente M-126 DG), de pas minimal 0,2 pm, qui déplace objectif, et donc le point focal,
axialement. En plus du dispositif de balayage du faisceau, la platine porte-échantillon
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est motorisée a I'aide d’un micro-positionneur (Physik Instrumente M-111.1 DG), ce qui
permet de réaliser des mosaiques d’images pour augmenter le champ de vue et atteindre
quelques centimétres de coté.

Voies de détection - Le microscope posséde plusieurs voies de détection : en trans-
mission, utilisables lorsque 1’échantillon n’est pas trop épais ou trop diffusant, et en épi-
détection. Les voies en transmission collectent la SHG grace a un condenseur positionné
au plus prés de I'échantillon (pour éviter de perdre des photons & 1’émission). Des filtres
interférentiels appropriés (FF01-427/10, FF01-680/SP et FF01-720/SP, Semrock), posi-
tionnés en amont du détecteur, sélectionnent la longueur d’onde d’émission SHG (430 nm
dans ce cas) et coupent le laser. Comme 1’émission de SHG est souvent plus intense en
transmission qu’en épi-détection, il est avantageux, quand cela est possible, de mesurer
le signal SHG sur cette voie. De plus, en plagant un cube séparateur en aval de I’échan-
tillon, il est possible d’analyser la polarisation en transmission, en ajoutant des polariseurs
croisés devant les détecteurs.

Pour ’épi-détection, un miroir dichroique (Chroma 695 DCXRU) est placé au-dessus
de I'objectif de sorte que le faisceau laser soit transmis mais que les signaux SHG et 2PEF
(en-dessous de 690 nm) soient réfléchis vers 1'étage de détection arriére. Un deuxiéme
miroir dichroique (SemRock BrightLine F458-Di01) a 458 nm sépare le signal SHG (a
430 nm) de I’émission de fluorescence excitée a 2 photons (autour de 500 nm) et per-
met de mesurer ces 2 signaux simultanément. Pour améliorer la spécificité de chacun des
canaux, des filtres spécifiques '’ sont placés devant chaque photomultiplicateur permet-
tant de sélectionner le signal voulu et de couper l'intensité laser résiduelle. Pour assurer
une collection maximale des photons, la pupille avant de 'objectif est conjuguée avec
chaque détecteur. Il est important de noter que les canaux en épi-détection sont les seuls
disponibles pour des études in vivo.

Détecteurs - Les détecteurs utilisés, tant en épi-détection qu’en transmission, sont
des tubes photomultiplicateurs (P25PC, Electron Tubes, Hamamatsu) sensibles sur une
bande de 300 & 550 nm. Ils sont utilisés en mode de comptage de photons et fonctionnent
a une fréquence de 100 M Hz (supérieure au taux de répétition du laser) afin de détecter
chaque photon. Pour rester dans le domaine du comptage de photons, 'occurrence doit
typiquement étre inférieure a 1 photon pour 5 impulsions laser.

Acquisition et contrdle - L’électronique d’acquisition intégre le nombre de photons
détectés pour chaque pixel '® durant typiquement 10 s, soit une fréquence d’acquisition
typique de 100 kHz. Cette fréquence est un bon compromis entre le S/N et la rapidité
d’acquisition : il faut alors quelques secondes (~ 2 — 3 s) pour acquérir une image de
512 x 512 pixels. Le systéme peut cependant fonctionner jusqu’a 400 kHz pour suivre
des processus rapides, ou 1 £KHz pour intégrer le signal longtemps lorsque les signaux a
détecter sont faibles.

Enfin le systéme est commandé par un programme Labview (LabVIEW 6, National
Instruments), développé au sein du LOB. Il permet de controler tous les éléments du

17. FF01-427/10, FF01-680/SP et FF01-720/SP, Semrock pour la SHG et GG5 Schott, FF01-680/SP
et FF01-720/SP, Semrock pour la 2PEF.
18. En le multipliant par 14 pour limiter 'impact du bruit électronique de la boite d’acquisition.

63
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microscope, de synchroniser les différents modules et d’acquérir jusqu’a quatre canaux
simultanément (usuellement 2 en épi-détection et 2 en transmission).
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Chapitre 111

Caractérisation et controdle de la
fibrillogenése du collagéne

De ce que rien n’est intelligible,
il ne s’ensuit pas le droit de conjecturer ’absurde
- Jean Rostand
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Comme nous l'avons vu au premier chapitre, le collagéne de type I est une protéine
ubiquitaire qui constitue la principale composante des tissus conjonctifs. Synthétisé par
les cellules sous forme de triples hélices, le collagéne s’auto-assemble en fibrilles in vivo et
in vitro pour former des réseaux 3D [52, 142, 143]. Ce mécanisme est controlé par de nom-
breux parameétres physico-chimiques tels que la concentration en collagéne, la tempéra-
ture, le pH ou la force ionique de la solution tampon [144, 145, 146, 147|. La compréhension
de ces processus demeure essentielle tant d’un point de vue fondamental, que pour l'in-
génierie de biomatériaux et la bonne intégration de fonctionnalités biologiques au sein de
systémes synthétiques. Il s’agit d’un des buts de I’équipe "Matériaux et Biologie", du La-
boratoire de Chimie de la Matiére Condensée de Paris (LCMCP, UPMC-Collége France),
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qui rassemble des chimistes et des biologistes autour de stratégies reposant sur l'inté-
gration de fonctionnalités spécifiques de la biologie (auto-organisation, reconnaissance
moléculaire...) au sein de matériaux polymeéres, hybrides ou inorganiques, pour 1’élabora-
tion de biomatériaux. En effet, la formation de matériaux biomimétiques représente un
champ de recherche intensif pour le développement d’applications spécifiques dans des
domaines variés, incluant les technologies biomédicales (ingénierie tissulaire, biosenseurs,
systémes de délivrance de médicaments) [148]. Dans ce contexte, I'usage des propriétés
d’auto-assemblage de macromolécules biologiques apparait comme une modalité intéres-
sante pour controler la structure de réseaux auto-organisés, en utilisant les fonctions de
molécules bioactives. Les mécanismes d’auto-assemblage sont largement répandus dans
les organismes vivants et ainsi différentes molécules pertinentes sont disponibles comme
intermédiaire structurant [149|. L’introduction d’homologues inorganiques offre d’autres
maniéres d’adapter les propriétés des matériaux, dans le but d’améliorer les propriétés
chimiques et mécaniques des composites finaux en tirant parti des avantages de chacun
des composants. Parmi les exemples d’utilisations, des protéines (telles que la soie [150],
le collagéne [151, 152] ou la gélatine [153]), des polysacharides (chitine [154]) ou de ’ADN
[155, 156] ont été utilisés avec des matériaux inorganiques (en particulier la silice ou 1’or)
pour créer des systémes hybrides sophistiqués.

Ce chapitre présente des études effectuées en collaboration avec Carole Aimé (LCMCP)
portant sur la caractérisation de la cinétique de fibrillogenése du collagéne en milieu peu
dense, et le controle de la formation des fibrilles dans le but d’influer sur les propriétés
structurales du réseau collagénique. Les buts sont les suivants :

— montrer que la microscopie SHG est une technique pertinente pour obtenir des in-
formations 3D sur la formation des fibrilles de collagéne, notamment en développant
une analyse d’image quantitative

— caractériser la cinétique de formation des fibrilles en fonction de différents para-
meétres physico-chimiques et étudier la possibilité d’influencer cette cinétique, ou
I’agencement du réseau collagénique, en ajoutant des nanoparticules de silice fonc-
tionnalisées

— plus indirectement, se familiariser avec des solutions peu denses de fibrilles de tailles
variables pour préparer les mesures de calibration des signaux SHG (cf. chapitre
V).

Dans un premier temps, nous avons utilisé la microscopie SHG en time-lapse pour
imager in situ, de maniére continue et non-invasive, I’auto-assemblage des fibrilles de col-
lagéne en solution, sans préparation ou marquage spécifique. Comme preuve de concept,
nous avons profité de I'avantage qu’offre une variation de pH contrélée pour faire varier la
cinétique de formation des fibrilles, comme décrit dans la littérature [144, 145, 146, 147|.
Partant de 1a nous avons étudié la reproductibilité des dynamiques de fibrillogenése ac-
cessibles par cette méthode. En outre, nous avons montré que la SHG peut étre utilisée
pour imager in situ la croissance d’une unique fibrille de collagéne en solution, avec un
diamétre (~ 100 nm) en-dessous de la résolution optique (/= 360 nm).

Dans un second temps, nous avons étudié la facon dont on peut influencer la struc-
ture du réseau fibrillaire ainsi que ses propriétés, notamment mécaniques, par ajout de
colloides, ici de la silice. En effet, comme cela a été montré au LCMCP [157], la fonc-
tionnalisation des interfaces particules/polyméres permet de favoriser la formation de
fibrilles de collagéne a la surface des nanoparticules. Ainsi, en tirant parti des propriétés
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d’auto-assemblage du collagéne, il semble possible de créer des réseaux silice-collagéne
en solution, dans lesquels les propriétés structurales et de reconnaissance spécifique des
fibrilles de collagéne sont bien préservées. Toutefois le réseau hybride ainsi obtenu forme
un systéme 3D complexe. Pour réaliser une analyse d’image avancée et reproductible nous
avons travaillé en collaboration avec Etienne Decenciére et Vaia Machairas du Centre de
Morphologie Mathématiques (CMM, MINES ParisTech) de Fontainebleau, pour mettre
en place un traitement 3D pertinent des piles d’images.

III.1 Fibrillogenése en milieu peu dense

Pour comprendre les mécanismes d’auto-assemblage du collagéne a 1’échelle nano-
métrique, la microscopie électronique est usuellement pratiquée a différents stades de
fibrillogenése pour obtenir des images haute résolution [158]. Cependant, cette technique
ne permettant pas le suivi dynamique d’un méme échantillon, les informations obtenues
demeurent des statistiques a différents stades d’évolution. La structure des fibrilles de
collagéne et la cinétique de fibrillogenése ont aussi été étudiées en AFM [159, 160, ce
qui a permis une imagerie in situ en solution liquide, mais avec un champ de vue relati-
vement restreint (inférieur a 100 um?) et en 2D. Finalement, il subsiste le besoin d’une
technique non-invasive pour suivre la dynamique d’assemblage du collagéne dans un envi-
ronnement 3D. A cet égard, les microscopies optiques telles que le confocal de réflectance
[72, 161, 162| ou la génération de seconde harmonique [118, 163, 164, 26| apparaissent
comme des techniques permettant de visualiser efficacement ’architecture 3D du réseau
collagénique, sans aucun marquage. En particulier, la microscopie SHG étant une bonne
sonde de I'organisation macromoléculaire du collagéne, elle a récemment été utilisée pour
caractériser I'architecture des fibrilles dans des matrices de collagéne [144, 163, 165, 166].
Toutefois, la dynamique de formation du réseau collagénique n’avait pas été observée en
SHG avant cette étude.

II1.1.1 Protocole
I11.1.1.1 Préparation des échantillons

Le collagéne de type I est d’abord extrait de tendons de queues de rats, purifié puis
solubilisé, selon un protocole déja établi au LCMCP (cf. annexe C), a une concentration
de 100 pg/ml (solution peu dense), dans de Pacide acétique 0,5 M a pH =~ 2,5. La
modification des paramétres physicochimiques de la solution a un effet critique sur la
fibrillogenése du collagéne [144, 145, 146, 147|. En particulier, le point isoélectrique des
fibrilles de collagéne étant proche de 7,5 [167| (figure II1.1), en utilisant un pH légérement
acide (6—6,5) on peut ralentir la cinétique de formation des fibrilles grace a des répulsions
électrostatiques entre les triples hélices de collagéne.

Usuellement, la fibrillogenése est induite par une hausse du pH, en placant ’échan-
tillon sous une cloche contenant des vapeurs d’ammoniac. Dans notre cas, 1'usage d’am-
moniac étant prohibé sous les objectifs de microscope, la hausse du pH est faite par ajout
de soude. Pour faire varier la dynamique de formation des fibrilles deux valeurs de pH
(6,5+0,3 0u 7,50, 3) ont été utilisées, correspondant & deux cinétiques de fibrillogenése
respectivement lente et rapide. Comme la température influence aussi bien la cinétique
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FI1GURE III.1 — Point isoéléctrique du collagéne : En-dessous d’un pH de
7,5 le collagéne porte une charge positive responsable de la solubilité des triples
hélices a pH acide [source : E. Jaspard, Université d’Angers/.

que le diamétre final des fibrilles, nous avons travaillé a température ambiante constante
21 £ 0,5°C. Une goutte (3 pl) de solution est placée entre deux lamelles et observée
directement au microscope sans aucune étape de marquage.

I11.1.1.2 Microscopie SHG

L’échantillon est illuminé a 860 nm, dans une configuration droite, avec une polari-
sation circulaire (¢ = 12%) pour imager uniformément les fibrilles, quelle que soit leur
orientation dans le plan focal. L’échantillon étant transparent et peu diffusif les piles
d’images sont acquises en transmission. Le faisceau est focalisé par un objectif & immer-
sion 40x, 1,1 NA offrant une puissance au foyer d’environ 55 mW. La taille typique des
piles d'images est de 163 x 159 x 30 um3 (600 x 590 x 60 voxels) avec une taille pixel
latérale de 0,27 pm et axiale de 0,5 pwm. On utilise une fréquence de 100 kHz (soit
un temps d’intégration par pixel de 10 us). Dans ces conditions, 'acquisition d’une pile
d’images prend environ 5 minutes.

Des acquisitions séquentielles (Zime-lapse) sont faites toutes les 10 minutes durant 3
heures pour les cinétiques rapides (pH = 7,5 + 0, 3) ou toutes les 20 minutes durant 14
heures pour les cinétiques lentes (pH = 6,540, 3). Ces deux conditions de pH permettent
d’étudier la reproductibilité et la variabilité des cinétiques accessibles en microscopie
SHG. En effet, en-dessous d’'un pH = 6,5 la cinétique est trés lente (plusieurs dizaines
d’heures), tandis que lorsque l'on atteint un pH de 7,5 la croissance des fibrilles est trés
rapide (quelques minutes) et difficilement accessible avec une imagerie a balayage .

1. De surcroit, le saut de pH du tampon se faisant autour de 8, au-dela d’un de 7,5 la valeur du pH
est trés difficile & ajuster précisément.
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I11.1.1.3 Microscopie électronique

En paralléle, des observations TEM ont été faites sur des échantillons a cinétiques
lente et rapide pour vérifier que la structure des fibrilles observées est bien celle attendue.
Pour cela, une goutte de solution aqueuse est déposée sur une grille de cuivre (300 mesh),
recouverte d’un film de carbone, sans marquage a ’acétate d’uranyle. Aprés 3 minutes,
'excés de liquide est absorbé avec du papier filtre (Whatman £4). L’observation est faite
a température ambiante sur un microscope électronique (JEOL 1011) en travaillant a
100 KV et les images sont enregistrées sur une caméra CCD (Gatan Orius). On peut voir
(figure II1.2) que les fibrilles présentent bien la périodicité typique de 67 nm observée
dans le collagéne tissulaire in vivo [52, 142, 145, 146, 158|.

FI1GURE I11.2 — Fibrilles de collagéne observées en TEM : sur un échan-
tillon a cinétique lente. On voit notamment la striation de 67 nm caractéristique
du collagéne fibrillaire.

111.1.1.4 Traitements des images

Les images SHG sont ensuite analysées en utilisant le logiciel ImageJ (W. Rasband,
NIH). Le bruit de fond sur les images est plutot bas grace a un choix de filtres adaptés
pour bloquer le faisceau laser sur les détecteurs et sélectionner la longueur d’onde de la
SHG via un filtre passe-bande de largeur ~ 10 nm (cf. I1.3). Cependant, la surface totale
de ce bruit de fond peut, malgré tout, étre significative aux temps courts ou les fibrilles
sont rares, fines, et dispersées dans ’échantillon. Pour éviter cet effet les images sont
filtrées en utilisant un filtre médian de 2 pixels de rayon. Les piles d’images sont ensuite
projetées selon I'axe z (axe de propagation du laser) et I’étendue du réseau collagénique
est quantifiée en calculant la fraction de pixels présentant du signal [144, 26, 166, 168].
Aucun seuillage n’est appliqué a ce stade car le bruit de fond est efficacement supprimé par
le filtre médian. La croissance du réseau collagénique est finalement mesurée en calculant
la fraction de pixels (D) présentant un signal non nul, rapporté au nombre total de pixels
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de I'image, en fonction du temps :

S 1

i€{image/1(i)>1}

o1

i€{image}

D=

(I1L.1)

Cette valeur correspond a la densité volumique de fibrilles dans le champ de vue. A
noter que nous n’utilisons pas ici la densité de signal intégrée? (cf. I111.2.4) car celle-ci
dépend directement de la puissance d’excitation, ainsi que de 'efficacité de collection, ce
qui peut introduire un biais expérimental supplémentaire dans les mesures. Puisque nous
sommes, dans un premier temps, intéressé par ’extension du réseau collagénique, et non
par la densité locale de molécules de collagéne, il est plus pertinent de se restreindre au
calcul de la densité de fibrilles.

II1.1.2 Cinétique de croissance du réseau collagénique

Pour chaque cinétique, la densité de fibrilles augmente avec le temps jusqu’a atteindre
un plateau lorsque le collagéne est fibrillé. La figure 111.3 illustre cet effet et montre une
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FIGURE III.3 — Croissance du réseau collagénique : Echantillon & ciné-
tique lente (pH = 6,5 4+ 0,3) imagé durant 840 minutes (14h). Champ de vue
163 x 159 x 30 um?.

reconstruction 3D du réseau de collagéne a 6 temps dans le cas d’une cinétique lente
ou le plateau de densité est atteint aprés environ 490 minutes de fibrillogenése. A noter
que l'utilisation de solution de collagéne trés diluée permet d’obtenir un gel peu dense,
aprés la fibrillogénése, et donc des fibrilles isolées dans le champ de vue. On peut voir sur

2. La densité intégrée (p) correspond a la somme des valeurs des pixels dans le champ de vue. Elle
est aussi égale & la valeur moyenne du signal multipliée par le nombre de pixels de I’image.
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la premiére image de la série (aprés 30 minutes) que le bruit de fond apparait relative-
ment élevé, malgré le filtrage médian. Il est principalement di au bruit électronique sur
'étage d’amplification des tubes photomultiplicateurs (PMT) qui s’accumule lors de la
mise en place de ’échantillon, lumiére allumée. Toutefois, les PMT se déchargent sponta-
nément lorsqu’ils sont sous tension dans I'obscurité, de sorte que ce bruit de fond décroit
rapidement et devient négligeable dés la 2¢ ou la 3¢ pile d’images (20 — 40 min).

En tant que technique hors résonance, la microscopie SHG permet théoriquement de
sonder ’échantillon de facon non-destructive. Cela a été vérifié en changeant significa-
tivement le temps entre les acquisitions de deux piles d’images. En doublant le temps
d’irradiation, aucun changement significatif de densité n’a pu étre observé.

La figure III.4 montre I’évolution de la densité de fibrilles pour deux échantillons a
pH 6,5 et 7,5 respectivement.

(a)

0o 200 400 600 800 o 40 80 120 160
Temps (min) Temps (min)
F1GURE III1.4 — Evolution de la densité de collagéne : Variation en fonc-

tion du temps pour les deuz types de cinétique (a) lente (pH = 6,5+0,3) et (b)
rapide (pH =7,5+0,3).

Nous avons utilisé ’approche statistique présentée au paragraphe I11.1.1.4 pour analy-
ser quantitativement ces données SHG. Sur chaque image, la densité volumique de fibrilles
est calculée et les données expérimentales sont ajustées avec une exponentielle :

T t

y(t) = - (1 - e*?> (I11.2)

pour obtenir la constante de temps caractéristique (7) de croissance du réseau collagé-
nique. On peut remarquer (table I11.1) que I'ajustement exponentiel est un peu moins
précis pour les cinétiques rapides que lentes en raison du nombre limité de points pouvant
étre acquis sur ce type de cinétique. Nous avons aussi observé un premier pic avant le pla-
teau qui est probablement di a la sédimentation de fibrilles de collagéne dans la solution.
Néanmoins les données sont efficacement ajustées par une fonction exponentielle.

Afin de mieux caractériser la précision de la technique, lorsque la densité volumique
de fibrille est faible, nous nous sommes intéressé au début de la fibrillogenése pour des
cinétiques lentes. Pour cela nous avons sélectionné le début des courbes précédentes et
étudié 5 autres échantillons uniquement aux temps courts. Pour chaque groupe de données
expérimentales nous observons une croissance linéaire de la densité volumique de fibrilles
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(figure IT1.5), comme attendu pour le début d’une exponentielle. Les données sont ajustées
par une droite et I'inverse de la pente (1/a) est utiliste comme temps caractéristique
de croissance a l'origine. Pour les cinétiques rapides, le temps d’acquisition d’une pile
d’images (environ 5 minutes) limitant le nombre de points au début de la courbe, il est
impossible d’utiliser cette approche. A la place, il est préférable de calculer I'inverse de
la pente (B) a l'origine des cinétiques exponentielles précédentes (figure I11.4.b).
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FiGURE IIL.5 — Début de fibrillogenése : Densité de collagéne en fonction
du temps pour une cinétiques lente.

Nous avons vérifié sur les échantillons & cinétique lente que les deux approches don-
naient la méme valeur, ce qui nous autorise a comparer ces données. La table III.1 donne
les constantes de temps exponentielles, et les temps caractéristiques de croissance a 1’ori-
gine pour I'ensemble des échantillons.

T 352 269 543 462
pH = 6,5 | (min) | +£59 +59 +13 +124
(lente) 1/a 130 82 169 87 | 105 186 139 169 426
(min/%) || £10 +7 429 420 | £20 +£10 +£11 +19 +42
T 39 49 33 93
pH = 7,5 | (min) | +25 +17 +7 448
(rapide) B 23 72 25 57
(min/%) || £10 +19 45 +14

TABLE III.1 — Temps caractéristique de fibrillogenése : Pour les deux
types de cinétiques, lente et rapide (en minutes).

Ces données montrent une bonne reproductibilité puisque des valeurs similaires sont
observées pour un méme pH alors que des valeurs significativement différentes sont obser-
vées pour les deux pH différents. Cela apparait clairement sur la figure IT11.6 qui montre
les valeurs moyennes de la constante de temps exponentielle et du temps caractéristique
a lorigine pour les cinétiques lentes et rapides.
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FIGURE III.6 — Statistiques de cinétique : Temps caractéristiques et in-
verses des pentes a l'origine pour les deuzx cinétiques de fibrillogenése. L étoile
indique une différence significative (p — value < 1%).

| pH || Temps caractéristique (min) | Inverse de la pente a origine |
6,5+0,3 405 £ 62 166 & 35
7.5+40,3 54+ 14 44+ 12

TABLE III.2 — Temps caractéristiques moyens de fibrillogenése : Cas
des cinétiques lente et rapide.

Ces valeurs (table II1.2) permettent de discriminer clairement les deux populations
d’échantillons. Pour cela, une analyse statistique est effectuée en utilisant le logiciel R
(R development core team, R foundation for statistical computing, version 2.14.1). En
choisissant un seuil critique de 1%, un F-test (test de variance) montre que les deux
populations ont des variances différentes (p — value = 3,3%) pour la cinétique entiére
ainsi que pour le début de cinétique (p — value = 3,5%). Un test de Welsh-Student
(two-sample Welsh’s t-test) unilatéral est donc utilisé pour la cinétique exponentielle
(p —value = 0,45%) ainsi que pour le début de cinétique (p — value = 0,42%) et montre
que ces parameétres permettent de bien discriminer les deux populations d’échantillons.

Comparée au TEM, qui est caractérisé par une trés haute résolution mais des champs
de vue limités (quelques dizaines de microns), la SHG apparait ainsi comme une technique
complémentaire suffisamment sensible pour imager la dynamique de formation de petites
fibrilles de collagéne avec une champ de vue large (~ 1 mm?). Cette taille de champ de
vue est cruciale pour obtenir des informations fiables sur la dynamique de I’échantillon
puisqu’il permet de s’affranchir de comportements locaux singuliers.
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I11.1.3 Croissance d’une fibrille isolée

Au-dela de cette approche globale, nous avons aussi étudié la croissance d’une fibrille
isolée dans un échantillon a cinétique lente. Pour cela la pile d’images est, aprés filtrage,
rognée sur la zone d’intérét (ROI) et lintervalle de profondeur ou la fibrille apparait est
sélectionné. La pile d’images est ensuite projetée a chaque temps (figure II1.7) aprés le
début de la fibrillogenése. Ici, la croissance de la fibrille est suivie durant 5 heures.

340 min

Spumn

FiGURE III.7 — Croissance d’une fibrille isolée : Imagée durant 5h. Le
diamétre typique (induit o partir de mesures en TEM sur le méme type d’échan-
tillons) est de 80 a 100 nm et la longueur finale est de 8,7 uym. Champ de vue
17,6 x 13,9 um?.

La croissance est plus facilement visible sur le diagramme cinétique correspondant
(figure II1.8.a), ou les reconstructions de la fibrille aux différents temps sont recalées
et alignées pour mettre en évidence son allongement. On voit que la longueur de la
fibrille est bien résolue en microscopie SHG et croit significativement avec le temps pour
atteindre une longueur finale de 8, 7 um apreés 340 minutes de fibrillogenése. En revanche,
le diamétre apparent de la fibrille est de 2 — 3 pixels, ce qui correspond a la résolution
optique, et ne change pas significativement durant la fibrillogenése. Cela indique que le
diamétre de la fibrille est en-dessous de la résolution optique, en accord avec les mesures
faites en TEM sur le méme type d’échantillons, aux mémes temps.

Tant le diameétre que la longueur de la fibrille correspondent bien aux données struc-
turales des fibrilles de collagéne rapportées dans la littérature [145, 147, 158|. De plus
les premiéres fibrilles de collagéne ont pu étre détectées environ 20 a 30 minutes aprés la
hausse du pH. Des observations en TEM sur le méme type d’échantillon au méme stade
de fibrillogenése montrent que les fibrilles ont un diamétre typique de 60 a 100 nm. La
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Fi1GURE III.8 — Cinétique de croissance d’une fibrille isolée : (a) Dia-
gramme cinétique et (b) Courbe de densité de pizels en fonction du temps (temps
caractéristique T = 103 + 18 min).

microscopie SHG est donc sensible a des structures bien plus petites que la résolution
optique (= 360 nm dans notre cas).

La figure I11.8.b montre quant a elle la cinétique de formation d’une fibrille isolée. Elle
est mesurée comme précédemment en calculant la fraction de pixels, et non la longueur
de la fibrille, pour permettre une comparaison immédiate avec la cinétique globale. Ces
données montrent que la croissance de la fibrille est caractérisée par une constante de
temps de 103 + 18 minutes. Des valeurs similaires ont pu étre mesurées pour d’autres
fibrilles isolées. A noter que cette constante de temps est significativement plus faible que
le temps caractéristique de croissance du réseau de collagéne (405 4+ 62 minutes). Ceci
traduit le fait que la fibrillogenése globale de 1’échantillon est déterminée non seulement
par I'allongement des fibrilles, mais aussi par 'apparition de nouvelles fibrilles.

I11.1.4 Conclusion

Cette étude montre que la microscopie SHG permet d’imager et de caractériser la
cinétique de fibrillogenése du collagéne de maniére reproductible. 11 faut noter que la
microscopie optique offre différentes modalités intéressantes pour une étude dynamique a
cette échelle. Une comparaison avec le confocal de réflectance a la méme longueur d’onde
d’excitation et la méme puissance sous objectif montre une sensibilité similaire?3. Ce-
pendant, la SHG présente une profondeur de pénétration accrue dans des échantillons
diffusant qui pourrait permettre d’imager des stades avancés de fibrillogenése dans des
tissus épais. De surcroit, la microscopie SHG offre des informations supplémentaires sur
I’organisation supra-moléculaire des fibrilles de collagéne a I'intérieur du volume focal. En
effet, comme expliqué précédemment (cf. 11.2.2), la SHG sonde uniquement des structures
denses et hautement organisées de collagéne et le signal croit quadratiquement avec la
densité de ces molécules alignées, alors que les signaux de confocal de réflectance croissent
linéairement avec la densité de molécules de collagéne et des autres entités, incluant les
composantes cellulaires, quelle que soit leur organisation. La microscopie SHG permet

3. Les premiéres fibrilles sont détectables aux mémes temps avec les deux techniques.
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ainsi de s’assurer que les signaux observés révélent bien des fibrilles de collagéne structu-
rées de maniére analogue a celles observées in vivo . De plus, d’autres composantes telles
que les cellules, pourraient étre observées avec des techniques complémentaires comme la
2PEF, alors qu’elles ne donnent aucun signal SHG. Combiner la SHG et la 2PEF apparait
ainsi comme une technique prometteuse pour observer simultanément ’auto-assemblage
du collagéne et le comportement cellulaire d’échantillons bhiologiques. Il est important de
noter que cela requiert d’augmenter la température a 37°C' typiquement ce qui pourrait
résulter en une diminution du diameétre des fibrilles & pH, concentration et force ionique
identiques. Cependant ces paramétres peuvent étre optimisés pour maintenir une bonne
fibrillogenése et conserver un signal SHG détectable [163, 165, 166].

Nos résultats montrent aussi que la SHG permet d’imager la formation d’une fibrille
isolée dans un environnement 3D et posent la question des processus d’accrétion des
triples hélices durant la fibrillogenése. En effet, sur la figure I11.7, la fibrille semble croitre
unidirectionnellement a partir d’'une amorce (visible & ¢ = 0). Cependant, comme la
fibrille est en solution, la position de la fibrille change avec le temps et il est nécessaire
de recaler les images pour obtenir la méme ROI. Par conséquent il n’est pas possible de
conclure par cette méthode. D’autres protocoles seront a envisager pour essayer d’aborder
cette problématique. Une piste pourrait étre I'usage de collagéne fluorescent (par fusion
a du FITC, Sigma-Aldrich) couplé a du collagéne non modifié, ajouté aprés la hausse de
pH, pour essayer de voir la direction de croissance a partir d'une amorce fluorescente.
Enfin l'utilisation de SHG résolue en polarisation (P-SHG) devrait permettre d’obtenir
des informations sur la structuration progressive des fibrilles de collagéne et sur la rupture
de la centrosymétrie.

II1.2 Controéle chimique de la fibrillogenése

Au-dela de la caractérisation de la fibrillogenése du collagéne, nous avons étudié la
possibilité de controler la formation des fibrilles de collagéne, par 'intermédiaire de na-
noparticules de silice, dans le but de former des biomatériaux hybrides, en solution,
conservant les propriétés d’auto-assemblage et de reconnaissance spécifique du collagéne
fibrillaire. La problématique du projet est de déterminer si la fonctionnalisation® de ’in-
terface particules/polyméres permet d’influer sur les propriétés du réseau, et, si tel est le
cas, de déterminer quels paramétres peuvent favoriser la structuration du réseau.

Deux méthodes sont communément utilisées pour ’élaboration de matériaux biona-
nocomposites : la synthése in situ a 'intérieur d’une matrice de polymeéres ou le mélange
mécanique des deux composants [169]. Alternativement, la stratégie utilisée ici consiste
a coupler une biomolécule (le collagéne) a une nanoparticule inorganique (de silice) pour
former des éléments hybrides appropriés [170]. La conjugaison peut étre atteinte en uti-
lisant des liaisons covalentes ou non au travers d’une modification de la chimie de sur-
face des nanoparticules. En particulier, 'utilisation d’interactions électrostatiques et de
liaisons hydrogéne peut fournir une bonne modularité pour la fonctionnalisation des na-
noparticules, notamment en terme de conformation et de mobilité des molécules. Cela
requiert une compréhension et un controle trés fin des interactions a l'interface entre le

4. Ajout d’une fonction chimique & un substrat, ici par une modification de la chimie de surface.
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nanomatériau et le systéme biologique [171]. Dans ce but, 'adsorption® de protéines a
récemment été étudiée en fonction de la composition des biomolécules, de la chimie des
nanoparticules, de leur taille et de leur courbure de surface [172, 173].

Dans ce travail, nous utilisons un systéme hybride coeur-coquille synthétisé au LOCMCP
par adsorption d’un biopolymére (le collagéne de type I) a la surface de nanoparticules
de silice modifiées (figure I11.9). Les études préliminaires [157] a 1’échelle moléculaire
ont clairement montré l'interaction préférentielle du collagéne avec différentes chimies de
surface. Désormais, il est nécessaire de comprendre 'impact de la fonctionnalisation de la
surface de la NP sur les propriétés d’auto-assemblage du collagéne et sur 'organisation
supramoléculaire du réseau collagénique.

L’étude et la caractérisation d’un tel systéme requiérent une technique d’imagerie 3D
permettant de sonder la dynamique de formation des fibrilles de collagéne avec un grand
champ de vue. En effet, si le TEM montre I'effet de la fonctionnalisation & I’échelle d’une
nanoparticules (figure II1.10), il ne permet pas d’avoir accés a une information cinéma-
tique globale sur la structuration du réseau de collagéne. De ce point de vue, la micro-
scopie MPM apparait comme une alternative particuliérement intéressante, fournissant
des informations complémentaires a celles obtenues en TEM, notamment la dynamique.
De plus, cette technique nous apporte une indication cruciale sur la conservation des pro-
priétés d’auto-assemblage du collagéne, puisque seules les fibrilles hautement organisées
seront visibles en SHG.

Dans un premier temps nous allons présenter la modification de chimie de surface dé-
veloppée par Carole Aimé (LCMCP), puis nous verrons I'imagerie de la fibrillogénése en
présence de nanoparticules fonctionnalisées. Enfin, nous verrons 1’analyse d’image mise
en place en collaboration avec Etienne Decenciére et Vaia Machairas, du Centre de Mor-
phologie Mathématiques (MINES ParisTech), dans le but de quantifier I'impact des nano-
particules sur la distribution du collagéne dans le champ de vue, ainsi que I'organisation
des fibrilles au voisinages des particules.

II1.2.1 Fonctionnalisation des nanoparticules de silice

Dans le but d’utiliser les nanoparticules (NP) comme vecteur de structuration du
réseau collagénique, nombre de paramétres doivent étre pris en compte, tels que le ratio de
taille entre le polymeére et les particules, la nature et la force des interactions, la densité de
sites de liaisons ou la stabilité colloidale, pour conserver et controéler les propriétés d’auto-
assemblage du collagéne. En effet, celles-ci sont trés sensibles aux parameétres physico-
chimiques tels que le pH, la force ionique ou la concentration (cf. II11.1). En conséquence,
on s’attend a ce qu’elles soient trés aisément perturbées par les propriétés de surface
des particules. En particulier, de petites particules (quelques dizaines de nanométres)
conduiront a un faible confinement protéique, en partie a cause de 'entrave stérique due
a la courbure de la surface [173].

Partant de 1a, les nanoparticules de silice (NP-Si) sont synthétisées au LCMCP selon
la méthode de Stober [174] et présentent un diamétre moyen de 280 nm correspondant
aux dimensions typiques de la triple hélice de collagéne (300 nm x 1,5 nm) et aisément
observables en microscopie électronique. Comme nous ’avons déja vu, les molécules de

5. L’adsorption est un phénoméne de fixation d’un atome provenant d’un gaz ou d’un liquide sur une
surface solide via des interactions de Van Der Waals.
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collagéne ont un point isoélectrique proche de 7,5 [167| et sont stables, en tant que triples
hélices individuelles, en solution & pH 2,5 dans de ’acide acétique. Les particules de silice
ayant, quant a elles, un point isoélectrique d’environ 3 portent, dans ces conditions, elles
aussi une charge positive. Ainsi, & ces valeurs de pH il existe une répulsion électrostatique
entre la silice et les triples hélices qui va a 'encontre de Ueffet souhaité. Pour obtenir des
interactions entre les NP et les triples hélices permettant de confiner le collagéne a la
surface [152], sans restreindre la mobilité moléculaire nécessaire a la fibrillogenése, une
modification de la surface est requise (figure II1.9). C’est pourquoi les nanoparticules
sont modifiées en surface avec une fonction acide ayant un pKa inférieur a 2,5 dans
le but de modifier le point isoélectrique des nanoparticules. Ce critére est atteint avec
I'alkyle d’acide sulfonique® (pKa & 1). La modification de la surface est ainsi réalisée par
oxydation des groupements thiols introduits a la surface des NP [175, 176] pour donner
des nanoparticules fonctionnalisées (NP-SiSOj).

Synthése de nanoparticules de silice (Stéber) et meodification chimique de surface

HS(CH,);Si(OCH,), ,SH

LZO; 00 Cnllagenem ;j

€ —

SH SOy

Nanoparticules de silice Particules hybrides
~280 nm silice-collagéne

FiGuURE II1.9 — Fonctionnalisation des nanoparticules de silice.

Les NP-SiSO3 ont d’abord été étudiées au LCMCP par titration calorimétrique iso-
therme (ITC), pour caractériser les propriétés thermodynamiques des nanoparticules et
évaluer la force des interactions entre collagéne et particules, en fonction de la chimie
de surface [157|, puis par diffusion dynamique de la lumiére (DLS), par zétamétrie” et
finalement en microscopie électronique. Les NP-SiSOj3 présentant un potentiel de surface
négatif, les triples hélices de collagéne sont attirées a leur surface par des interactions
électrostatiques et forment une couronne autour des NP, observable en TEM, qui n’est
pas visible pour des NP-SiSOj3 en I’absence de collagéne (figure I11.10).

Ces images soutiennent 1'idée d’un confinement des molécules de collagéne a la surface
des nanoparticules [173]|. La mesure de I'épaisseur de cette couronne (environ 100 nm)
montre qu’elle est bien corrélée a la longueur de persistance® du monomeére de collagéne I
mesurée dans des conditions de pH similaires (de 105 nm [159] & 160 nm [177]). Ainsi, on
s’attend a ce que la formation du réseau se fasse via un mécanisme de surface dans lequel

6. HS(CH3)3Si(OCH3)s

7. Le potentiel ( représente la charge électrique qu’une particule acquiert en solution grace aux ions
qui I’entourent. C’est notamment un bon indicateur des interactions entre particules et donc de la stabilité
colloidale de la suspension.

8. Chaque monomére ayant une certaine rigidité, leurs orientations ne sont indépendantes. La longueur
de persistance est la distance a partir de laquelle un monomeére a perdu la "mémoire" du monomeére initial.
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(a)

0.2 um

Dium

FIGURE III.10 — Confinement du collagéne : (a) Couronnes autour des
NP-SiS0; et (b) Couronne non-observable en l'absence de collagéne [source :

Aimé et coll. [157]].

la pré-organisation des molécules au voisinage des nanoparticules favorise les processus
de fibrillogenése.

II1.2.2 Modification de la fibrillogenése et du réseau collagénique

Les triples hélices de collagéne sont connues pour subir un auto-assemblage dans des
conditions faiblement acides ou neutres pour former des fibrilles d’environ 100 nm de
diamétre et jusqu'a plusieurs dizaines de micrométres de long [178]. Ces processus de
fibrillogenése requiérent une bonne mobilité des chaines protéiques pour permettre un
alignement des molécules le long de I'axe principal de la fibrille. Ainsi, on peut s’attendre
a ce que le confinement du collagéne a la surface des particules de silice modifie ses
propriétés d’auto-assemblage (figure I11.11). En particulier, 'augmentation locale de la
concentration autour des nanoparticules pourrait changer la cinétique de fibrillogenése.

R & |
SR o
L L)

F1GURE II1.11 — Schéma de pontage entre les nanoparticules : Formation
du réseau collagénique par 'entremise des nanoparticules de silice.

Il est important de remarquer que pour exalter ce phénoméne de confinement au
voisinage des NP, 'auto-assemblage a été étudié en présence d’un excés de collagéne

81



Chapitre ITI. Caractérisation et controéle de la fibrillogenése du collagéne

permettant de couvrir intégralement la surface des nanoparticules. Dans ces conditions,
on s’attend a ce que le collagéne en exces, restant libre dans la solution, prenne part au
processus de fibrillogenése.

Aprés avoir augmenté le pH par diffusion de vapeurs d’ammoniac [142], une suspension
de structures hybrides NP-SiSOj3/collagéne stable est obtenue. Les observations TEM ré-
vélent la formation de larges fibrilles pouvant relier plusieurs nanoparticules et présentant
la striation typique du collagéne in vivo, qui refléte 'organisation longitudinale décalée
des triples hélices (figure I11.12).

f iy
WOy

—

e ——
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FI1GURE III.12 — Pontage entre les nanoparticules : Pont collagénique
entre deux nanoparticules SiSOs (observé en TEM).

Les contréles ont été faits en remplacant les NP-SiSO3 par des nanoparticules non
fonctionnalisées (NP-Si), pour lesquelles le collagéne n’interagit pas spécifiquement avec
la surface des particules. La fibrillogéneése se déroule alors indépendamment de tout effet
de surface, comme en ’absence de nanoparticules, ce qui permet de controler 'impact de
la fonctionnalisation sur la croissance des fibrilles de collagéne a la surface des NP. Cepen-
dant, il est intéressant de remarquer qu’a pH 7, les NP-Si et NP-SiSOj3 présentent le méme
potentiel de surface (¢ =~ —27 mV'). Ces données suggérent que la pré-organisation des
triples hélices de collagéne, initialement confinées a la surface des NP-SiSO3 a pH acide,
joue un role critique dans la modification de la fibrillogenése. En particulier, la formation
d’un réseau stable de nanoparticules de silice, reliées par des fibrilles de collagéne, in-
dique que la surface des particules agit comme un point de nucléation pour la croissance
des fibrilles [179]. Cela démontre que la formation de réseaux hybrides silice/collagéne
préserve la structure et les propriétés d’auto-assemblage des fibrilles de collagéne [157].
Finalement, il est possible d’observer 3 effets principaux en présence de nanoparticules
fonctionnalisées :

e une augmentation locale de la densité de collagéne autour des NP (pouvant conduire

a une modification de la cinétique)

e la formation d’un réseau de collagéne ou les fibrilles forment des ponts entre les

nanoparticules

e une colocalisation entre les nanoparticules et les noeuds du réseau collagénique.

La microscopie électronique offrant un champ de vue limité, particuliérement restric-
tif pour étudier la colocalisation NP /collagéne, nous avons ensuite étudier ces effets avec
notre technique d’imagerie optique, permettant, en outre, d’obtenir une information dy-
namique sur la densité de collagéne autour des NP et la formation des fibrilles au voisinage
des nanoparticules.
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II1.2.3 TImagerie de la fibrillogenése

En premier lieu, dans le but de comparer les réseaux collagéniques formés en présence
de nanoparticules fonctionnalisées ou non, un fluorophore est incorporé au cours de leur
synthése pour permettre leur visualisation (en 2PEF). Deux critéres principaux ont guidés
le choix du fluorophore :

— il doit étre bien excité & la longueur d’onde utilisé (860 nm), celle-ci étant imposée
par Defficacité de génération de seconde harmonique [163]

— il doit présenter un décalage de Stokes important afin de pouvoir séparer la 2PEF
et la SHG lors de la collecte des signaux.

Nous avons travaillé avec de I’Alexa 488 (Molecular Probes, Invitrogen), répondant a
ces deux contraintes et connu pour présenter une dynamique de photoblanchiment lente.
L’imagerie du réseau silice/collagéne est alors faite en microscopie multiphoton (figure
IT1.13) en utilisant exactement les mémes paramétres expérimentaux que précédemment
(cf. II1.1.1.2). La 2PEF (en rouge) et la SHG (en vert) sont utilisées simultanément pour
acquérir les images des particules et du collagéne respectivement.

t=0 min t= 10 min t=20 min

\

t=30 min t=40 min

t=50min

FiGURE III.13 — Fibrillogenése en présence de nanoparticules : Image
d’un échantillon de NP-S51S05 colorées a I’Alexa 488 et de collagéne a différents
temps de fibrillogenése (sans aucun traitement). Champ de vue 144x144x 30 pm3
avec une taille voxel de 0,27 x 0,27 x 0,5 pum?.
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Les images sont faites en scannant I’échantillon avec un pas en z de 0,5 pm sur une
profondeur de 30 um. [L’usage d’ammoniac étant fortement déconseillé pour les objectifs
de microscope, dans notre cas, la fibrillogenése est induite par ajout de NaOH dans la
solution. Chaque échantillon est imagé toutes les 20 min (durant 1 & 2 heures) ce qui
permet de suivre son évolution temporelle lors de la fibrillogenése.

Les données sont acquises sur 10 échantillons différents : 5 a partir de nanoparticules
fonctionnalisées (NP-SiSO3) et 5 avec des particules non fonctionnalisées (NP-Si) servant
de controles. Dans la suite nous allons nous focaliser principalement sur deux aspects :

1. P’évolution temporelle de I’échantillon

2. linfluence de la fonctionnalisation au travers des différences entre particules Si et
SiSOs3.

I11.2.4 Traitements d’images préliminaires en 2D

Dans un premier temps, pour estimer I'effet de la fonctionnalisation des NP sur le
réseau collagénique, nous avons développé une approche simple consistant & mesurer la
densité de collagéne au voisinage des nanoparticules sur les images 2D de la pile (plan par
plan). Pour ce faire, les images SHG sont filtrées avec un filtre médian (2 pixels de rayon)
pour limiter I'impact du bruit de fond. Cependant, sur les images de fluorescence excitée
a 2 photons, la principale source de bruit est la réflexion du laser sur la lamelle du bas
qui apparait non négligeable lorsque 'on s’approche du bas de I’échantillon (figure 111.14
- coupe 61).

Coupe 20/61 Coupe 40/61 Coupe 55/61 Coupe 61/61

FIGURE IT1.14 — Echantillon silice/collagéne 4 différentes profondeurs :
Images d’un échantillon de NP-SiSOs3 colorées a I’Alexa 488. Champ de vue :
144 x 144 x 30 pum3, avec une taille vozel de 0,27 x 0,27 x 0,5 pum?3.
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Pour limiter 'impact de ce bruit de fond, les images sont seuillées® en ne conservant
que les valeurs supérieures a 2 photons par pixel. Ce seuillage "brutal" a pour consé-
quence une mauvaise détection des NP les moins intenses ou les plus photo-blanchies, ce
qui doit étre pris en compte pour l'interprétation des résultats et restreint fortement la
reproductibilité de cette analyse. Il convient donc de rester prudent quant a l'interpré-
tation de ces résultats. L’'image est ensuite filtrée comme précédemment (filtre médian
de 2 pixels de rayon) et finalement, les NP ayant une taille minimale de 2 voxels sur les
images, les objets les plus petits sont éliminés en appliquant un seuil sur leur aire. Cela
permet d’éliminer au mieux le bruit de fond et notamment celui de la lamelle du bas mais
élimine aussi les plus petites NP de silice.

{a}

FI1GURE III.15 — Analyse préliminaire : Traitement en 2D. (a) et (b) Image
brute des nanoparticules (NP-SiSOs) colorées a I'Alexa 488 (2PEF) et du col-
lagéne (SHG) respectivement. (c) NP segmentée et (d) Colocalisation entre le
collagéne el les NP.

9. Le seuillage est la méthode de segmentation la plus simple et la plus rapide. Elle consiste & tester,
pour chaque pixel de I'image, si la valeur est supérieure ou inférieure & un certain seuil, et produit une
image binaire regroupant les résultats. Ici, les niveaux de gris strictement inférieurs & 2 sont mis a 0.
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Sur les images 2PEF (figure IT1.15.a), on détecte alors les objets connexes et notam-
ment leur centre de gravité et leur rayon équivalent 1%, ce qui permet de définir un disque
équivalent pour chaque NP (figure I11.15.¢). On définit ensuite une couronne C de t pixels
d’épaisseur autour de chaque NP. A ce stade, on élimine les objets trop proches du bord
de 'image pour lesquelles I’ensemble de la couronne n’est pas dans le champ de vue.

Finalement, pour chaque nanoparticule, on calcule, sur les images SHG (figure 111.15.d),
la densité intégrée (p,) dans la couronne C, autour de la n'™® NP :

Z wn,i

1€Cn

j€Image

(I11.3)

ol wy,; désigne la valeur du i*™® pixel appartenant & cette couronne. Cette valeur est

normalisée par la densité intégrée sur 'ensemble de I'image pour obtenir la fraction de
collagéne autour des NP par rapport a la quantité globale de collagéne dans le champ de
vue.
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FiGURE III.16 — Histogramme préliminaire : Histogramme des densités
intégrées dans chaque couronne sur un échantillon NP-SiSO;/collagéne obtenu
par une analyse 2D.

L’histogramme des densités intégrées (figure I11.16) montre que trés peu de nanopar-
ticules n’ont pas de collagéne dans leur couronne. Pour comparer quantitativement les
échantillons NP-SiSO3 et NP-Si, on peut calculer la densité intégrée (en 2D) au voisinage
de I'ensemble des NP, définie comme la somme des densités dans chaque couronne :

pP=> pn (I11.4)

10. Rayon du cercle d’aire équivalente & celle de ’objet détecté.
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Ceci permet de calculer la fraction de collagéne située au voisinage de ’ensemble des NP
dans I'image.

p (%)
Si | 1+1
SiSO, | 18 +3

TABLE III.3 — Densité au voisinage des nanoparticules : Pour deux échan-
tillons, NP-Si et NP-5iS0s.

On voit alors que (table I11.3), dans le cas fonctionnalisé, 18% du collagéne se situe
au voisinage d’une NP de silice contre environ 1% pour les NP-Si.

Cette premiére approche en 2D, bien que réductrice, montre bien que la chimie de sur-
face des NP a un impact sur le réseau de collagéne aprés la fibrillogenése. Cette méthode
d’analyse présente cependant plusieurs limitations. Les étapes de filtrage et de seuillage
grossier des images peuvent éliminer un nombre important de NP, et par conséquent faus-
ser 'analyse. De plus chaque couronne étant définie individuellement, deux NP particules
"trop" proches peuvent avoir des couronnes qui se recouvrent. Ainsi il est possible d’as-
socier une méme fibrille de collagéne & plusieurs nanoparticules. Toutefois, la limitation
principale de cette approche réside dans le fait qu’elle ne tient pas compte de la géométrie
intrinséquement 3D de I’échantillon, en solution, et qu’elle est donc trés dépendante de
I’échantillonnage, notamment axial, des piles d’images.

I11.2.5 Traitements avancés des images

Pour permettre une étude plus avancée et plus reproductible, notamment une quan-
tification de la répartition du collagéne moins sujette aux fluctuations d’échantillonnage
et tenant compte de la géométrie intrinséquement volumique de 1’échantillon, nous avons
travaillé en collaboration avec le Centre de Morphologie Mathématiques (CMM, MINES
ParisTech) de Fontainebleau, pour mettre en place un traitement 3D pertinent des piles
d’images. Celui-ci se fait en plusieurs étapes :

1. détection des NP en segmentant les images 2PEF
définition de la fonction distance
calcul de la densité de photons au voisinage des NP

calcul de la portée d’influence des NP

otk W N

étude de la structuration des fibrilles autour des NP.

Ce travail a constitué le stage de Master de Vaia Machairas sous la direction d’Etienne
Decenciére, les choix méthodologiques étant effectué suite & des discussions précises sur
lorigine du bruit et du signal sur les images SHG et 2PEF. Nous avons ensuite effectué
une analyse statistique des résultats obtenus par cette méthode.
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IT1.2.5.1 Segmentation des nanoparticules de silice

La premiére étape consiste a segmenter ! les NP dans I'ensemble des images 2PEF
pour définir leur surface. Pour cela, les images 2PEF sont & nouveau filtrées avec un filtre
médian pour éliminer le bruit de fond poivre et sel. On applique ensuite un seuillage par
hystérésis (figure II1.17) permettant de reconstruire les contours des NP tout en évitant
d’exalter des zones de bruit.

Seuil haut
(objets)

Seuil bas

(tailles)

FI1GURE III.17 — Seuillage par hystérésis : On applique deux seuils (haut
et bas) successivement. Le premier seuil (haut) est le plus restrictif el permet
de s’affranchir du bruit mais rogne sensiblement les bords des objets conservés.
Le second seuwil (bas) permet quant & lui de bien reconstruire la forme des objets
conservés par le premier filtre.

Cet algorithme repose sur 'utilisation de deux seuils : un seuil "haut" et un seuil
"bas". On sélectionne d’abord I’ensemble des pixels au-dessus du seuil haut, puis ceux
au-dessus du seuil bas. On ne garde ensuite que les composantes connexes du seuil bas qui
contiennent au moins un pixel au dessus du seuil haut. Cette détection permet d’éliminer
les plus petits objets issus du filtrage, provenant du bruit de fond, et de bien reconstruire
la taille des NP simultanément.

Les nanoparticules, ayant un diamétre de 300 nm, ne sont pas résolues optiquement,
particuliérement dans la direction axiale, c’est pourquoi leur taille effective sur les images
correspond au volume focal. Au vu des résolutions latérale (364 nm) et axiale (1,1 pum),
ainsi que de la taille pixel (0,27 pum) et du pas d’échantillonnage (0,5 pm), chaque
NP recouvre au minimum deux voxels, ce qui nous permet d’appliquer une ouverture
circulaire (cf. annexe D) ayant pour effet de lisser 'image en éliminant les objets trop
petits, résultant du bruit (figure I11.18).

11. On appelle segmentation d’une image 'opération consistant a séparer, suivant des critéres pré-
définis, une image en un ensemble de régions disjointes deux & deux, et dont 'union recouvre 'image
d’origine. Les pixels sont ainsi regroupés en domaines constituant un pavage ou une partition de I'image.
Par exemple, dans notre cas, il s’agit de segmenter I’image en deux classes, on parle aussi de binarisation,
pour séparer les objets du fond.
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{a}

FI1GURE II1.18 — Segmentation des nanoparticules de silice : (a) Image
2PEF brute (coloration a I’Alexa 488) et (b) Image des NP apres seuillage par
hystérésis et ouverture circulaire.

I11.2.5.2 Fonction distance

On définit ensuite, a partir des images 2PEF segmentées, une fonction de distance se-
lon la méthode suivante. L’image est partitionnée en classes de distance (CD) regroupant
I’ensemble des pixels situés dans un intervalle fixé a partir de la surface de la NP la plus
proche (figure T11.19.b). Ainsi la i®™® classe de distance (CD;) englobe les pixels situés
entre (i-1) et i microns de la surface de la NP la plus proche. A noter que les CD sont
définies a partir de la distance (en pum) a la surface des NP et non du nombre de pixels,
pour s’affranchir des différences entre les échantillonnages axial et latéral (figure I11.19.a).

Pour éviter les effets singuliers aux bords de I'image, a chaque incrémentation de la
classe de distance, on rogne tous les pixels a la méme distance i du bord de I'image. En
effet, en imaginant une NP située juste en dehors du champ de vue de I'image, toutes les
fibrilles au voisinage de celle-ci seraient associées, a tort, a une classe de distance élevée
d’une autre NP dans le champ de vue (figure I111.20.a).
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(a)

F1GURE III.19 — Fonction distance 3D : (a) Ellipticité apparente des NP
due a la différence de pas d’échantillonnage entre les directions latérale et aziale
et (b) Fonction de distance dans le plan (Ozy). Chaque couleur correspond & une
classe de distance contenant 'ensemble des pizels situés dans un intervalle de
distance fixe de la surface de la NP la plus proche.

De plus, il faut garder a l'esprit que l'interprétation des données des CD élevées
est délicate. En effet, celles-ci peuvent étre en partie rognées par les bords de I'image
(figure I11.20.b), ce qui résulte en une densité de photons calculée sur un faible nombre
de pixels. En conséquence, ces classes de distance sont extrémement sensibles au bruit.

(a) (b) |8

Dy

F1GURE II1.20 — Classe de distance en 3D : (a) Rognage itératif des bords
de ltmage pour éviter de mal attribuer les classes de distance en bord d’image

et (b) Evaluation des classes de distance (en 3D) et effets de bords. Illustration
en 2D des calculs réalisés en 3D.
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I11.2.5.3 Densité de photons autour des nanoparticules

Finalement, pour chaque CD on mesure sur les images SHG, non-segmentées, la den-
sité intégrée de signal correspondant & la densité volumique de photons dans chaque
classe de distance. En premiére approximation, cette densité de photons refléte le carré
de la densité de molécules de collagéne situées dans un intervalle de distance fixe des
nanoparticules de silice.

1.4 -

Densite de photon (u.a.)

=
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—
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FIGURE II1.21 — Densité de photons : Evolution en fonction de la classe de
distance.

Comme on peut le voir sur la figure 111.21, des pics non-significatifs peuvent apparaitre
dans les classes de distance élevées. Ceux-ci sont dus au bruit de fond sur les images SHG
qui peut devenir important dans les classes de distance élevées a cause du faible nombre
de pixels dans celles-ci. Ces pics sont trés sensibles a la taille de la ROI choisie ainsi qu’au
filtrage des images 2PEF.

Pour valider I'analyse des images effectuée, il est intéressant d’étudier l'influence
d’un traitement (seuillage et/ou filtrage) des images SHG sur les courbes de densité
(figure I11.22). On voit qu’un traitement de I'image SHG lisse légérement les pics rési-
duels en bout de courbe sans changer significativement la distribution de densité. Dans
le cas d’un seuillage ou d’un filtrage médian 2D, on observe une légére translation des
courbes vers le bas, due a I’élimination du bruit de fond. Cependant, ces traitements ne
semblent pas modifier significativement le pic & zéro qui nous intéresse. Par contre, en
utilisant un filtrage médian 3D le débruitage semble trop "sévére" et modifie significati-
vement les courbes de densité et notamment la valeur du pic a distance nulle. Ainsi, grace
au bon S/N, il est préférable de ne pas appliquer de pré-traitement aux images SHG afin
de modifier le moins possible les images et, de ce fait, diminuer I'incertitude des résultats
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3 [prm— Sans pré-traitement

12} le —————— Niveaux de gris<2miga 0 | |
i _—— Filtrage médian 2D
# Filtrage médian 3D

Densite de photons

Distance (pum)

FiGURE II1.22 — Influence du traitement des images SHG : Suiwant la
méthode choisie les pics dans les hautes CD sont plus ou moins aplanis sans
changer significativement la distribution globale et notamment la forme et la
valeur du pic a 0.

et augmenter leur reproductibilité.

I11.2.6 Résultats
II1.2.6.1 Densité de collagéne

On peut maintenant comparer les courbes de densité entre des échantillons NP-Si et
NP-SiSOs. La figure II1.23, qui présente les courbes de densité pour deux échantillons
typiques, dénote plusieurs effets. Tout d’abord a ¢ = 0 la courbe verte, représentant les
NP-Si utilisées comme controle, apparait relativement constante ce qui indique qu’a ce
stade, la répartition du collagéne est indépendante de la surface des NP non fonction-
nalisées. A ce méme temps, la courbe rouge, représentant les NP-SiSO3, présente quant
a elle un pic a zéro, confirmant le confinement du collagéne a la surface des NP, que
lon peut directement attribuer a la fonctionnalisation des NP. A noter que cela montre
une excellente sensibilité de la microscopie SHG. En effet, a ¢ = 0 il n’y a pas encore
de fibrilles dans I’échantillon mais uniquement des groupes de triples hélices localement
alignées autour des NP. Le signal mesuré dans le pic proche des NP est donc similaire
a celui provenant de cristaux liquides cholestériques de collagéne ou la SHG réveéle aussi
une forte densité de triples hélices alignées, sans formation de fibrilles [23].

Il est par ailleurs substantiel que la densité de photons mesurée sur I’échantillon NP-
SiSOj3 (en rouge) est nettement supérieure a celle obtenue avec les NP-Si (en vert) révélant
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Fi1GURE I11.23 — Impact de la fonctionnalisation sur la densité de col-
lagéne : Comparaison des courbes de densité a 4 temps (0, 10, 20 et 30 min)
pour un échantillon Si (en vert) et SiSO; (en rouge).

une plus forte densité de collagéne aligné dans I’échantillon fonctionnalisé. En pratique,
cet effet est systématique durant la premiére heure de fibrillogénése. A noter qu’a la fin de
la fibrillogénése on n’observe pas de différence significative de densité entre NP-Si et NP-
SiSOj3. Ceci peut s’expliquer par le fait que, localement (autour des NP fonctionnalisées),
la densité de collagéne est plus élevée ce qui tend & accélérer la cinétique de fibrillogenése.
De plus la densité de photons mesurée dans le cas NP-Si (courbe verte) présente, elle aussi,
aprés 1 heure de fibrillogénése, un petit pic & distance nulle. Cela est probablement di au
fait qu'a pH = 6,5 (lorsque la fibrillogenése est induite), le collagéne porte une trés légére
charge positive, alors que les NP (fonctionnalisées ou non) sont chargées négativement
(¢ = =27 mV) [157]. Ainsi, la portion de collagéne qui n’est pas encore fibrillée est
attirée par les NP, faisant apparaitre un petit effet de confinement révélé par ce pic
initial. L’effet de la fonctionnalisation apparait donc particuliérement accentué a t = 0.
Toutefois, au différents stades de fibrillogénése on peut voir que loin des NP (= 10 um),
il y a localement plus de collagéne dans le cas NP-Si que NP-SiSOj (figure I11.23). Cela
s’explique par le fait qu’en présence de NP-Si la fibrillogenése continue normalement loin
des nanoparticules alors que dans le cas NP-SiSOj le collagéne étant pré-confiné (a pH
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6,5) au voisinage des NP, la concentration en collagéne est faible loin des nanoparticules.

La densité absolue de collagéne pouvant varier drastiquement d’un échantillon a
lautre, en fonction de la cinétique ou d’éventuels écarts de concentration, il est plus
pertinent de s’intéresser a la répartition de collagéne fibrillé. La figure II1.24 présente
cette répartition aux différents temps pour ’ensemble des échantillons étudiés.
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FI1GURE III.24 — Statistique de densité : (1.a—e) 5 échantillons fonction-
nalisés NP-SiSO5 et (2.a—e) 5 échantillons controles NP-Si a 4 temps (0, 20,
40 et 60 minutes).

On observe alors, dans le cas SiSO3, un comportement relativement reproductible avec
un pic initial bien marqué et une densité de collagéne qui augmente graduellement avec
le temps. Au contraire, dans le cas des NP-Si, les résultats sont plus irréguliers et on re-
marque des comportements singuliers sans pic a 0 (figure I11.24.¢) ou alors une croissance
erratique du réseau avec des "croisements" des courbes (figure I11.24.a et d) traduisant
une diminution locale de la densité de collagéne, probablement due & des mouvements
libres dans I’échantillon. Ceci montre que, dans le cas NP-Si, le réseau collagénique n’est
pas stabilisé par les effets de surface ce qui conduit a des résultats moins reproductibles.
De plus, en considérant le comportement asymptotique, on peut constater que si pour les
NP-SiSOj; la densité semble relativement faible au-dela de 15 um, dans le cas NP-Si elle
n’est pas négligeable loin des NP. Cela va dans le sens d'un controle de la fibrillogenése
par les NP fonctionnalisées qui impose un comportement reproductible a la croissance du
réseau.
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I11.2.6.2 Portée d’influence des nanoparticules

Pour quantifier objectivement cette répartition on peut aussi s’intéresser a la portée
de I'influence des NP. En considérant la distribution de densité du collagéne en fonction
de la distance aux NP, on peut définir une portée d’interaction comme étant la distance
(d) scindant cette distribution en deux parts égales. Autrement dit, la portée d’influence
des NP est définie comme la distance pour laquelle la somme des densités collagéniques
dans les classes de distance inférieures a d est égale a la moitié de la densité totale.
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F1GURE III.25 — Portée d’influence des nanoparticules : A t= 0, 20, 40 et
60 minutes, dans les cas fonctionnalisées (rouge) ou non (vert). A chaque temps
les histogrammes SiSO3 et Si résument les portées obtenues sur l’ensemble des
échantillons.

La figure II1.25 représente les histogrammes de portée, & chaque temps, pour ’en-
semble des échantillons, fonctionnalisés ou non. On observe que si les portées n’appa-
raissent pas significativement différentes aux temps courts, elles semblent diminuer sen-
siblement aprés 40 minutes de fibrillogenése dans le cas NP-SiSOj3. En effet en calculant

la portée moyenne pour chaque temps, on voit qu’elle est toujours plus faible dans le cas
SiSOj3 (table II1.4).
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t; = 0 min | to = 20 min | t3 = 40 min | t, = 60 min
SiSO; 13+2 12+ 3 10+1 10+1
Si 15+ 3 15+2 14+1 15+ 3

TABLE III.4 — Portées d’interaction moyennes : Pour des temps courts,
la portée d’interaction entre les nanoparticules et le collagéne ne présente pas de
différences significatives entre les deux cas. En revanche aprés 40 minutes, on
observe une portée d’influence significativement plus faible dans le cas SiSOs.

De plus, la statistique indique que dans le cas NP-Si la portée reste relativement
constante, alors qu’elle décroit avec le temps dans le cas NP-SiSOj (figure I11.26).

B SiSO3
O si

1T

15 1
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0 20 40 60
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F1GURE II1.26 — Portée d’interaction moyenne : Evolution en fonction du
temps (0, 20, 40 et 60 minutes) pour les NP-SiSOsz (en rouge) et les NP-Si (en
vert). Les étoiles indiquent des différences significatives (* : p-value < 1% ; ** :
p-value < 0,1%).

Initialement, & ¢ = 0 min, il n’y a pratiquement pas de collagéne fibrillé. Ainsi la
portée, calculée sur la courbe de densité de photon, est une mesure de la répartition
du bruit expérimental (les images SHG n’étant pas filtrées). Celui-ci étant homogéne la
portée correspond a la moitié de la distance moyenne entre deux NP. C’est pourquoi & ce
stade les portées sont identiques, que les nanoparticules soient fonctionnalisées ou non, les
densités étant, a ce stade, trop faible pour dénoter une variation. Le fait que, dans le cas
NP-Si, la portée reste constante avec la fibrillogénése indique que les fibrilles apparaissent
aléatoirement dans le champ de vue, conduisant a une distribution relativement uniforme
du collagéne et donc une densité de photon constante dans toutes les classes de distance.
Au contraire, dans le cas NP-SiSOj3, la diminution de la portée montre que, les fibrilles
se forment préférentiellement au voisinage des NP, ot les triples hélices sont initialement
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confinées. Ainsi le pré-confinement du collagéne a une incidence sur I'ensemble de la
fibrillogenése et non pas seulement aux temps courts. Ce résultat confirme bien 'effet de
confinement du collagéne a la surface des nanoparticules fonctionnalisées. En outre le fait
que les résultats soient plus reproductible dans le cas NP-SiSO3 (déviations standards
plus faibles) va, 14 encore, dans le sens d’une stabilisation du réseau collagénique par
I'intermédiaires des NP.

I11.2.6.3 Structuration autour des nanoparticules de silice

En améliorant la méthode de segmentation des NP, présentée précédemment, afin de
les individualiser, il est possible de développer un algorithme de comptage automatique du
nombre de fibrilles autour d’une nanoparticule de silice dans une image 3D. Ce comptage
est délicat et a fait ’'objet du projet de recherche 2 de Vaia Machairas au CMM. En effet,
il y a un certain nombre de "piéges" & éviter pour permettre une analyse pertinente, en
définissant correctement les nanoparticules et surtout en partitionnant correctement les
classes de distances pour associer chaque fibrille 4 la "bonne" nanoparticule. En particulier
on ne travaille pas sur la premiére classe de distance (CD;) pour s’affranchir de I’éventuel
signal SHG & la surface des NP ne provenant pas du collagéne et pouvant fausser I'analyse.
En étudiant la seconde classe de distance (CDj), on peut compter le nombre d’objets
présents dans cette classe de distance et analyser la répartition des fibrilles a la surface
de la nanoparticule (figure I11.27).
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FI1GURE II1.27 — Structuration autour des nanoparticules : (a) Nombre
moyen de fibrilles dans la CDy d’une nanoparticule et (b) Nombre moyen de
nanoparticules ayant au moins une fibrilles dans sa CDsy, pour l'ensemble des
échantillons NP-SiSOs (en rouge) et NP-Si (en vert), a chaque temps (0, 20, 40
et 60 minutes).

On observe deux types d’effets :

o Evolution temporelle : au début de la fibrillogenése, la plupart des nanoparticules
ne portent aucune fibrille puisque le collagéne est majoritairement sous forme de
triples hélices. Ensuite, alors que le collagéne s’auto-assemble, la distribution de
fibrilles autour des NP s’étend vers des valeurs plus grandes.

12. Dans le cadre de sa derniére année a 'IOGS.
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e Influence de la fonctionnalisation : il apparait que le nombre moyen de fibrilles
par particule, ainsi que le nombre moyen de particules ayant au moins une fibrille
attachée, sont systématiquement supérieurs dans le cas NP-SiSO3 que dans le cas
NP-Si. Toutefois, le fait que les deux populations ne soient pas statistiquement
différentes, bien que la portée d’interaction des NP soit significativement plus faible
dans le cas fonctionnalisé, semble indiquer soit que les fibrilles sont plus grosses dans
le cas NP-SiSOs3, soit qu’elles sont mieux structurées. Ce résultat reste cependant
a confirmer par des mesures en microscopie électronique.

Cette méthode d’estimation, appliquée a différents échantillons, & différents temps
de fibrillogenése, permet donc d’étudier I'impact de la fonctionnalisation sur l'auto-
assemblage des triples hélices de collagéne & I’échelle des nanoparticules de silice. Cette
technique d’analyse ouvre de nombreuses perspectives. Par exemple, ’étude de classes de
distances plus élevées (CD3, CDy...) pourrait donner des indications sur 1’évolution spa-
tiale de ces résultats et ainsi permettre de remonter a la longueur des fibrilles en contact
avec une NP. L’observation du point de contact pourrait, quant a elle, fournir des indi-
cations sur la répartition angulaire des fibrilles autour des particules. Enfin, une analyse
de la colocalisation entre les NP et les noceuds du réseau collagénique pourrait permettre
d’étudier plus avant l'intérét de la fonctionnalisation de surface pour former des points
de nucléations des fibrilles.

II1.3 Conclusion et perspectives

Les travaux présentés dans ce chapitre nous ont permis d’étudier I'influence de la
fonctionnalisation des NP sur la structuration du réseau collagénique. Nous avons mon-
tré que la microscopie SHG combinée & une analyse d’image avancée permet d’observer
les mécanismes moléculaires d’assemblage du collagéne dans un environnement 3D. Ceci
est un pré-requis pour comprendre les processus biologiques impliqués dans la formation
de fibrilles de collagéne, voire étudier la formation de biomatériaux a partir de matrices
collagéniques. A cet égard, la microscopie SHG apparait comme une technique clé pour
la caractérisation et la validation de matériaux bio-mimétiques tels que ceux en dévelop-
pement au LCMCP [180].

[’association controlée de molécules biologiques avec des nanomatériaux est une ap-
proche prometteuse pour intégrer leurs capacités d’auto-organisation et transférer leurs
spécificités dans un systéme chimique hybride. Dans ce but, nous avons décrit et carac-
térisé une nouvelle approche basée sur les interactions bio-minérales et impliquant des
groupes fonctionnels a la surface des nanoparticules SiSOj3. La configuration proposée
au LCMCP pour l'organisation du collagéne implique une importante flexibilité de la
chaine protéique permettant de maximiser les interactions collagéne/sulfonate. La for-
mation d’un réseau de nanoparticules de silice liées aux fibrilles de collagéne a pu étre
mise en évidence aux échelles micro- et macroscopique, mettant en exergue les processus
d’organisation en surface des NP oul les groupements sulfonates favorisent le confinement
des triples hélices. Les expériences effectuées dans le cadre de ce projet montrent que
la fonctionnalisation de I'interface particule/polymére permet un meilleur controle de
la fibrillogenése et de la structuration du réseau collagénique. L’extension a une large
variété de particules inorganiques possédant des propriétés optiques ou magnétiques spé-
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cifiques et/ou a d’autres systémes biomacromoléculaires auto-assemblés tels que d’autres
protéines ou des polysacharrides peut alors étre envisagée, a condition que les conditions
optimales de fabrication des systémes hybrides soient identifiées.

Cependant, puisque I'ensemble des images présentées dans ce chapitre montrent des
fibrilles de diamétre inférieur a la résolution optique, cette étude pose la question de la
sensibilité de la microscopie SHG. En effet, il est pour I'instant impossible de savoir a
quel stade de fibrillogénése les fibrilles de collagéne deviennent observables ou, ce qui
est équivalent, le diamétre minimal des fibrilles détectables sur notre microscope. De
plus, si cette étude permet d’observer la structuration globale du réseau de collagéne
il semble intéressant de compléter ces informations en étudiant, simultanément, sur les
mémes échantillons, le diamétre des fibrilles de collagéne formées en présence de NP-Si et
de NP-SiSO3. Ceci requiert de s’affranchir du TEM et d’exploiter directement l'intensité
générée par une fibrille pour obtenir son diamétre. Pour ce faire, il est nécessaire de cali-
brer, au préalable, les signaux SHG sur un ensemble de fibrilles de diamétres variables en
corrélant la microscopie SHG a une technique plus résolutive (TEM, AFM...). Une telle
calibration renforcerait significativement le potentiel de la SHG pour ’étude d’échantillon
collagénique en en faisant une technique d’imagerie 3D, non invasive, sensible & la fois
aux échelles microscopique et sub-microscopique. Ceci sera le but du prochain chapitre.
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Chapitre 1V

Mesure quantitative du signal de
génération de seconde harmonique

Appuyez-vous sur les principes,
ils fintront bien par céder
- Oscar Wilde
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Des changements dans la structure des fibrilles de collagéne (diamétre, densité, or-
ganisation...) sont associés & de nombreuses pathologies des tissus conjonctifs ainsi qu’a
des perturbations de leur processus de développement, de remodelage, de réparation, de
vieillissement... C’est pourquoi la calibration des signaux SHG en terme de densité lo-
cale de molécules représente un enjeu majeur dans le domaine du diagnostic biomédical.
Malgré 1’éventail de développements récents en microscopie SHG, celle-ci demeure une
technique semi-quantitative en ce sens qu’elle révele la présence et I’organisation des har-
monophores, mais ne donne pas accées a leur densité. Pour pallier cette limitation on se
propose ici de calibrer I'intensité des signaux SHG en fonction du nombre d’harmono-
phores et donc de la taille des fibrilles de collagéne. Cette calibration se heurte a deux
limitations principales : la possibilité de disposer d’un panel de fibrilles isolées de tailles
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variées et la nécessité de déterminer précisément leur diamétre (en-dessous de la résolu-
tion optique). Pour ce faire il est indispensable de corréler I'imagerie SHG & une technique
plus résolutive telle que la microscopie électronique. Durant les derniéres décennies, de
nombreuses études ont été menées pour dépasser la limite de résolution imposée par la
diffraction en corrélant la microscopie optique a des techniques telles que ’AFM [58] ou
le TEM [181]. Cependant, cela n’avait jamais été fait avec la microscopie SHG.

Dans ce travail, nous avons réalisé de I'imagerie corrélative TEM /SHG sur des fibrilles
de collagéne isolées afin de calibrer I'intensité SHG détectée, en fonction du diameétre des
fibrilles, en comparant des approches théoriques, numériques et expérimentales. Cette
étude nous aura permis d’obtenir la premiére mesure de la sensibilité de notre microscope
SHG et représente une premiére étape cruciale en vue de calibrer intégralement les signaux
provenant de tissus.

IV.1 Calibration des signaux SHG : approches théo-
riques, analytiques et numériques

Comme nous 'avons vu au chapitre II, I'intensité SHG dépend directement du nombre
de molécules non-linéaires (N) et de l'intensité excitatrice (I;,,) selon :

Isue o |B)° N2IZ, (TV.1)

Ainsi en mesurant 'intensité générée par une fibrille isolée, et en connaissant I’hyperpo-
larisabilité du collagéne, on peut théoriquement en déduire le nombre d’harmonophores
dans le volume focal. Partant de 1a, et dans le but de calibrer la réponse SHG, notre
objectif est de déterminer la relation entre deux quantités directement mesurables expé-
rimentalement : le nombre de photons générés (Ngyg) et le diamétre (d) de la fibrille
isolée imagée.

Cependant, si le formalisme de la réponse SHG a partir des réponses individuelles des mo-
lécules non-linéaires, présentes dans le volume focal, permet de bien comprendre 'origine
et les propriétés des signaux, celui-ci comporte plusieurs limitations :

— il est restreint au cas de milieux optiquement minces, ou d’ondes planes dans des

milieux non dispersifs (cf. 11.2.1.6)

— il ne permet pas de décrire les effets de phase qui deviennent critiques lorsque 1’on

utilise un faisceau focalisé (phase de Gouy)

— il ne permet pas un calcul analytique de I'intensité émise.

Dans le cas plus réaliste, en MPM, d’un régime tres focalisé, il est nécessaire de prendre
en compte le couplage entre les ondes fondamentale et harmonique au travers d'une
équation de propagation [88] incluant les variations de phase dans le volume focal. En
pratique, dans le cas de fibrilles fines les deux approches donnent le méme résultat, mais
dés que les fibrilles atteignent une taille comparable au volume focal on peut s’attendre
a ce que les deux modéles différent sensiblement.

Au vu du montage expérimental utilisé (cf. IV.2) on peut modéliser le systéme par la
géométrie suivante (figure IV.1). L’échantillon se situe dans le plan (Oxy) dans une fine
couche d’air (= 5 um) entre deux lamelles de microscope et le laser se propage selon 1’axe
z. On s’intéresse a ’onde de seconde harmonique générée par une fibrille de diamétre d,
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(b)

Z

FIGURE IV.1 — Géométrie du systéme : (a) Fibrille de collagéne dans le
volume focal avec le repére choisi et (b) Triple hélice de collagéne et orientation
de son hyperpolarisabilité Byu,.,.

placée dans le plan focal, selon 'axe (Ox), soumise a un champ électrique incident :
E(r,w) = A(r,w)e’® =) 4 ¢ (IV.2)

Dans toute la suite de ce chapitre les index 1 (respectivement 2) sont utilisés pour
designer les grandeurs ayant trait au laser incident (respectivement a la SHG). Nous allons
ici présenter I'approche analytique permettant d’exprimer 'intensité SHG en fonction du
diamétre de la fibrille observée, ainsi que les différentes approximations nécessaires. Nous
verrons ensuite comment des simulations numériques permettent de s’affranchir de ces
limitations.

IV.1.1 Approche analytique
IV.1.1.1 Equation de propagation

Le lien entre la réponse non-linéaire du milieu et les signaux créés est donné par la
polarisation non-linéaire et peut étre formalisé en écrivant les équations de propagation
gouvernant les différents processus non-linéaires d’ordre n (cf. annexe E). Dans le cas de
la génération de seconde harmonique (ordre 2) I’équation de propagation s’écrit :

2 32 _ (2w)? (2)
VZEs(r,2w) — k*Eq(r, 2w) = " P (r, 2w) (IV.3)
oC

Au travers de cette équation la polarisation non-linéaire d’ordre 2 apparait comme un
terme source du processus SHG. On pose alors :

P(r,2w) = po(r)e'tkzz=2t) 4 ce (TV.4)
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En injectant la forme du champ électrique choisie (eq. IV.2) et en introduisant le Laplacien
transverse en coordonnées cylindriques :

19 (0 1\* 9
2= (r= -] =— IvV.5
Vr ror (Tar) * (r) Oy? (IV-5)
on obtient ’équation de propagation paraxiale :
0A 2 ,
2iky—* + ViAs = —%erM (IV.6)

ot Ak = ky — 2k est le terme d’accord de phase. Cette équation découle de la néglection
du terme en 9?A,/9z? dans le cas d’un faisceau se propageant selon I'axe z'. Enfin, en
exprimant 'amplitude complexe ps de la polarisation non-linéaire d’ordre 2 en fonction
du celle du champ incident :

p2 = cox VA7 (IV.7)
et en se plagant dans I'approximation scalaire (on projette selon I’axe z), on obtient :
., 0A w2 ,

IV.1.1.2 Faisceau gaussien

Partant d'un faisceau gaussien (figure IV.2), on va résoudre I’équation IV.8, selon ’ap-
proche de Boyd [88], en recherchant des solutions présentant une distribution transverse
d’intensité gaussienne quel que soit z, du type :

Alr,z) =A o

w(z)

__r? ikr? .
e w7 2R 1) (IV.9)

qui donne la solution de ’équation paraxiale dans le cas d’une propagation libre (i.e. les
pn sont nulles). Ici, wy est le waist du laser, et on a posé :

2
o w(z)=woy/1+ <7r’\—WZQ> , la largeur a 1/e de la distribution
0

2
e R(z2)==z2 [1 + (W/\—Vf’> ] , le rayon de courbure du front d’onde

o O(z) = —arctan (’\—ZZ>, la variation spatiale de la phase du faisceau (phase de Gouy).

TTW(

Pour résoudre I'équation paraxiale il est généralement avantageux d’utiliser la forme
équivalente, plus compacte :

2
=1 fige_w%wo (IV.10)

ou ¢ = 2z/b est une coordonnée longitudinale adimensionnée définie a partir du paramétre
confocal b = 27w /\ = kw3.

A(r, z)

1. Approximation de I’enveloppe lentement variable :

02 Ay

2 kaAg
z

0z
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e e e e e e

FIGURE IV.2 — Faisceau gaussien.

IV.1.1.3 Solution en champ focalisé

En écrivant le champ gaussien incident sous cette forme, on va chercher les solutions
de I'équation de propagation sous une forme similaire :
2
./42(2) 2r

AQ(’I", Z) = r@,geiwg(l-ﬂvo (IV].].)

ou la dépendance radiale est identique a celle du terme source. En injectant les expres-
sions IV.10 et IV.11 dans I’équation de propagation IV.8, on voit que A, vérifie I’équation
différentielle :

dA2 iWQ (2) 42 eiAkz

— = —_ V.12
dz 2nch (1 +14¢) ( )
qui s’intégre directement sous la forme :
_ 2o Ak V.1
A2 2n20X Al‘]( 707 Z) ( V. 3)
avec : Ak g
0 1+ ZT

décrivant les effets de focalisation du faisceau. Reste & réécrire cette équation IV.13 en
terme de nombre de photons et de diamétre de la fibrille.

e Calcul de l’'intensité SHG rayonnée - La premiére étape consiste a relier I'in-
tensité SHG (I, en W.s~'.m™2) a Pamplitude du champ laser incident (A;) a partir de
I'équation IV.13 et de l'expression (cf. Boyd [88]) :

]2 = 280”20 |A2|2 (IV15)
ol ny est I'indice de réfraction du milieu pour 'onde harmonique. On obtient alors :

60&)5

I 427 | 12 (IV.16)

2noC
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harmonique
Comme :
> Lo\
A" = V.17
‘ 1‘ (2807110) ( )
et : 5
wy = —2° (TV.18)
AsHG
on trouve l'intensité SHG rayonnée :
2122 2
L=—5—"— IX? |7(Ak,0,d) V.19
2 ngn%EfOC)\lQas }X | ’ ( s sy )‘ ( )
e Passage en puissance - On calcule ensuite la puissance rayonnée (Py, en W.s™1)
en intégrant le flux de photons sur la surface de focalisation :
Py = / I,dS (IV.20)
Sfoc

le profil étant gaussien, 'intégrale est égale a la valeur moyenne multipliée par la surface
de focalisation :
Py = [,S}p. = Lynw) (IV.21)

avec wy = % la demi-largeur a 1/e de la distribution SHG. Il s’agit ici d’une puissance

créte puisque nous considérons la SHG a partir d’impulsions courtes (fs).

e Nombre de photons émis - On peut enfin calculer le nombre de photons SHG
générés dans le volume focal en le reliant & la puissance rayonnée selon 1’expression :

moy
P2

hws

Ngne = dt (IV.22)

On peut relier la puissance SHG moyenne (P,*?Y) a la puissance créte (Py), en multipliant
directement par le nombre d’impulsions :

P = P¢Rr, (1V.23)

ou R est le taux de répétition du laser, 75 la durée des impulsions harmoniques. Ainsi en
intégrant les signaux émis durant At on obtient le nombre de photons SHG émis durant

ce laps de temps :

P
Nsug = Rt h: (IV.24)

2

Dans cette expression R At représente le temps utile d’illumination. En utilisant I’équa-
tion IV.21 et en injectant Pexpression de I (eq. IV.19), on obtient :

RTQAt 2 27T2]12 2 2
Nsga = @11 V.25
SHG hews Qngnfeoc)\l?as |X ’ 1] ( )
avec : e
{ 27 s (IV.26)
To = 75
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respectivement la fréquence et la durée des impulsions SHG. Ceci se réécrit :

N _ RnAtr*wili
SHG 2v/2hn9m2 02 s

X7/ (IV.27)

que 'on va maintenant relier a la puissance incidente qui, de méme qu’en IV.20 et IV.23,
s’écrit :

P" = Rm /[1615 (IV.28)
En considérant un profil d’intensité constant (Top-Hat) dans le volume focal? on a :
P = R 1w’} (IV.29)
soit : pmoy
I = m (IV.30)

En injectant cette expression de 'intensité incidente dans ’équation IV.27, on en déduit :

AtP? 2
Nsgo = L @17 712 V.31
SHG 4v/2hmgn2ceg s RT W2 ‘X | 171 ( )
e Susceptibilité non-linéaire effective de la fibrille - A ce stade il est nécessaire

d’introduire des hypothéses pour décrire le systéme étudié. Tout d’abord si I’on considére
des fibrilles petites devant la taille du volume focal, on peut négliger le déphasage de
’onde vue par chaque molécule individuelle et ainsi utiliser la relation classique (modéle
additif) liant la susceptibilité non-linéaire (x(®)) a I’hyperpolarisabilité des triples hélices
(Brm) :

X;ng, = ¢ruPru (IV.32)

En outre, on utilise la susceptibilité non-linéaire effective (ch)f) qui décrit la réponse

tensorielle a une excitation par une polarisation circulaire et inclut les effets de champs
locaux. Enfin, on peut tenir compte du fait que la fibrille n’occupe pas toute la surface
de focalisation (milieu hétérogéne). Pour cela, on pondére la susceptibilité non-linéaire
effective par le rapport des sections de la fibrille (Sf;) et du volume focal (Sf,.). On
obtient alors la relation :

@ _ S @) _ V.33
Xefs = g, Xrib SfOCCTHﬁTH (IV.33)

ou cry et Orpy représentent respectivement la densité de triples hélices dans la fibrille et
I'hyperpolarisabilité d’une triple hélice et en notant Sy, = 2wid et Syo. = w7 les sections

de la fibrille et du volume focal respectivement, avec d le diamétre moyen apparent de la
fibrille.

s ™

-1 [T 2
d= —/ d.sinov.da = 2d (IV.34)
0

2. En pratique cette approximation est relativement contraignante et il est possible de s’en affranchir
en introduisant un modéle numérique de la distribution d’intensité dans le volume focal.
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Cette formule n’est valable que lorsque la fibrille est intégralement contenue dans le
volume focal soit, en premiére approximation, d < 2w; ce qui assure Sy < Spoe. Ainsi :

4d
2 = IV.35
Xeff = CTH P Bru (IV.35)

et on en déduit finalement le nombre de photons SHG en fonction du diameétre de la
fibrilles :

2v/2 c2. At P?
Nsua = el d?|Brul?|J(AK,0,d) (IV.36)

7 hnon2egc®Ngs Riwi

IV.1.1.4 Approximation des ondes planes

Le terme J(Ak,0,d) décrit les effets de focalisation induit par 'objectif a forte ouver-
ture numeérique :

d
iAk:z’d /
J(Ak,0,d) = / S (IV.37)
14 2
0 R
avec Ak = 1,02.10° m~! pour le collagéne et zp = T =4, 84.10~7 m dans notre cas.

Pour une petite fibrille ( d = 10 nm) on peut, en premiére approximation, considérer
que :

{ Akd <1 (IV.38)

2 L Zp

Ceci permet, dans le cas des plus petites fibrilles, d’approximer le champ laser par des
ondes planes pour lesquelles :

d
-2
J :/ d2 =d=— (IV.39)
0 T
Ce qui revient a négliger la focalisation du faisceau au niveau de la fibrille. Finalement

le nombre de photons SHG émis par une fibrille isolée de diamétre d s’écrit, dans cette
approximation :

8v/2 2. At P?
LIl |Bral” d' = AlBral” d! (IV.40)

76 hnon2c?egNigs Rmiwi

Nsug =

On voit que le nombre de photons générés dépend effectivement de ’hyperpolarisa-
bilité et de l'intensité incidente au carré ainsi que du diamétre a la puissance 4 (ou la
densité de molécules au carré), ce qui est cohérent avec 1'équation IV.1.

Il est alors intéressant de tester la validité de 'approximation en calculant numérique-
ment (figure IV.3) le nombre de photons générés en fonction du diameétre de la fibrille
dans le cas d’un faisceau gaussien (eq. IV.36) ou d’ondes planes (eq. 1V.40).

Ce calcul est restreint au domaine de validité des expressions précédentes, permettant
d’exprimer la susceptibilité non-linéaire effective selon 1’équation IV.35, c¢’est-a-dire :

d < 2wy = 364 nm (IV.41)

On voit sur la figure IV.3 que dans le cas, plus réaliste, d’un faisceau gaussien, le nombre
de photons générés est toujours inférieur a celui calculé dans 'approximation en ondes
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FIGURE IV.3 — Signal SHG émis par des fibrilles de collagéne de dia-
métre variable : Calcule analytique pour un faisceau gaussien (eq. 1V.36),
en vert, et dans 'approximation d’ondes planes (eq. IV.40), en rouge, pour des
fibrilles de diamétre inférieur o 364 nm.

planes. Ceci est di & la phase de Gouy, dans le cas du régime focalisé, qui déphase les
signaux provenant des extrémités supérieure et inférieure du volume focal, comme cela a
été observé dans la cornée [16]. En conclusion si 'approximation en ondes planes apparait
valide pour des fibrilles relativement petites, pour des fibrilles de diamétre comparable
au volume focal il apparait alors nécessaire de résoudre le probléme complet au travers
des équations IV.36 et IV.37.

IV.1.2 Simulations numériques

Le calcul théorique précédent s’appuie sur un certain nombre d’hypothéses. Notam-
ment nous avons supposé que I'on peut décrire le champ électrique par un modéle d’ondes
gaussiennes, nous avons considéré un profil d’intensité constant a l'intérieur du volume
focal et nous avons défini une susceptibilité non-linéaire effective selon la formule V.35,
ce qui impose de se limiter au cas d < 2w;. Pour tester la validité de ces différentes
approximations nous avons réalisé des simulations numériques permettant de s’affranchir
de ces limitations.

IV.1.2.1 Principe

Nous avons utilisé un code Matlab développé, a l'origine, par Ivan Gusachenko, dans
le cadre de sa thése au LOB, pour simuler la génération de seconde harmonique émise
par les faisceaux de fibres de collagéne d’un tendon [182]. Ces simulations modélisent le
tendon comme un milieu homogéne, a ’échelle du volume focal, et permettent un calcul
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vectoriel de la distribution du champ électrique autour du point focal, en utilisant la
méthode du spectre angulaire [183|. En particulier elles prennent en compte les parameétres
d’excitation tels que la distance de travail de 'objectif utilisé, son ouverture numérique, le
waist du faisceau incident, 'angle solide de détection... En outre les simulations tiennent
compte d’effets de propagation dans le tissu tels que la biréfringence. La réponse non-
linéaire des différentes composantes tensorielles est ensuite calculée en fonction de la
polarisation incidente.

Partant de 14, nous avons modifié le code pour 'adapter a notre cas, a savoir la SHG
provenant d’une unique fibrille de collagéne. Ici on étudie donc un milieu non biréfringent,
sans interface optique mais hétérogene a 1’échelle du volume focal. On définit pour cela
la susceptibilité non-linéaire Y comme valant 1 dans la fibrille et 0 & ’extérieur, dans le
reste du volume focal. Ceci permet de calculer la réponse SHG d’une fibrille de diamétre
d > 2w;. La fibrille est supposée selon 'axe x, et on définit son diamétre en discrétisant
le volume focal et en spécifiant le tenseur de susceptibilité non-linéaire en chaque point.
Le faisceau est focalisé dans une goutte d’eau avant de rentrer dans la lamelle, et la
polarisation du faisceau excitateur est circulaire. Dans ces simulations, nous négligeons
les aberrations, induites par la fine couche d’air entre les deux lamelles, qui peuvent
déformer le front d’onde et modifier la taille du volume focal.

IV.1.2.2 Reésultats et discussion

Le résultat de ces simulations met en exergue différents domaines (figure IV.4.a). Dans
la premiére partie de la courbe (d < 2w;), le nombre de photons détectés croit, comme
attendu, avec le diamétre a la puissance 4, nonobstant un écart en limite de volume focal
(200 < d < 364 nm). Ainsi, pour de petites fibrilles (avec des diamétres inférieurs a
200 nm), les approximations effectuées sont valides et I'approche gaussienne, voire en
onde plane, est suffisante pour décrire les effets observés. A noter que dans les tissus
le diameétre des plus grosses fibrilles n’excédant pas 300 nm, cette portion de la courbe
décrit une grande partie des fibrilles de collagéne in vivo. Dans la seconde partie, alors
que les fibrilles dépassent la largeur du volume focal, la majeure partie des molécules de
collagéne ajoutées ne contribuent pas a la SHG et la courbe s’infléchit progressivement.
Finalement, lorsque le diamétre dépasse la dimension axiale du volume focal, la courbe
sature puisque les molécules ajoutées ne sont pas excitées.

L’écart entre les courbes théorique (rouge) et simulée (bleue), pour des diamétres
comparables a la résolution latérale (figure IV.4.b), est di a plusieurs effets simultanés. En
premier lieu, les simulations tiennent compte de la distribution spatiale d’intensité dans
le volume focal, ce qui n’est pas le cas du calcul théorique précédent. Par conséquent, les
molécules en bord de volume focal voient une puissance incidente plus faible et contribuent
donc moins au signal que les molécules au centre. En outre, les simulations numériques
permettent un calcul vectoriel des différentes composantes tensorielles qui, au vu des
ouvertures numériques utilisées, peuvent jouer un role non-négligeable dans le cas de
fibrilles de taille comparable & la résolution axiale. Enfin, pour les plus grosses fibrilles,
les simulations tiennent compte de la phase de Gouy dans le volume focal qui modifie
la construction cohérente du signal SHG ; la différence de phase introduite diminuant le
signal total. Ces trois aspects expliquent majoritairement les différences observées entre
'approche analytique (figure IV.4.b, en rouge) et les simulations numériques (en bleu). En
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(a)

+  Simulations numériques
Courbe théorique

Intensite (u.a.)

3dnm -7 .
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FIGURE IV.4 — Simulations numériques : (a) Intensité SHG mesurée en
fonction du diameétre de la fibrille et (b) Zoom sur les fibrilles de diamétre in-
férieur a 300 nm (taille mazimale des fibrilles in vivo). Simulation numérique
(en bleu) et approche analytique (en rouge) pour un modeéle en ondes planes. La
premiere zone correspond o des fibrilles de diamétre inférieur a la largeur du vo-
lume focal (zone de validité de la formule théorique), la seconde a des diamétres
compris entre les dimensions latérale et azxiale du volume focal et la derniére a
des diamétres supérieurs a la résolution axiale.

pratique, pour des fibrilles de diamétre comparable & la taille caractéristique du volume
focal (typiquement d > 200 nm), ces effets conduisent & des différences notables avec la
formule IV .40, et il est alors nécessaire d’introduire un modéle numérique de la réponse.

IV.2 Mesures expérimentales

IV.2.1 Microscopie correlative SHG/TEM
IV.2.1.1 Préparation des échantillons

Le collagéne de type I est extrait de tendons de queues de rats, purifié et solubilisé
[146, 168]. La pureté de la solution de collagéne résultante est mesurée par électrophorése
et la concentration est déterminée par un dosage de ’hydroxyproline [184] (cf. annexe C).
Le collagéne est dilué a 100 pg/ml dans de I’acide acétique 0,5 M (pH = 2,5, Vy = 100 pul)
et la fibrillogenése est induite en haussant le pH par diffusion de vapeur d’ammoniac, sous
cloche, durant 1h. Une goutte d’échantillon (3ul) est ensuite déposée sur une grille d’or
de TEM (200 mesh), sans film de carbone a la surface, posée sur une lamelle de verre,
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puis séchée a ’air libre durant 24h. La grille est ensuite retirée et placée entre deux autres
lamelles de verre dans un porte échantillon. Cette étape ote le collagéne déposé sur la
premiére lamelle et ne conserve que les fibrilles accrochées a la grille.

IV.2.1.2 Imagerie correlative sur une méme fibrille de collagéne

La grille est alors directement placée sous le microscope SHG (figure IV.5), en prenant
soin de repérer les carreaux de la grille ot des fibrilles se sont fixées. Pour cela on utilise
des grilles de TEM numérotées.

Laser
Exatateur Epi-
detection
Grille de TEM ':_:‘:: Lamelles
avec des fibrilles
de collagéne ‘ Transmission

FIGURE IV.5 — Schéma du montage : Le laser est focalisé au travers d’un
objectif 40x, 1,1 NA a immersion. L’échantillon de collagéne sur grille d’or est
placé dans une fine couche d’air (=5 um) entre deux lamelles de microscope et
l'acquisition est faite en transmission et en épi-détection simultanément.

Aprés quoi, I’échantillon est emporté au LCMCP dans son porte-échantillon, pour
éviter toute manipulation inutile qui risquerait de perturber les fibrilles attachées a la
grille, et observé en TEM par Carole Aimé, sans aucune étape de marquage (notamment
a Pacétate d’uranyle) ou de fixation additionnelle. En imageant les mémes repéres sur
la grille, on peut garantir l'observation des mémes fibrilles de collagéne avec les deux
techniques (figure IV.6).
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SHG

F1GURE IV.6 — Imagerie corrélative SHG/TEM : Images de 4 échantillons
différents. Barres d’échelles 15 um.
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Le microscope électronique utilisé a déja été décrit précédemment (cf. I11.1.1.3) et
Iimagerie SHG est effectuée sur le microscope du laboratoire détaillé au chapitre II
(cf. 11.3). L’objectif utilisé (40x, 1,1 W) étant un objectif & immersion, la fine couche
d’air entre les deux lamelles introduit des aberrations qui détériorent la résolution du
microscope. C’est pourquoi nous avons mesurée la demi-largeur a 1/e (wy) directement
sur les profils d’intensité des plus petites fibrilles de collagéne de la grille (qui ont un
diamétre trés inférieur a la PSF). A une longueur d’onde excitatrice de 860 nm, on ob-
tient w; = 220 nm. Les piles d’images sont acquises en transmission a 100 kHz avec
une puissance au foyer d’environ 12,5 mWW. La polarisation incidente est circulaire pour
illuminer les fibrilles de collagéne de maniére homogéne quelle que soit leur orientation.
Il est important de noter que la puissance excitatrice n’est pas limitée par le laser (on se
contente d’utiliser environ 20% de la puissance maximale) mais par les dégats occasionnés
sur les fibrilles. En effet, celles-ci ayant un diamétre typique compris entre 3 et 300 nm,
elles sont trés vulnérables au faisceau imageur, tant en microscopie SHG qu’en TEM.
Ainsi a trop forte puissance excitatrice les fibrilles se rompent durant I'acquisition des
images comme en atteste la figure IV.7.

t=0s 30s

FI1GURE IV.7 — Rupture des fibrilles durant ’imagerie : (a) Due au TEM
et (b) Due a la microscopie SHG. Barres d’échelles 15 pm.

Pour toutes ces expériences, comme déja mentionné, nous avons effectué la microsco-
pie SHG en premier, suivi de I'imagerie TEM. Il est intéressant de noter qu’en inversant
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lordre des mesures, le signal SHG disparait presque totalement. Cela indique que soit
I’hyperpolarisabilité, soit la structure macromoléculaire du collagéne est perturbée du-
rant la microscopie électronique. La premiére explication, la perte du [, pourrait étre due
a la déshydratation de 1’échantillon collagénique lors de la mise sous vide et semblerait
indiquer que la présence de molécules d’eau autour des acides aminés est requise pour
délocaliser efficacement les électrons le long de la liaison peptidique. La seconde explica-
tion est que la microscopie électronique perturbe la structure des molécules de collagéne,
a une échelle comprise entre la liaison peptidique et la fibrille [185], en réduisant ordre
local requis pour construire efficacement les signaux SHG.

Il est important de rappeler qu’il n’y a pas ici de super-résolution. En effet, dans cette
étude I’hypothése fondamentale pour déduire le diameétre des fibrilles est que I’échantillon
contient uniquement des fibrilles isolées ou, ce qui est équivalent, que la distance entre
deux fibrilles est supérieure a la largeur du volume focal. Cela signifie qu’il s’agit seulement
d’une premiére étape dans le but de calibrer intégralement les signaux SHG dans les tissus.

IV.2.2 Résultats
IV.2.2.1 Sensibilité du microscope SHG

Cette approche corrélative permet tout d’abord de déterminer la sensibilité de notre
microscope SHG. A partir des images TEM et SHG, on peut en effet établir quel est le
diameétre des plus petites fibrilles détectables en SHG. Dans les conditions expérimentales
utilisées les échantillons sont illuminés a 100 kH z (soit un temps d’intégration de 10 us
par pixel) avec une puissance moyenne incidente de 12,5 mW et le niveau de bruit
moyen est de 0,3 photons/pixel. Nous considérons que le signal minimal détectable est
de 3 photons par pixel, soit un S/N de 10 dB3. Ce signal correspond, en TEM, a des
fibrilles de 32 4+ 2 nm de diamétre. A noter que des fibrilles plus fines (< 20 nm) ont pu
étre observées en TEM, sur les mémes échantillons, sans pour autant donner lieu a un
signal SHG mesurable.

En utilisant un modéle classique, proposé par Hulmes |39, de la répartition des triples
hélices de collagéne au sein d’une fibrille, on peut déduire de cette mesure le nombre de
molécules de tropocollagéne ou de liaisons peptidiques nécessaires pour créer un signal
SHG détectable sur notre microscope. Dans ce modéle (cf. figure I.4.c), 1 molécule de
tropocollagéne occupe 2,4 nm? dans une coupe transverse de la fibrille. En outre, les
triples hélices mesurent 290 nm de long et sont séparées par des gap de 45 nm, par
conséquent I'encombrement stérique d’une molécules de tropocollagéne vaut 838 nm?, ce
qui donne la une densité de triples hélices dans une fibrille :

cry =1,3.10% m™3 (IV.42)
Dans le cas de la géométrie considérée (figure IV.1.a), on a :
nrg = ngdQCTH (IV43)

triples hélices dans le volume focal. Une molécule de tropocollagéne étant composée de
3033 acides aminés, i.e. liaisons peptidiques, on en déduit le nombre d’harmonophores

3. Ce S/N seuil est choisi car il permet Pajustement gaussien du profil d’intensité (cf. IV.2.2.2,
eq. IV.46).
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dans le volume focal. -
Npept = 3033n7s = 3033§W1d20TH (TV.44)

Ces valeurs sont résumées dans la table IV.1 pour différents diamétres de fibrilles carac-
téristiques des tissus conjonctifs.

‘ Imagerie SHG H d (nm) ‘ nry ‘ Dpept H Exemple de tissu ‘
Seuil de détection 30 390 | 1,18.10° cornée
Détection "confortable" 60 1560 | 4,73.10°
Signal classique 100 | 4340 | 1,31 107 peau

TABLE IV.1 — Sensibilité du microscope SHG : Relation entre le diamétre
des fibrilles (d) et le nombre de triples hélices (nry) ou de liazisons peptidiques
(npept) détectables en SHG et exemples de tissus contenant de tels types de fi-
brilles.

A noter que le panel de diamétres que I'on rencontre dans les tissus s’étend typique-
ment de 3 & 300 nm. Par conséquent, si la microscopie SHG permet d’imager les fibrilles
de collagéne de la majorité des tissus conjonctifs (peau, tendon, cornée...) dont le dia-
métre est supérieur & 30 nm, elle n’est pas appropriée pour I’étude des fibrilles d’ancrages
(membranes basales, jonction dermo-épidermique...) extrémement fines (< 10 nm).

IV.2.2.2 Courbes de calibration

Expérimentalement, on obtient la courbe de calibration :
Nspe = f(d) (IV.45)

en mesurant le nombre de photons SHG générés et le diamétre des fibrilles imagées. Pour
chaque fibrille on détermine la taille moyenne sur les images de TEM en mesurant le
diameétre en 4 points de la fibrille (figure IV.8.b).

De méme sur les images SHG on trace le profil d’intensité en 4 points de la fibrille
(figure IV.8.b) que I'on ajuste par une gaussienne (figure IV.8.c) :

(w*l‘c)Q

y(x) =yo +a.e 27 (IV.46)

On détermine alors le nombre de photons recus, en calculant I’amplitude de la courbe,
en chacun des points de la fibrille, correspondant au signal maximal recu sur un pixel
durant le temps d’intégration At.

Les mesures ont été faites sur 6 grilles réalisées a partir de 4 échantillons différents, ce qui
conduit & un total de 146 fibrilles (toutes grilles confondues). On trace alors le nombre de
photons détectés en fonction du diamétre des fibrilles pour chaque grille individuellement
(figure IV.9.a) et pour I’ensemble de toutes les fibrilles (figure IV.9.b) que 'on ajuste avec
une fonction puissance du type :

Nsua = Ny + B.d* (TV.47)
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(b) (c)

SHG

Nombre de photons

TEM

Intensite TEM (a.u.)

Longueur (nm)

FIGURE IV.8 — Traitement des images corrélatives : (a) Image d’un
carreaw de la grille (barres d’échelles 20 um), (b) Zoom sur une ROI (barres
d’échelles 5 pm) et (c) Profils d’intensité SHG et TEM en 1 point. Chaque pro-
fil est mesuré en 4 points le long de la fibrille.
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FI1GURE IV.9 — Courbes de corrélation entre le signal SHG et le dia-
meétre des fibrilles mesuré en TEM : (a) Pour une grille typique et (b) Pour
les 6 grilles confondues, ajustées avec une puissance 4.

Ceci permet d’obtenir le paramétre B pour chaque grille ainsi que pour I'ensemble des
grilles (table IV.2).

En considérant ’ensemble des 146 fibrilles sous la forme d’intervalles de diamétre
de 50 nm de largeur et en moyennant le nombre de photons recus pour chaque classe
de distance, on observe un diagramme en barres (figure IV.10) ou les barres d’erreurs
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représentent erreur standard (SEM) de la distribution.
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FIGURE IV.10 — Calibration du signal SHG pour des classes de dia-
métre : Diagramme en barres représentant les classes de distance de 50 nm
de largeur et ajustement des données (en rouge). Les barres d’erreurs indiquent
[’écart type de la distribution du nombre de photons détecté par classe. Les étoiles
indiquent des différences significatives (* : p-value < 1% ; ** : p-value < 0.1%).

La courbe verte montre I’ajustement du nombre de photons en fonction du diamétre
selon la formule IV.47. 1l est important de noter que malgré la variabilité au sein d’une
classe de diamétre, celles-ci sont clairement différentiables et statistiquement distinctes.
En outre en ajustant ces données par une fonction puissance sous la forme :

Nsue = No + B.d® (IV.48)

on observe de plus un bon accord entre 'ajustement (o = 3,83) et la formule théorique
(a=4).

IV.3 Discussion

Les résultats précédents fournissent une mesure de la sensibilité de notre microscope
SHG et une calibration du nombre de photons détecté en fonction du diamétre des fibrilles
de collagéne. En outre ils permettent de calculer la premiére hyperpolarisabilité Sy d’une
triple hélice de collagéne, a condition d’estimer les différents paramétres expérimentaux
de maniére absolue. Cette mesure peut alors étre comparée a la valeur obtenue en HRS,
directement sur les triples hélices de collagéne [115].
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IV.3.1 Mesure Top-Down de I’hyperpolarisabilité d’une triple
hélice de collagéne

On obtient deux expressions du nombre de photons SHG en fonction du diamétre des
fibrilles

e par un ajustement des données expérimentales :
N§pe = B.d! (IV.49)
e par une approche analytique :
Néyq = nAl|Bra|d* (IV.50)

ot A est le facteur numérique apparaissant dans I’équation 1V.40 et n la fraction de
photons détectés sur le nombre de photons générés, décrivant 'efficacité de détection du
microscope. En particulier n prend en compte les pertes a la détection (et notamment les
réflexions aux interfaces des lamelles) et le rendement quantique des photomultiplicateurs
(~20%). Ainsi N, représente le nombre théorique de photons SHG détectés.

Pour calculer la valeur du paramétre A, on part de la formule analytique simplifiée :

8v/2 ez, AtP?
L |Brg|* d* = Alfra| d! (IV.51)

70 hngniclegNias RTwi

Nsua =

donnant le nombre de photons SHG en fonction du diameétre, qui fait intervenir un certain
nombre de paramétres :
e Tout d’abord les constantes physiques :
— h=1,05.10"%* J.s7! la constante de Planck
— ¢=3.10% m.s~! la célérité de la lumiére dans le vide
— g0 = 8,85.1072 F.m~! la permittivité du vide
— ny = 1,47 l'indice du verre a 860 nm
— no = 1,5 l'indice du verre a 430 nm.
e Ensuite les parameétres expérimentaux du microscope, qui peuvent fluctuer et re-
présentent des sources de bruits importantes :
~ R=76 MHz =7,6.10" Hz le taux de répétition du laser
— Nas = 860 nm = 8,6.10~7 m la longueur d’onde du laser
— At =10 ps = 107° s le temps d’intégration
— 71 =150 fs =1,5.107'3 s la durée d’impulsion du laser
— wy = 220 nm = 2,2.10~7 m la demi-largeur a 1/e mesurée sur les petites fibrilles
(I’écart avec la résolution optimale (182 nm) de notre microscope est probable-
ment di aux aberrations introduites par la couche d’air entre les deux lamelles)
~ Py =12,5mW =1,25.10"2 W la puissance moyenne sous I’objectif (en considé-
rant 5% de pertes par la lamelle)
— 1 = 0,18 les pertes dans le microscope (essentiellement dues a 'efficacité quan-
tique de la photocathode).
e Et enfin les paramétres liés au collagéne :
— crg = 1,3.10** m™3 la densité de triples hélices dans une fibrille de collagéne
— [Bry 'hyperpolarisabilité d’une triple hélice de collagéne.
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En utilisant ’ensemble de ces données, on calcule :
A =17696.10"" V2 m~12 (IV.52)

Il est important de noter que ce paramétre A est inversement proportionnel & w; a la
puissance 4, ce qui signifie que cette calibration est extrémement sensible aux aberrations
dans I’échantillon, principalement dues a la couche d’air entre les deux lamelles. Ainsi, &
partir des équations 1V.49 et IV.50 on obtient :

nA|Brul’ = B (TV.53)
soit :
B
=4/ — V.54
|Bru| A (IV.54)

On peut maintenant, a partir des valeurs du paramétre B et des incertitudes données
par l'ajustement, calculer notre valeur expérimentale de la premiére hyperpolarisabi-
lité effective d’une triple hélice de collagéne, pour une excitation en polarisation circu-
laire (table IV.2). Selon que I'on calcule la moyenne des valeurs obtenues sur ’ensemble
des échantillons ou celle calculée & partir des classes de diamétre?, on obtient un 3 de
1,8 20,2103 m*. V=t ou 1,74+ 0,1.1073" m*.V~L. Dans la suite nous garderons cette
derniére valeur car elle s’affranchit partiellement de la variabilité des intensités mesurées
pour un méme diamétre.

Grille Toutes || Classe de

TEM 1 2 3 4 5 6 Moyenne grilles diamétre
B 1,0 1,7 7 2,1 1,7 2,8 2,3 2,2
(1078) +0,1 | £0,2 | +2 | £0,2 | 40,1 | +0,4 +0,2 40,2
BrH 1.12 1.5 3.0 1.6 1.5 1.9 1.8 1.7 1,7
(10737) || £0,09 | £0,1 | £0,8 | £0,2 | £0,1 | 0,4 +0,2 +0,2 +0,1

TABLE IV.2 — Mesure de la premiére hyperpolarisabilité d’une triple
hélice de collagéne & partir des signaux SHG : Valeurs expérimentales
du paramétre B (m™*) et valeurs correspondantes de I’hyperpolarisabilité d’une
triple hélice Bry (M V1), pour chacune des grilles imagées en SHG et en
TEM, pour l’ensemble des grilles. Les incertitudes correspondent a ’erreur des
ajustements des données expérimentales, sauf pour la moyenne des grilles ot

elles désignent la déviation standard de la distribution.

IV.3.2 Comparaison aux mesures en HRS selon une approche
Bottom-Up

IV.3.2.1 Hyperpolarisabilité d’une triple hélice

A partir de la réponse en HRS d’une solution de triples hélices de collagéne et de
peptides courts collagéniques ([(PPG),y],) on peut mesurer I'hyperpolarisabilité dune

4. Cela équivaut & comparer la moyenne des paramétres d’ajustement de l’intensité en fonction du
diamétre avec ’ajustement de la moyenne des intensités par diamétre.
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liaison peptidique (cf. annexe A), qui vaut [115] :
Buuu = 27 8-10_40 m4'v_1 (IV55)

Partant de 1a, en utilisant une approche bottom-up on peut calculer les deux compo-
santes du tenseur, dans le référentiel propre de la triple hélice, a ’échelle d’une molécule
de tropocollagéne [136, 141, 115, 186] :

{ 5$$I = N(X'u)gﬂuuu = Ncosgeﬁuuu

Bayy = F(x0)(y.1)?Buuu = Fc0805in*0 S, (IV.56)

ol N est le nombre d’acides aminés du domaine hélicoidal d'une molécule de tropocolla-
géne (N = 3033 pour le collagéne I). Finalement, en considérant un angle § = 50° [186|
entre les dipoles non-linéaires et ’axe de la triple hélice, ce qui est donné par nos mesures
expérimentales du paramétre d’anisotropie (p = 1,4) [187, 22| (cf. annexe A, eq. A.17),
on obtient :

— —37 4 —1
{ Brzz = N % 2,2.10737 m*.V (IV.57)

Bagy = N x 1,6.10737 mA. /-1

Cependant, dans ces expériences, la polarisation incidente est linéaire et la géométrie
du systéme complétement différente (détection a 90° de Pexcitation...). Pour comparer a
nos mesures (cf. IV.3.1), il est alors nécessaire de calculer ’hyperpolarisabilité effective

55}1}5 d’une triple hélice dans le plan focal illuminée en polarisation circulaire.

IV.3.2.2 Hyperpolarisabilité effective en polarisation circulaire

Dans la géométrie utilisée pour les expériences SHG, la polarisation incidente est
circulaire :

1
Ey
E,=— |1 IV.58
vl (IV.58)
sans analyseur a la détection. Ainsi, la puissance SHG rayonnée vaut :
P, = NBE,.E, (IV.59)

Par souci de simplicité on considérera le cas d’une fibrille de collagéne selon 1'axe
(OX) dans le référentiel du laboratoire. Puisque 'on considére la génération de seconde
harmonique par une unique fibrille de collagéne située dans le plan focal, le référentiel
propre d’une triple hélice (désigné par les lettres minuscules) est confondu avec celui de
la fibrille (lettres majuscules) et donc du laboratoire. La puissance rayonnée se réécrit
alors :

ﬁ:mm Eq Eqg 4 5wyy iFg iEg
P _ 3 2R By g (IV.60)
Y = Pyzy a2 yyz /5

or Byzy = Byye = Bayy donc :

Px = ETg (Bewz — B yy) IV
) XTI X .61
{ PY = ZEgﬁxyy ( )
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Chapitre IV. Mesure quantitative du signal de génération de seconde

harmonique
L’intensité SHG détectée en polarisation circulaire s’écrivant :
I, o |PY| + | Py (IV.62)
on :
I, o< T(w)? Brer = Bmyy|2 4 lﬁmyy|2 (IV.63)

4

On définit alors ’hyperpolarisabilité effective d’une triple hélice excitée en polarisation
circulaire :

2 2
rxx — Mz 4 T

Ainsi I'hyperpolarisabilité effective obtenue & partir des mesures HRS vaut :
BEFS = (1,6 £0,2).107°" m*. V! (IV.65)

Cette valeur est a comparer a ’hyperpolarisabilité mesurée & partir de nos courbes de
calibration (table IV.2).

Brg = (1,7£0,1).107% m*. V! (IV.66)

Cette bonne correspondance valide 'approche additive, utilisée dans ce chapitre (eq. IV.33),
permettant d’exprimer la susceptibilité non-linéaire x(?) d’une fibrille de collagéne & partir
de 'hyperpolarisabilité 5 des triples hélices.

IV.4 Conclusion et perspectives

Dans ce travail nous avons réalisé a notre connaissance, les premiéres images corréla-
tives TEM /SHG et mesuré la sensibilité de notre microscope SHG en terme de diamétre
(30 mm) et de nombre de molécules (390 triples hélices). Nous avons aussi calibré 'inten-
sité SHG provenant de fibrilles isolées et vérifié la validité de cette calibration avec des
modéles théoriques et numériques. Enfin, le calcul de I'hyperpolarisabilité d’une triple
hélice nous a permis, par comparaison aux mesures HRS, de valider le modéle additif
de calcul de la susceptibilité non-linéaire. D’ores et déja cette calibration devrait nous
permettre de faire des études plus poussées sur la fibrillogénése du collagéne (cf. chapitre
[1I) en exploitant I’évolution du diamétre, mesuré in situ, durant la croissance des fibrilles
de collagene.

L’étape suivante consiste a calibrer le signal provenant d’un ensemble de fibrilles
dans le volume focal. Pour cela il est nécessaire de déterminer non seulement la densité
de molécules (ou le diamétre des fibrilles), comme fait dans ce chapitre, mais aussi le
nombre de fibrilles dans le volume focal. Ainsi il ne suffit plus de mesurer I'intensité mais
il est indispensable d’obtenir une information supplémentaire sur le signal (par exemple
la phase ou la polarisation). Pour ce faire, plusieurs pistes seront & envisager comme
par exemple la mesure des diagrammes d’émission SHG vers l'avant et vers |'arriére
[138, 188, 189], l'interférométrie SHG [190], la variation de l'ouverture numérique [191]
ou encore, option particuliérement intéressante, I’étude de la réponse en polarisation de
’échantillon. En effet, comme il a été décrit précédemment [15, 129, 192|, des mesures
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polarimétriques permettent de sonder le rapport des deux composantes indépendantes
de 'hyperpolarisabilité (p = {2 /xoy), qui fournit une mesure du désordre au sein du
volume focal. Ainsi, si la P-SHG ne permet pas de dépasser la limite de résolution imposée
par la diffraction, elle fournit des informations structurales a l'intérieur du volume focal
permettant de quantifier I'orientation des fibrilles & cette échelle [22, 121]. Puisque I'on
peut raisonnablement induire que le désordre augmente avec le nombre de fibrilles, en
combinant des mesures en polarisation incidente circulaire et linéaire tournante [15, 16] on
espére pouvoir calibrer complétement la réponse SHG d’un ensemble de fibrilles. Enfin la
P-SHG, en sondant les différentes composantes de 'hyperpolarisabilité pourrait permettre
de caractériser plus finement la réponse tensorielle d’une fibrille de collagéne et mettre
en exergue l'influence des composantes chirales comme observé dans des films minces
de collagéne [134]. Couplées avec des mesures en time-lapse durant la fibrillogénése, ces
expériences pourrait fournir de nouvelles données a propos de la chiralité des fibrilles a
différents stades de formation.

A Theure actuelle, il semble réaliste d’utiliser 'intensité des signaux SHG pour quanti-
fier le diamétre des fibrilles dans des tissus collagéniques trés peu denses, tels que le derme
réticulaire (cf. chapitre V), ou sur des matrices de collagéne diluées. Toutefois, dans le
but de calibrer intégralement, en profondeur, la réponse SHG provenant de tissus collagé-
niques denses, il sera nécessaire de controler I’ensemble des paramétres pouvant perturber
la propagation du faisceau. En effet, comme on peut le voir dans la formule 1V.36, la re-
lation entre le nombre de photons SHG mesurés et le diamétre de la fibrille fait intervenir
la puissance au foyer (P2) et la taille du volume focal (w}), qui peuvent étre fortement
modifiés par 'absorption, la diffusion et les aberrations dans le tissu. Néanmoins, ces
sempiternelles limitations des techniques de microscopie font I’objet, a I'heure actuelle,
de nombreuse études (modélisation des tissus, optique adaptative...) qui permettent d’es-
pérer s’affranchir de ces problémes & moyen terme. Enfin, il est intéressant de noter
que, malgré une résolution relativement faible, comparée & la microscopie électronique,
la calibration de 'intensité peut fournir une méthode pour sonder non-invasivement les
modifications de la densité collagénique ou du diamétre des fibrilles dans des tissus pa-
thologiques. En particulier, des études rapportent qu’une insuffisance en certains protéo-
glycanes peut conduire & une augmentation du diamétre moyen des fibrilles dans la peau
de 90 nm a 130 nm [193], variations qui apparaissent a priori mesurables par ce type
d’approche. Enfin cette calibration des signaux pourrait permettre une quantification plus
compléte de la progression des fibroses [26].
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Chapitre V

Biomécanique sur peau de souris

1l est difficile d’attraper un chat noir dans une piece sombre,
surtout lorsqu’il n’y est pas.
- Proverbe Chinois
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Dans ce chapitre nous allons présenter un projet a I'interface entre la biologie, la mé-
canique et la microscopie dans le cadre d’une étude de la biomécanique de peaux de souris
modeéles du syndrome d’Ehlers-Danlos (EDS). Comme nous venons de le voir au chapitre
précédent, il est aujourd’hui difficile d’obtenir des mesures quantitatives de la densité
collagénique d’un tissu conjonctif en microscopie multiphoton. Ainsi nous nous sommes
attachés ici a développer une approche phénoménologique pour obtenir des informations
quantitatives sur la structure du réseau de fibrilles a I’échelle micrométrique. Pour cela
nous avons développé une analyse multi-échelle permettant une meilleure compréhen-
sion de la réponse mécanique d’un tissu riche en collagéne fibrillaire (tendons, cornée,
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peau...), le but étant d’explorer la relation entre la déformation macroscopique subie par
un tissu, caractéristique de sa fonction, et la réponse microscopique locale propre a sa
microstructure.

La matrice extracellulaire est constituée de quatre grandes familles de composés : les
collagénes, les protéoglycanes, les glycoprotéines ! et les protéines élastiques (élastine). Ces
composés peuvent, pour la plupart, s’auto-assembler mais également interagir directement
entre eux ou avec les cellules par 'intermédiaire de récepteurs. C’est grace a cette trame
de connexions que se réalise la vie cellulaire (adhérence, morphogenése, apoptose...) et
que se forgent les caractéristiques tissulaires (solidité, souplesse, transparence...). Il est
important de rappeler que des tissus aux propriétés aussi différentes que 'os, la peau, la
cornée ou encore les tendons, sont souvent structurés a partir des mémes matériaux de
base et notamment a partir des collagénes. Les propriétés tissulaires résultent donc de
différences quantitatives entre les composés matriciels d’un tissu & un autre, d’interactions
spécifiques ou d’agencements topologiques propres a un type de tissu.

Ce projet a été réalisé en étroite collaboration avec Florence Ruggiero et Christelle
Bonod-Bidaud, de I'Institut de Génomique Fonctionnelle de Lyon (IGFL, ENS Lyon),
en raison de leur excellente expertise sur des lignées de souris génétiquement modifiées,
modéles de ’EDS, ainsi qu’avec Jean-Marc Allain et Barbara Lynch, du Laboratoire de
Mécanique des Solides (LMS, Ecole Polytechnique), qui développent des modéles et des
techniques de mesure de déformations dans les tissus mous.

Nous allons dans un premier temps présenter le syndrome d’Ehlers-Danlos, en nous
focalisant sur le role du collagéne V, et les modifications structurales induites dans le
derme. Nous verrons ensuite le protocole expérimental adopté pour ce projet dans lequel
nous avons adapté nos conditions d’imagerie aux modéles de souris, afin d’éviter toute
modification des lignées actuelles, et travaillé sur des échantillons de peaux les plus intacts
possibles, pour minimiser l'invasivité. Dans le but d’extraire des informations quantita-
tives de nos images nous avons développé des méthodes d’analyse d’image permettant
d’étudier la déformation mécanique locale et la réorganisation du réseau collagénique
concomitante. Enfin, nous verrons qu’il est possible d’observer des différences, entre les
réponses mécaniques des échantillons génétiquement modifiés et controles, et de les relier
a la réorganisation du tissu lors de la traction.

V.1 Le syndrome d’Ehlers-Danlos

Les syndromes d’Ehlers-Danlos forment un groupe hétérogéne d’affections génétiques
rares, nommeées, dans les années 1930, d’aprés les travaux d’Edvard Ehlers (1863-1937)
et Henri-Alexandre Danlos (1844-1912). Il s’agit d’une anomalie des tissus conjonctifs
non-cartilagineux [194], affectant la matrice extracellulaire. Les anomalies moléculaires
responsables de cette maladie portent souvent sur les collagénes et les enzymes assurant
leur maturation. Les manifestations cliniques différent selon les types de syndrome, les
principales étant une hyper-mobilité articulaire, une hyper-élasticité de la peau et une
grande fragilité des tissus. Il n’y a pas de traitement connu actuellement, hormis des
traitements d’accompagnement. La forme classique du syndrome, qui sera exclusivement
discutée dans ce chapitre, est majoritairement due a des mutations du collagéne V, un

1. Une glycoprotéine est une protéine portant un ou plusieurs groupements oligosaccharides.
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collagéne fibrillaire présent en petite quantité dans les tissus affectés.

V.1.1 Pathologie : origine et manifestations
V.1.1.1 Types dA’EDS, symptoémes, prévalence...

Ce syndrome appartenant a un groupe hétérogéne de formes cliniques d’atteinte du
tissu conjonctif, en 1997 un groupe de chercheurs a proposé de les réduire a six types
majeurs :

EDS de type hyper-mobile (1 personne sur 10 & 15 000)
EDS de type classique (1 personne sur 20 a 50 000)
EDS de type vasculaire (1 personne sur 100 & 250 000)
EDS de type cypho-scoliotique (moins de 60 cas connus)
EDS de type arthro-chalasique (une trentaine de cas)
EDS de type dermato-sparaxique (une dizaine de cas).

La forme classique de cette maladie héréditaire est & transmission autosomique do-
minante? en ce qui concerne les génes de collagénes I et V mais pourrait étre récessive
dans le cas du géne de la ténascine X. En France, la prévalence est estimée a 1/5000
(tous types confondus) mais reste imprécise car il existe probablement de nombreux cas
infra-cliniques. Cette affection, sans prédisposition ethnique ou raciale, se place en terme
de nombre de patients comme la troisiéme pathologie génétique du tissu conjonctif. Au-
jourd’hui, il n’y a pas de traitement de la maladie et cette derniére nécessite une prise en
charge pluridisciplinaire adaptée a chaque type de syndrome.

L’EDS conduit a des symptémes variables suivant les types de syndrome :

e peau hyper-extensible et fragile
mauvaise cicatrisation (cicatrice atrophique)
hyper-mobilité et fragilité articulaire
peau douce et veloutée
hématomes nombreux et spontanés, sans troubles de la coagulation
vaisseaux sanguins facilement endommagés (surtout dans le cas de 'EDS vasculaire,
le plus séveére)

e rupture prématurée des membranes durant la grossesse

e problémes de vision.

Des douleurs chroniques trés invalidantes rythment le quotidien des malades des syn-
dromes d’Ehlers Danlos, avec parfois la survenue de crises de durée variable allant de
quelques jours a plusieurs mois. Les facultés de contorsions des sujets atteints sont telles
que, jadis, certains firent I'objet d’attraction dans les foires.

V.1.1.2 Causes

L’EDS illustre particuliérement bien 'imbrication des divers constituants matriciels au
service du maintien des propriétés tissulaires. Cette maladie a longtemps semblé résulter
d’anomalies génétiques portant sur les collagénes fibrillaires I et III, ou sur des enzymes
assurant la maturation des collagénes telles que la N-protéinase, qui est responsable du

2. Une maladie génétique est dite & transmission autosomique dominante lorsque l’alléle morbide
(version mutée du géne en cause) est porté par un chromosome non sexuel (ni X, ni Y) et que la présence
d’un seul alléle morbide est suffisante pour que la maladie s’exprime.
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clivage amino-terminal de ces collagénes, ou encore la lysyl-hydroxylase, garante de la
réticulation des collagénes (cf. 1.2.3.1). Cependant, en ce qui concerne la forme classique
de la maladie, il a été établi que des mutations affectant les génes du collagéne V (COL5A 1
et COL5A2) sont responsables de pratiquement 90% [195] des cas rapportés. Toutefois ce
type d’EDS peut effectivement, mais plus rarement, étre dii & des anomalies moléculaires
au niveau de la chaine oy du collagéne I [196].

Pour autant, si certaines pathologies génétiques matricielles comme 'ostéogenése im-
parfaite ou le syndrome de Marfan résultent de défauts qui touchent principalement une
seule molécule matricielle, en I'occurrence respectivement le collagéne T et la fibrilline
I3, il est désormais acquis que I'EDS n’est pas strictement lié & des mutations affectant
la synthése ou la maturation des collagénes, mais résulte de mutations siégeant sur des
génes de protéines différentes, qui donnent lieu a des symptomes cliniques proches. En
effet, des anomalies d’une protéine matricielle non collagénique, la ténascine X, sont a
'origine de quelques cas avérés d'EDS classique [197, 198, 199]. Le role de la ténascine
X dans la genése de 'EDS reste cependant encore a clarifier car les patients souffrent
également d’hyperplasie médullosurrenalienne congénitale® (syndrome de Cushing). De
plus, le phénotype différe légérement par rapport aux cas ou les collagénes I et V sont
impliqués, puisqu’il n’y a pas de cicatrices atrophiques et que les fibres de collagéne n’ont
pas l'aspect singulier en "chou-fleur", décrit pour les mutations sur le collagéne V [200].

A T’heure actuelle, les causes moléculaires de 'EDS classique ne sont pas encore toutes
élucidées et des expériences d’inactivation de génes chez la souris laissent présumer que
d’autres constituants matriciels (décorine, lumicane...) ou d’autres ligands du collagéne
V [201] pourraient étre en cause, élargissant ainsi le spectre des protéines impliquées dans
cette maladie.

Néanmoins, puisque le collagéne V demeure la principale cause avérée de ’'EDS clas-
sique, nous allons dans la suite étudier 'impact des mutations de génes codant pour sa
synthése sur le phénotype des lignées de souris génétiquement modifiées développées a
I'IGFL.

V.1.1.3 Le collagéne V

Deés 1994, des études de liaison génétique chez des patients atteints d’EDS ont permis
de mettre en évidence I'importance fonctionnelle du collagéne V, pourtant peu abondant
dans les tissus [202]. Depuis lors, de nombreuses mutations des génes du collagéne V
conduisant a des EDS ont été décrites. Celles-ci sont de nature variée (délétion d’exons,
mutation ponctuelle, translocation ...), et touchent principalement la triple hélice et le
carboxy-propeptide [203, 204, 205]. Les répercussions de ces mutations au niveau pro-
téique peuvent étre quantitatives (haplo-insuffisance® ou nombre de molécules diminué)
ou qualitatives (protéines anormales produisant un effet dominant négatif), sans que
puisse y étre associé un degré de gravité [206, 207|. Il existe trois chaines « de collagéne
V pouvant s’associer en au moins trois isoformes moléculaires différentes 208, 209, 210] :

— I'hétérotrimeére [y (V')]2a2(V) : la plus abondante et ubiquitaire, qui joue un role dé-

terminant dans la nucléation et le controle de la croissance des fibrilles de collagéne

3. Protéine impliquée dans les propriétés d’élasticité des tissus.
4. Déficit en cortisol et surproduction d’androgéne.
5. Un seul alléle "actif" est insuffisant pour maintenir une action normale du géne.
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hétérotypiques 1/V

— lisoforme a;(V)ay(V)as(V) : minoritaire, que I'on trouve principalement dans le

placenta

— I'homotrimeére [a; (V)] : présentant une distribution tissulaire restreinte.

Des mutations des génes Colbal, le plus fréquemment, et Col5a2, plus rarement,
codant la synthése des chaines a; et as du collagéne V, sont responsables d’un fort
pourcentage (~ 90%) des cas d’EDS classique [195, 211, 212|. Le géne Col5a3 codant
pour la chaine a3(V') a été plus récemment caractérisés (213, 214], sans que ses mutations
puissent étre reliées & un EDS.

Les biopsies apportent peu de renseignements sur la structure des tissus conjonctifs
atteints mais ont permis de montrer que, d’un point de vue ultrastructural, les fibrilles ap-
paraissent fusionnées, clairsemées et que leurs contours et leurs diameétres sont irréguliers
(fibres en "chou-fleur" dans le cas de la peau). Ce diamétre n’est pas systématiquement
accru alors que dans les tissus les fibrilles sont d’autant plus grosses que le collagéne V
est faiblement représenté [215]. En effet les fibrilles présentes dans les tissus conjonctifs
(peau, tendon, os ...) sont presque exclusivement composées de collagénes I, IIT et V et la
stoechiométrie de chacun de ces composants au sein d’'une méme fibrille a une incidence
directe sur son diameétre, qui, en retour, semble déterminer certaines propriétés tissulaires.
Par exemple, I’os, ot la solidité est requise, présente de larges fibrilles hétérotypiques I/V
(100—150 nm de diamétre moyen) dans lesquelles le collagéne V est largement minoritaire
(moins de 1%). A I'opposé dans la cornée, comportant les mémes types de collagéne (I/V)
mais ou 'on trouve prés de 25% de collagéne V| les fibrilles sont plus fines (25 — 30 nm
de diamétre moyen) et agencées de maniére trés réguliére, caractéristique cruciale pour la
transparence de ce tissu [216, 217, 218, 219|. Ainsi plusieurs études convergentes montrent
que le taux de collagéne V est un des facteurs responsables de la régulation du diamétre
des fibrilles hétérotypiques I/V, notamment grace a une particularité dans la maturation
de son extrémité amino-terminale. En effet, contrairement aux collagénes I et 111, le colla-
géne V, apres sécrétion dans 'ECM, conserve un large domaine globulaire amino-terminal
qui, par encombrement stérique, limite le dépot de molécules de collagéne I au sein des
fibres hétérotypiques 1/V [220, 208].

V.1.2 Modéles de souris génétiquement modifiées pN et K14-
COL5A1

La dérégulation de la structure collagénique de 'ECM est une caractéristique com-
mune des différents types d’EDS. Comme les anomalies du collagéne V restent a ce jour
la principale cause de cette affection, nous avons travaillé sur des modéles de souris pré-
sentant différentes modifications de I'expression des génes du collagéne V, conduisant a
différents phénotypes. Le but de la réalisation de ces lignées étant d’essayer de mieux
comprendre comment le collagéne V interagit avec les autres composants matriciels pour
déterminer les caractéristiques tissulaires.

La premiére lignée de souris génétiquement modifiées utilisée, appelée pN, est un
modéle de souris pour 'EDS [221, 222| qui présente une déficience pour le collagéne V.
Elle est porteuse d'une délétion sur la séquence codant I’amino-télopeptide de la chaine
as (V) (exon 6 du géne Col5a2) et présente des manifestations cutanées voisines de celles
observées dans 'EDS, notamment 'hyper-élasticité de la peau, sans pour autant que le

129



Chapitre V. Biomécanique sur peau de souris

phénotype observé en soit la réplique exacte (pas d’hyper-mobilité articulaire démontrée)
[222]|. L’analyse de P'ultrastructure des peaux de souris pN révéle le role spécifique des
isoformes du collagéne V [221, 223|. 1l apparait que les [a;(V)]3 ne contribuent pas a la
formation de fibrilles hétérotypiques I/V mais s’organisent en de fines structures fibril-
laires () ~ 5 — 10 nm), a la surface des fibrilles de collagéne I. La mutation nulle étant
trés rapidement létale pour les souris [221] (elles ne survivent pas au-dela de quelques
jours), seuls des mutants hétérozygotes seront étudiés ici. Quelques équipes, dont nos
collaborateurs de 'IGFL, s’attachent & étudier en profondeur les répercussions de cette
délétion sur la fibrillogenése.

La seconde lignée, appelée K14-COL5A1, a été récemment créée par nos collabora-
teurs a PIGFL [223]. C’est une lignée de souris transgéniques sur-exprimant I’homotrimeére
[a1(V)]3 humain (géne COL5A1) sous controle du promoteur de la kératine 14 (K14),
spécifique de I’épiderme. Ceci permet de produire I’homotrimére dans des cellules n’expri-
mant pas le géne Col5a2 dans le but d’induire une accumulation au niveau de la jonction
dermo-épidermique. Nos collaborateurs ont alors observés une augmentation de la densité
en petites fibrilles sous la membrane basale épidermique [223]. Cette sur-représentation
de I’homotrimére, normalement minoritaire, entraine des modifications structurales au
niveau de la jonction dermo-épidermique et provoque le changement de certaines proprié-
tés biomécaniques. Préalablement a ce projet, nos collaborateurs lyonnais ont réalisé des
expériences préliminaires, pour caractériser la réponse mécanique des peaux de souris, qui
semble indiquer, quoique les résultats ne soient pas significatifs, en statique, une relaxa-
tion plus lente du tissu, et en traction rapide (10%/min) une diminution de la rigidité
[223].

Attendu que le collagéne V est nécessaire a la fibrillogenése du collagéne I dans les
tissus ainsi que pour la structuration de 'ECM, ces différentes lignées de souris géné-
tiquement modifiées représentent des modéles inestimables pour 'étude de la relation
structure/fonction dans un tissu vivant, ainsi que pour la compréhension des modifica-
tions tissulaires pouvant découler d’une pathologie. Dans ce chapitre, nous allons étudier
le lien entre la modification du réseau de collagéne et I'altération des propriétés meé-
caniques de la peau dans le cadre de souris pN et K14-COL5A1 hétérozygotes (PCR
positives) et de souris sauvages (PCR négatives).

V.1.3 La peau

La peau est un organe composée d’environ 2000 milliards de cellules (chez 1'adulte)
formant plusieurs couches de tissus (figure V.1). Elle représente une surface d’environ 2 m?
sur une épaisseur de 1 & 4 mm et pése, chez 'humain, environ 5 kg. Elle est la premiére
barriére de protection (notamment contre les infections) de 'organisme et intervient aussi
dans les processus de régulation de la température corporelle. La peau est caractérisée
par une grande capacité de régénération et de cicatrisation et est résistante a la plupart
des infections tant que son intégrité physique et fonctionnelle est assurée. Par ailleurs,
elle joue un role de protection contre les rayons solaires, en particulier les ultraviolets,
notamment grace a la présence de mélanocytes.

La peau est composée de trois couches de tissus superposées : I’épiderme, le derme et
I’hypoderme et forme, avec ses annexes, le systéme tégumentaire.
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V.1. Le syndrome d’Ehlers-Danlos

K ératinocyte

FElastme

Glande sébacee
Ielanocyte

EPIDERME

DErME

HyPODERME

Y
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réseau de fibrilles

ST Folhicule pilenx

FIGURE V.1 — Structure de la peau : Couches superposées (épi-
derme, derme et hypoderme) ainsi que leurs principauz constiluants [source :
hitp ://www.cnrs.fr/cw/dossiers/doschim/decouv/peau/voir _chimie_ cosm.html].

L’épiderme - L’épiderme est la partie la plus superficielle de la peau, en contact avec
lextérieur. Il est composé de plusieurs couches (cornée, claire, granuleuse, épineuse...)
de cellules, la couche extérieure correspondant a des cellules mortes kératinisées qui sont
éliminées continuellement. L’épiderme n’est irrigué par aucun vaisseau sanguin et est
seulement alimenté en nutriments par diffusion depuis le derme. Il contient en revanche
de nombreuses terminaisons nerveuses. Il est composé de différents types de cellules for-
mant plusieurs couches : les kératinocytes (95%), produisant une variété de protéines
protectrices (la kératine), les mélanocytes, secrétant un pigment (la mélanine) a 1’origine
du bronzage et protégeant des effets pervers du soleil et enfin les cellules de Langerhans
ainsi que les lymphocytes qui interviennent dans les mécanismes immunitaires.

Le derme - Le derme est la seconde couche de la peau. Beaucoup plus épaisse que I’épi-
derme, c’est un tissu conjonctif formé de cellules (en particulier les fibroblastes), de fibres
de collagéne (principalement de type I et V) et de fibres élastiques (élastine). Celles-ci
baignent dans un liquide interstitiel contenant notamment des protéoglycanes. Contraire-
ment a I'épiderme, le derme est vascularisé. Grace a sa richesse en fibres élastiques et en
collagéne, le derme assure la résistance, 'extensibilité et I’élasticité de la peau. De plus le
collagéne joue un role crucial dans les processus cicatriciels. Une fine couche cutanée de
structure complexe, appelée jonction dermo-épidermique, sépare I’épiderme du derme et
assure la cohésion et les échanges entre ces deux tissus. Le derme est lui-méme constitué
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de deux couches différentes :

e la couche papillaire : fermement liée & la couche basale de 1’épiderme, présentant
de fines fibres de collagéne sans orientation particuliére et contenant les follicules
pileux et la majorité des fibroblastes

e la couche réticulaire : contenant un réseau dense de grosses fibres de collagéne et
de fibres élastiques, organisées en faisceaux relativement ordonnés.

Les différences de structure entre les deux parties du derme conduisent & différentes
propriétés mécaniques : la déformabilité pour le derme papillaire et la résistance pour le
derme réticulaire [224]. Les modifications structurales de 'ECM, qui peuvent étre dues
a une mutation génétique ou a une dérégulation d’expression de protéines spécifiques
(vieillissement, cancer, cicatrice atrophique ...), peuvent entrainer des modifications de
ces propriétés mécaniques délétéres pour le fonctionnement et le remodelage de la peau.

L’hypoderme et les annexes - L’hypoderme est la couche la plus profonde et la plus
épaisse de la peau. C’est une couche adipeuse, riche en vaisseaux sanguins, et rattachée
au derme par des fibres de collagéne et d’élastine, dans laquelle sont entreposés les adi-
pocytes qui fournissent des graisses a ’organisme lors d’un effort. Son role est d’amortir
les pressions auxquelles la peau est soumise, de protéger 'organisme des variations de
température et de donner a la peau sa capacité a se remodeler (paume de la main) ou
non (le talon).

Les annexes de la peau comprennent les follicule pileux, trés riches en kératine, les
glandes sudoripares, qui sécrétent la sueur, et les glandes sébacées, secrétant le sébum.

V.2 Dispositif expérimental

V.2.1 Manipulation des échantillons

Les expériences sont effectuées sur des peaux ex vivo fournies par 'IGFL et provenant
de souris C57/BI6, sauvages ou génétiquement modifiées (K14-COL5A1 et pN), sacrifiées
a 1 mois. Le tissu du dos® est prélevé en prenant soin de marquer I’axe antéro-postérieur
par un point d’encre au niveau de la patte antérieure droite (figure V.2.a-b). Les peaux
sont ensuite épilées (a la créme dépilatoire) et ’épiderme, noir, est retiré pour éviter de
perturber 'imagerie SHG. Les échantillons sont placés dans un milieu de culture (Dul-
becco’s modified eagle medium, PAA) contenant des antibiotiques et des antifongiques
(Pénicilline et streptomycine). Ils sont ensuite acheminés au LOB par courrier express
(DHL). Aprés réception, les milieux de cultures sont changés sous PSM en L2 de biolo-
gie cellulaire et les échantillons sont conservés a 6°C' jusqu’a leur utilisation, moins de
cinq jours aprés le sacrifice. En paralléle des expériences au LOB, des PCR sont faites
par nos collaborateurs & 'IGFL sur les souris sacrifiées pour déterminer leur génotype
(sauvages vs mutées). Les expériences au LOB sont donc faites "en aveugle" puisque 'on
ne connait le phénotype de I’échantillon qu’aprés sa manipulation. Sur ’ensemble des 31
échantillons K14-COL5A1, pN et sauvage (table V.1), 19 donnent des résultats probants,
7 ne permettent pas de conclure car leurs génotypes n’ont pu étre déterminés pour des

6. Nous avons aussi fait quelques essais sur la peau du ventre, mais les résultats sont plus difficiles &
interpréter puisque les propriétés mécaniques différent entre femelles et males.
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raisons expérimentales, et 5 sont infructueux pour des raisons expérimentales (soit des
problémes sur le dispositif de traction, soit un défaut d’imagerie).

Souris | K14-COL5A1 | sauvage | pN | Indéterminé
Nombre 10 11 3 7

TABLE V.1 — Bilan des échantillons étudiés : Les deux lignées étant ob-
tenues a partir de souris de méme fond génétique, les souris négatives corres-
pondent a la méme population contrile. Le génotype de certains échantillons pN
n’a pu étre déterminé pour des raisons expérimentales.
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FIGURE V.2 — Préparation d’un échantillon : (a) Echantillon avant la
découpe. Le point a l’encre au niwveau de la patte avant droite permetl de repérer
Paxe antéro-postérieur. (b) Schéma de la découpe selon une éprouvette. Cette
forme permet d’éviter les effets de bord ou une rupture au niveau des mors. (c)
Image de [’échantillon découpé et fixé sur le dispositif de traction. A ce stade
[’échantillon est légerement étiré, sans pour autant que la force mesurée dépasse

le bruit de mesure, pour défaire les plis en surface et obtenir la référence de
déformation (0%).

Pour chaque expérience, 1’échantillon est découpé selon une éprouvette (figure V.2.b),
selon la direction téte/queue, pour éviter les effets de bord liés a 'attache dans les mors.
Apreés quoi 'échantillon est solidement fixé entre deux mors (figure V.2.c). L’écartement
entre les mors est ensuite ajusté pour rendre ’échantillon horizontal sans toutefois obtenir
de force supérieure au bruit de mesure. Les dimensions de I’échantillon (longueur entre
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les mors, largeur et épaisseur) sont systématiquement mesurées au pied a coulisse avant
sa mise en place sous le microscope. Les dimensions typiques sont 15 x 10 x 1 mm?3.

V.2.2 Machine de traction

Les tests mécaniques sont effectués avec un dispositif de traction uniaxiale concu au
Laboratoire de Mécanique des Solides (LMS, Ecole Polytechnique), placé directement sous
le microscope SHG (figure V.3). Les objectifs utilisés sur le microscope étant a immersion,
un gel d’adaptation d’indice est utilisé pour faire le contact optique entre ’objectif et la
peau. L’utilisation d’eau n’étant pas pratique expérimentalement sur des peaux grasses,
nous utilisons du gel ophtalmique (Lacrigel, Furophta) présentant I'avantage d’avoir le
méme indice optique que 'eau.

Moteur

[

FI1GURE V.3 — Dispositif expérimental : La traction est effectuée directe-
ment sous le microscope SHG, le liquide d’immersion permettant a la fois le
contact optique et U'hydratation de la pour la durée de l’expérience. La trac-
tion est symétrique et les capteurs de force permettent de mesurer la réponse de
[’échantillon & la déformation imposée.

L’ajout de la goutte de gel déformant légérement la peau sous l'effet de son poids,
I’écartement des mors est ajusté pour éviter tout mouvement vertical de 1’échantillon.La
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position & laquelle ’échantillon ne bouge plus verticalement est prise comme référence (0%
de déformation). A noter qu’a ce stade la force mesurée ne dépasse pas le bruit de mesure.
Les capteurs utilisés autorisent & travailler sur une gamme de forces faibles (jusqu’a 9N)
avec une précision de 0,2% (soit 0,02 N). La vitesse de chargement est réglée a 0,01%/s
de la taille initiale de I’échantillon (longueur entre les mors), ce qui en pratique correspond
généralement a 0,002 mm/s. La traction est symétrique pour permettre d’imager la méme
portion de 'échantillon au cours de la déformation (figure V.3). Il subsiste toutefois une
légére dérive horizontale de la ROI lors de la traction. Une translation micrométrique de
la plateforme du microscope permet de corriger ces déplacements latéraux éventuels, en
se repérant sur les structures caractéristiques du tissu, afin d’imager toujours la méme
zone. Un déplacement axial de 'objectif permet quant a lui de corriger tout déplacement
vertical, particuliérement génant en début de traction lorsque, ’échantillon n’étant pas
encore tendu, le tissu suit les déplacements de I'objectif.

On effectue des pas de 5% de déformation, en 10 minutes environ, tout en mesurant la
force simultanément. A chaque palier, la traction est stoppée pour permettre I'imagerie
de I'échantillon (figure V.4.a). On poursuit expérience jusqu’a la rupture du tissu (typi-
quement entre 50% et 70%) qui se traduit par une diminution nette de la force mesurée,
alors méme que la traction continue. La figure V.4.a (en bleu) montre 1'allure typique
des courbes de force mesurées en fonction du temps de traction. Les fleches rouges cor-
respondent aux arréts pour l'imagerie durant lesquels le tissu relaxe, ce qui conduit a
une légére diminution de la force. Connaissant la taille initiale (ly) de I’échantillon et le
déplacement (Al) des moteurs, on en déduit 1’allongement relatif (Al/ly), ou déformation
machine, tandis que la force (F) et la section (S) de l'échantillon nous permettent de
calculer la contrainte nominale (F£'/S). On en déduit les courbes contraintes/déformation
classiques en biomécanique (figure V.4.b).
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FIGURE V.4 — Mesures mécaniques : (a) Courbe de force (bleu) et de dé-
placement nominal (vert) en fonction du temps. Les fleches rouges indiquent les
arréts de traction pour l'imagerie durant lesquels la force relaxe. (b) Courbe de

la contrainte nominale en fonction de Uallongement relatif du tissu. Echantillon
de peau de souris K14-COL5A1.
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V.2.3 Imagerie

[’échantillon est imagé a 860 nm avec une polarisation circulaire (e = 12%), pour ne
pas favoriser d’orientation. Le faisceau est focalisé par un objectif 20x, 0,95 NA offrant
un champ de vue relativement large (480 x 480 pm?). La puissance incidente est de
29+ 6 mW (en fonction de I'échantillon) et la fréquence d’acquisition de 100 kHz (10 s
par pixel). Le tissu étant épais et trés diffusant, 'acquisition est faite en épi-détection.
L’épaisseur des piles d’'images obtenues varie fortement suivant le degré de déformation
de I’échantillon. Avant la traction la profondeur de pénétration est typiquement autour
de 100 pm mais chute rapidement jusqu’a 40 um avant la rupture. Au vu de la résolution
de notre objectif (table I1.1), et pour limiter le temps d’exposition, la taille des voxels
utilisés est de 0,5 x 0,5 x 2 um. Dans ces conditions, I'acquisition d’une pile d’images
prend environ 5 minutes.

(a)

(c)

PEF

oy

SHG

FIGURE V.5 — Images des dermes papillaire et réticulaire : (a) Derme
papillaire d’une souris K14-COL5A1 a 20 um de profondeur. Champ de vue :
480 x 480 pm?. La 2PEF (en rouge) montre des débris d’épiderme en surface
et la kératine des poils restant apreés Uépilation. (b) et (c) Derme réticulaire
d’une souris pN a 166 um de profondeur. La 2PEF montre des cellules et des
fibres d’élastine. (d) Derme réticulaire d’une souris pN & 274 um de profondeur.
Champ de vue : 300 x 300 um?. Dans les deuz cas la SHG (en vert) dénote la
présence de collagéne fibrillaire, et il est patent que la structure du réseau différe
en fonction de la profondeur dans le derme.
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En pratique la durée totale d'une expérience est d’environ 3h, durant lesquelles I’échan-
tillon reste hydraté grace au liquide d’immersion. Ceci permet de considérer, raisonnable-
ment, le tissu comme ex vivo pendant toute la longueur de 'expérience. L'imagerie est
en générale faite sur le derme papillaire mais nous avons fait quelques essais sur le derme
réticulaire qui présente une structure plus complexe (figure V.5).

Des piles d’images sont ainsi obtenues séquentiellement, a chaque pas de déformation
(figure V.6), ou le réseau de collagéne apparait trés distinctement sur le canal SHG
(vert). On voit de plus des "trous" dans le tissu correspondant aux follicules pileux. Sur
le canal de 2PEF (rouge) on voit la kératine des follicules pileux (figure V.5.a) ainsi
que les cytoplasmes cellulaires, en particulier les restes d’épiderme pouvant subsister a la
surface du derme. A noter que dans le derme papillaire on voit trés peu de fibroblastes
ou d’¢lastine (visible en 2PEF), contrairement au derme réticulaire (figure V.5.¢).

Direction de traction
«—>

0% 10% 20%

SHG

30% 40% 50%

FIGURE V.6 — Images SHG a différents pas de déformation : Imagerie
du derme papillaire d’une peau de souris K14-COL5A1 a 20 um de profon-
deur. La légende indique [’élongation relative a chaque palier. Champ de vue :
480 x 480 pm?.

En comparant les images de 0% a 50% de déformation (figure V.6), on voit que le tissu
se réorganise au fur et & mesure de la traction. Dans I'idée d’étudier cette réorganisation
locale en fonction de la contrainte mécanique appliquée, nous avons développé une analyse
d’images spécifique permettant d’investiguer la microstructure du tissu.
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V.3 Analyse des images

Le but de 'analyse d’'image développée ci-aprés est de corréler la déformation macro-
scopique appliquée a la déformation microscopique, mesurée dans 1’échantillon directe-
ment durant la traction, et de quantifier le degré de réorganisation du réseau collagénique
pour objectiver les différences entre les réponses mécaniques des échantillons de souris
sauvages et génétiquement modifiées. Cette analyse requiert le suivi de la déformation
du tissu ainsi que la quantification de 'orientation des fibrilles de collagéne. Pour cela
différentes étapes sont nécessaires :

1. Tout d’abord les images sont rognées pour définir une ROI commune a tous les
pas de déformation. En particulier, I'observation du méme réseau de follicules &
différents degrés de déformation du tissu est cruciale pour I'analyse d’image décrite
ci-aprés. En outre on sélectionne, a chaque pas de déformation, une unique image
de la pile, correspondant approximativement a la méme section de I’échantillon

2. Dans un second temps, on mesure la déformation mécanique locale, en se basant sur
I’analyse du réseau de follicule pileux visible sur les images SHG, pour la corréler a
I’allongement relatif de ’échantillon

3. Enfin, on mesure 'orientation des fibrilles de collagénes pixel par pixel pour obtenir
une carte des orientations et définir des paramétres quantitatifs (index d’orientation
et entropie) caractérisant le degré d’organisation du tissu a chaque palier de défor-
mation. Ces paramétres sont alors moyennés sur 10 pum d’épaisseur (i.e. 6 images)
correspondant & la densité maximale de signal dans la pile d’images.

L’intégralité de cette analyse d’image est effectuée par un programme Matlab implé-
menté spécifiquement pour ce projet, & 'exception de l'algorithme d’analyse des orien-
tations qui a été développé par Petr Dokladal et Etienne Decenciére (CMM) et intégré
ensuite au programme principal.

V.3.1 Déformation des follicules pileux

La premiére analyse consiste a mesurer la déformation mécanique locale. En effet,
si I’échantillon glisse entre les mors, méme légérement, la valeur de 'allongement relatif
calculé précédemment est faussée et il n’est pas pertinent de la relier & la réorganisation du
réseau collagénique. De plus, les milieux biologiques étant intrinséquement hétérogénes, la
déformation appliquée pourrait ne pas étre transmise de maniére homogéne. Pour cela, les
méthodes usuelles consistent & utiliser un mouchetis ou une grille marquant la surface de
I’échantillon dont on va pouvoir suivre la déformation. Alternativement on peut déposer
des billes fluorescentes a la surface de ’échantillon et les imager lors de la traction, pour
mesurer le tenseur de déformation [225]. Dans notre cas, la présence des follicules pileux
bien visibles, sous forme de trous”, sur les images SHG (figure V.6) nous a permis de
directement travailler sur ce réseau de points. Cette méthode présente ’avantage d’étre
non-invasive puisqu’aucun marquage n’est nécessaire. Différentes étapes de traitement
d’images sont nécessaires pour segmenter ces objets sur les images SHG puis mesurer
leur déformation, & la fois & partir de la forme de chaque follicule et de I’évolution de leur
réseau.

7. Le signal 2PEF a l'intérieur des follicules (figure V.5.a) est da a la kératine résiduelle aprés épilation.
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V.3.1.1 Segmentation des follicules

Les images brutes (figure V.7.a) sont d’abord filtrées par un filtre médian (2 pixels de
rayon) pour s’affranchir de la majeure partie du bruit de fond poivre et sel et lisser les
fibrilles sans modifier significativement les images (figure V.7.b). Le contraste est ensuite
inversé ce qui fait apparaitre le collagéne en noir et les follicules en blanc (figure V.7.c). On
utilise ensuite une ouverture circulaire (cf. annexe D) sur 'image, permettant d’affiner le
filtrage des images tout en préservant les contour des follicules (figure V.7.d). Finalement
I'image est segmentée (figure V.7.e) en seuillant "brutalement" tous les pixels en dessous
de 250 (0 en dessous et 1 au-dessus) . Cette étape fait apparaitre distinctement le réseau
de follicules ce qui permet d’utiliser une détection de forme sur I'image (figure V.7.f).
On obtient ainsi pour chaque follicule un jeu de parameétres structuraux tels que aire,
le centre de masse, les grand (a) et petit (b) axes de ellipse équivalente ainsi que leurs
orientations.

FIGURE V.7 — Segmentation des follicules pileux : (a) Image initiale, (b)
Filtrage médian (2 pizels de rayon), (c¢) Inversion du contraste, (d) Résultat de
Pouwverture circulaire (élément structurant circulaire de 2 pizels de rayon), (e)
Seuillage de limage (valeur de seuil : 250) et (f) Détection des composantes
conneres dans 1'image. Taille de la ROI : 324,5 x 371,0 um?.

8. La valeur du seuil est choisie empiriquement et peut, en tout état de cause, varier légérement d’un
échantillon a un autre selon le niveau de signal.
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Les follicules détectés sont alors re-numérotés en fonction de la position de leur centre
de masse, dans le but de pouvoir suivre leur évolution & chaque palier de déformation.
On numérote préférentiellement les follicules suivant leur position selon 'axe X (direction
de traction) puisque ’éloignement résultant de la traction limite le nombre d’inversion
possible. Toutefois, pour des follicules trop proches® sur I’axe horizontal, on re-numérote
en fonction de la position selon Y. On obtient ainsi une carte du réseau de follicules avec
le méme index par follicule a chaque pas de déformation (figure V.8).

0 -
1
X
16 16

y

Direction
detraction

0% 10% 20%
-10 10 10
1 1 1
16 16 <16

30% 40% 50%

FIGURE V.8 — Images segmentées des follicules pileux : Palier de défor-
mation pour un échantillon de peau de souris K1/-COL5A1. Barre d’échelle :
50 pm.

V.3.1.2 Déformation des follicules

Pour chaque follicule ’ensemble des paramétres obtenus par la détection de forme
(figure V.9.a) permet de calculer Porientation du grand axe de lellipse (#) ainsi que
Dellipticité e du follicule (figure V.9.b) :

(—::1—é (V.1)

a
et ce & chaque pas de déformation.
En moyennant 19 § et € sur 'ensemble des follicules de 'image on obtient une premiére

9. Typiquement Az < 15 pixels.
10. Dans le cas de 0 il s’agit d’'une moyenne circulaire. En pratique, ’écart entre les angles extrémes
de la distribution (6,40 — Omin) n’excédant pas 90° les moyennes arithmétique et circulaire coincident.
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V.3. Analyse des images

(a)

FI1GURE V.9 — Déformation des follicules : (a) Détection de forme et ajus-
tement elliptique et (b) Petit et grand azes permettant de calculer 'orientation
(0) et Uellipticité (e =1 —b/a) du follicule considéré.

information sur le niveau de déformation des follicules dans le champ de vue et sur la
réponse locale de I’échantillon a la contrainte appliquée (figure V.10).
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5 20 =
= = 044
< 104
0.3
0- ]
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Allongement relatif (%) Allongement relatif (%)

FIGURE V.10 — Déformation moyenne des follicules pileux : Evolution
(a) de Uorientation et (b) de Uellipticité moyenne des follicules en fonction de
Uallongement relatif pour un échantillon de peau de souris K1/-COL5A1. Les
incertitudes correspondent a l’écart-type de la distribution des follicules a chaque
pas de déformation. La traction se fait dans la direction 0°.

V.3.1.3 Tenseur de déformation
Pour corréler plus précisément les déformations locale et globale on va maintenant

s’intéresser au tenseur des déformations du réseau de follicules.

Définition - Dans le cadre d’une étude en deux dimensions suivant les directions (Ox)
et (Oy), le champ de déplacement en chaque point est défini par deux composantes :

o = (1429 va

uy(z,y)
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Chapitre V. Biomécanique sur peau de souris

Sous 'action d’une contrainte mécanique, un corps subit une transformation géométrique
décrivant le changement entre I’état initial (u;), avant Papplication de la contrainte, et
'état final (uy), consécutif a son application :

ur=D:uy (V.3)

ot D est le tenseur des déformations. La transformation entre ces deux états se décompose
en 3 termes : une translation, une rotation et une déformation pure. Dans toute la suite
nous nous intéresserons uniquement a ce 3¢ terme pour décrire I’évolution mécanique du
tissu.

Dans le cas général, le tenseur de déformation pure (€) est la partie symétrique de D,
et décrit I'état de déformation locale résultant de contraintes appliquées.

e=-(D+D") (Vi4)

1
2
Le tenseur de déformation pures (€) est défini en tout point d’un solide, et donne accés
au champ de déformation [226]. Dans notre cas, au vu de la géométrie du dispositif de
traction, la déformation est calculée dans chaque plan (Oxy), ce qui fait que le tenseur
obtenu est une matrice 2 X 2, s’écrivant sous la forme :

Exz €
e=| " ¥ (V.5)
Eoy  Eyy
Les termes diagonaux décrivent la déformation surfacique correspondant & une modifi-
cation des dimensions d’un élément de surface par dilatation ou compression (figure V.11).
Ces variations de longueur se mesurent par des variations linéiques relatives (allongement

relatif) selon la direction considérée (e, et £, suivant les directions (Ox) et (Oy), res-
pectivement) 1.

/
< > AI>0 Al <0
| |
| — < |
y l :
1 —_—> <« |
L - |
X I — <« :
1 -_— -
Dilatation Compression
g.\'.'l[ > O g.\'.'l[ < O

FIGURE V.11 — Termes diagonaux du tenseur des déformations : Ceuzx-
ci indiquent ’allongement relatif (dilatation ou compression) dans la direction
considérée.

11. Dans le cas 1D la déformation selon (Ox) s’exprime comme l’allongement relatif €,, = 2 avec Al

lo
la variation de longueur de ’échantillon imposée par la traction et [y sa longueur initiale.
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V.3. Analyse des images

Dans 'approximation des petites déformations '? ces termes s’expriment sous la forme :

- Ou, 1 <8uw N 6uz> (V.6)

or 2\ ox ox

Les termes antidiagonaux décrivent quant a eux le cisaillement qui modifie les angles
définis par les arrétes des éléments de surface (figure V.12). Le tenseur étant symétrique
on a directement €., = &,y = f—y = 7. Toujours dans le cadre de 'approximation des

petites déformations :
1 (Ou, Ouy
o= 2 ( s %) (V.7)

L

FIGURE V.12 — Termes anti-diagonaux du tenseur des déformations :
Ceux-ci indiquent le cisaillement de [’échantillon.

Cisaillement

Par soucis de lisibilité, dans toute la suite de ce chapitre nous utiliserons le terme de
tenseur de déformation pour parler du tenseur €.

Cartes des déformations - En considérant ’ensemble du réseau de follicules de la
ROI soigneusement choisie, on peut calculer, a chaque palier, le tenseur de déformation
entre 1’état initial (0%) et I’état final (le palier considéré). Pour cela, on découpe I'image
initiale en triangles dont chaque sommet coincide avec un follicule (triangulation de De-
launay). Puis, pour un palier donné, on calcule les trois composantes de déformation
(€31, Eyy» Exy), associées & chaque triangle. Chacune des composantes (g;;) donne alors
une carte des déformations ou les sommets indiquent la position initiale (0%) des folli-
cules et ou la valeur ¢;; est codée en couleur. Ainsi, & chaque palier de déformation est
associé un triplet de cartes des déformations, donnant 1’allongement relatif selon x, selon
y et le cisaillement (figure V.13.b,c et d respectivement).

12. A noter que dans notre cas, la rupture se faisant vers 50% d’allongement relatif, cette approximation
devient rapidement incorrecte. Toutefois ces expressions restent exactes dans le cas plus général d’une
réponse homogéne.
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FIGURE V.13 — Carte du tenseur de déformation : (a) Images segmentées
des follicules, et (b), (c) et (d) Cartes des déformations des composantes €.,
Eyy €l gy respectivement. Le code couleur donne la valeur de la déformation e
pour chaque triangle. Echantillon de peaw de souris K14-COL5A1L.
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V.3. Analyse des images

Finalement la moyenne sur l’ensemble de I'image (i.e. 'ensemble des déformations
des triangles) donne la valeur moyenne de la déformation locale du tissu a chaque palier
(figure V.14).

2y 70+
(a) (b) 104
60 4
504 04
T 30+ .
W w’
20
220
104
0+ -30
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Allongement relatif (%) Allongement relatif (%)

FIGURE V.14 — Déformation des follicules pileux : (a) Allongement re-
latif selon l'aze de traction (e,.) et (b) Contraction selon laxe orthogonal a la
direction de traction (gy,). Echantillon de peau de souris K14-COLSAL.

V.3.2 Orientation des fibrilles de collagéne

L’autre information intéressante que ’'on peut obtenir de ces images est 'orientation
des fibrilles de collagéne et leur réorganisation au cours de la déformation du tissu. Pour
obtenir 'orientation des fibrilles de collagéne nous avons utilisé un algorithme développé
par le Centre de Morphologie Mathématiques (CMM, MINES ParisTech) de Fontaine-
bleau. Il est basé sur une ouverture linéaire permettant de reconstruire les fibrilles dans
une direction donnée. Si ’on fait tourner ’élément structurant, on reconstruit tour a tour
chaque orientation. En prenant le maximum du résultat de I'ouverture pour ’ensemble
des angles de I'élément structurant on détermine 'orientation locale du collagéne, pixel
par pixel.

A noter que l'analyse d’orientation décrite ici ne se restreint pas a cette application
spécifique sur la déformation des peaux de souris, mais permet a priori de quantifier
le degré d’organisation de n’importe quel tissu collagénique, voire d’étudier le degré de
pathologie d’un tissu. En effet la structure du collagéne étant étroitement liée & la bio-
mécanique des tissus, nombre de pathologies affectant la réponse fonctionnelle mécanique
des tissus sont reliées a un défaut de structuration du collagéne. Par exemple, cette mé-
thode a aussi été appliquée sur des coupes minces de col utérin, lors d’une étude annexe
faite en collaboration avec le Laboratoire de Physique des Interfaces et Couches Minces
(LPICM, Ecole Polytechnique), le but étant alors de caractériser, par des parameétres
d’orientation, le remodelage du tissu lors de cancer du col de 'utérus.

V.3.2.1 Ouverture linéaire

Les images sont d’abord pré-filtrées en utilisant un filtre moyenneur (a partir d’une
matrice de convolution 3 x 3 sous la forme M = 1/9.1). Cette étape permet de s’affranchir
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Chapitre V. Biomécanique sur peau de souris

de la majeure partie du bruit de fond sur les images. Les zones de bruit pouvant étre
exaltées par le filtre moyen seront ensuite supprimées par ’ouverture linéaire.

Une ouverture linéaire (cf. annexe D) est la succession d’une érosion et d’une dilatation
morphologique par une droite (élément structurant). Cet opérateur permet notamment
de rehausser des structures alignées avec ’élément structurant en éliminant le bruit et en
reconstruisant efficacement les contours de 'objet observé (figure V.15).

FIGURE V.15 — Ouverture linéaire :(a) Image brute d’une fibrille de
collagéne et (b) Images lissées aprés ouwverture linéaire (taille de la ROI :
7,92 x 7,92 pm?). (c) et (d) Zoom sur la fibrille et valeurs des pizels en ni-
veauz de gris (taille de la ROI : 1,92 x 1,68 um?).

On voit ainsi que I'ouverture permet de lisser 'image tout en rehaussant visiblement les
structures fibrillaires que ’on cherche a détecter dans I'image.

V.3.2.2 Rotation de I’élément structurant

L’orientation de I’élément structurant utilisé est alors cruciale pour le lissage des
structures dans I'image. Ainsi, une fibrille dans la direction de I’élément structurant sera
efficacement reconstruite par 'ouverture morphologique alors qu’une fibrille orthogonale
a I'élément structurant peut étre totalement effacée (figure V.16).
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V.3. Analyse des images

FIGURE V.16 — Ouverture linéaire pour deux orientations d’élément
structurant :(a) Image brute ot deux fibrilles de collagéne se croisent, (b)
et (¢) Ouverture linéaire avec un élément structurant orienté a —33° et 75°
respectivement. Taille de la ROI : 9,12 x 9,12 um?.

L’analyse de l'orientation développée par le CMM est fondée sur cette propriété. En
faisant tourner 1’élément structurant il est alors possible de reconstruire successivement
toutes les orientations dans I'image. A partir d’'une image de 1’échantillon on crée une série
d’images, chacune correspondant a I'ouverture linéaire pour un angle donné. Il reste alors
a synthétiser 'ensemble de ces images en ne conservant, pour chaque angle de I’élément
structurant que les fibrilles qui sont bien reconstruites. Pour se faire, comme le rehaus-
sement des fibrilles est d’autant plus efficace que I’élément structurant est aligné avec la
fibrille, on prend, en chaque pixel, le maximum des valeurs prises pour chaque orienta-
tion (figure V.19). La valeur d’angle réalisant ce maximum correspond a la direction de
I’élément structurant reconstruisant le mieux 'orientation locale, c’est-a-dire ’angle de

la fibrille.

V.3.2.3 Orientation locale

L’orientation étant ainsi obtenue pixel par pixel, on peut mesurer ’histogramme des
orientations donnant acces a la distribution angulaire du collagéne dans I’échantillon. Pour
ce faire, 'algorithme a d’abord été calibré sur une mire, dans le but de valider ’analyse
d’orientation et d’en observer les limites (figure V.17). A noter que les histogrammes
présentent un fond continu non nul (figure V.17.d). Ceci est da au fait qu’ici la taille
de I’élément structurant utilisé est adaptée pour traiter les images de peau de souris.
Dans ce cas au centre de la mire les rayons ne sont pas résolus et ’algorithme détecte
des orientations erronées. En pratique pour les images des tissus cela indique que de
petites structures, et notamment des agglomérats de fibrilles peuvent induire un biais dans
nos mesures. Cependant 'usage d’un élément structurant plus petit limite la précision
angulaire accessible, c¢’est pourquoi sa longueur (21 pixels dans notre cas) a été optimisé
pour permettre un compromis entre résolution angulaire et qualité du lissage.
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FIGURE V.17 — Détection de ’orientation locale sur une mire : (a) Image
d’une mire, (b) Rehaussement des orientations par ouverture linéaire tournante,
(c) Carte des orientations, (d) et (e) Histogrammes des orientations en barres
et en polaires.

En partant de I'image initiale et en effectuant une ouverture linéaire selon un élément
structurant tournant, on obtient alors une image présentant les structures fibrillaires
rehaussées et une carte des orientations pixel par pixel (figure V.19.c et d). Enfin, en
observant la distribution des orientations locales (par pixel) sur I'ensemble de la ROI on
en déduit I'histogramme normalisé des orientations (figure V.18) dans le champ de vue.

(a), (b)
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FIGURE V.18 — Histogrammes des orientations : Diagrammes (a) en barre
et (b) en polaire, pour un échantillon de peau de souris K14-COL5A1. La dis-
tribution est normalisée par sa valeur mazximale.
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(a)
Image
d’origine
Ouverture linéaire :
i en faisant tourner I'élément
(b) 20°:| S— structurant
10° —— —
0°
Pile
d’images

Maximum (en A H
chaque pixel) - Angle réalisant

Q % ce maximum
© S d S

&

Carte des orientations

Image rehaussée

FIGURE V.19 — Orientation de fibrilles de collagéne : (a) Image initiale,
(b) Formation d’une pile d’images, chacune correspondant & une orientation de
[’élément structurant. On calcule ensuite, pour chaque pizel, sa valeur mazimale
dans la pile précédente et l'angle de [’élément structurant réalisant ce maximum.
(¢) Image rehaussée des fibrilles, obtenue a partir du mazimum en chaque pizel
et (d) Carte d’orientation obtenue & partir de 'angle réalisant ce mazimum.
L orientation en chaque pizel est donnée par le code couleur. Echantillon de
peau de souris K14-COL5AL.
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V.3.2.4 Index d’orientation et entropie

Les cartes d’orientations permettent de calculer la fréquence d’occurrence normalisé
(1(0)) de 'angle 0 pixel par pixel, et d’obtenir I'orientation principale dans le champ de
vue (6,,). A partir des cartes d’orientations on définit deux autres paramétres permettant
de quantifier le degré d’organisation du collagéne. Le premier, 'index d’organisation (OI),
indique la fraction de fibrilles paralléles a la direction considérée :

90°
[ I(z)cos*(xz — 0)dx
o1(9) = |2 | — 1| .100 (V.8)
[ I(z)dx
7900

Dans le cas d’une distribution isotrope de fibrilles, OI(#) = 0, V6. Dans le cas ou toutes
les fibrilles sont orientées selon la direction « :

OI(f) = (2cos*(a — 0) — 1) .100 (V.9)

En particulier Of(«) = 100% et OI(a + 90°) = —100%. Dans toute la suite on calculera
I'index d’orientation maximal (OI(6,,)) qui permet d’avoir accés a une information sur
le degré d’alignement dans la direction majoritaire. A noter que 1'on ne considére pas
dans ce cas l'existence potentielle d’autres directions significatives. C’est pourquoi on

définit aussi 'entropie statistique (.S), qui permet de déterminer le degré d’organisation
des fibrilles :

S=— > p0)n[p©®) (V.10)
p(0) = %{i (V.11)
R

est la probabilité pour une fibrille de se trouver dans la direction 6. Bien que plus difficile
a interpréter, 'entropie présente l'avantage de ne pas favoriser de direction. Ainsi un
échantillon présentant deux orientations majoritaires sera plus organisé, et aura donc une
entropie plus basse, qu’un échantillon isotrope.

V.4 Reésultats et discussion

Maintenant que nous avons mis en place et caractérisé les outils utilisés, nous allons
étudier la réponse mécanique du tissu a une traction controlée ainsi que la réorganisation

du collagéne concomitante, dans le cas de peaux de souris sauvages et modéles pour
IEDS.

V.4.1 Déformation du tissu
V.4.1.1 Reéorganisation des follicules

L’analyse de la déformation du réseau folliculaire (figure V.10) montre que la réorga-
nisation semble se faire en deux phases. Dans un premier temps, ’angle moyen tend vers
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4° (dans ce cas) et 'écart-type de la distribution décroit drastiquement, ce qui montre
que les follicules tendent a s’aligner progressivement dans la direction de traction. Dans
un second temps, une fois les follicules alignés, 'ellipticité moyenne des follicules croit
indiquant, en paralléle de leur réorientation, un allongement des follicules pileux qui de-
viennent de plus en plus elliptiques au fur et & mesure que le tissu se déforme. En outre,
la légére diminution de ellipticité jusqu’a 15% semble indiquer que les follicules se re-
circularisent avant de s’étirer dans la direction de traction.

V.4.1.2 Déformation locale

En paralléle, étude des cartes de déformation (figure V.13) montre que la déforma-
tion selon I’axe de traction (g,,) croit linéairement avec 'allongement relatif (d) imposé
par la machine, tandis que la composante (e,,) décroit, indiquant, comme attendu, une
contraction du tissu selon 1'axe (Oy). Il est alors possible de relier ces deux déformations
en effectuant un ajustement linéaire (figure V.20) de ¢;; sous la forme :

et ce pour chaque échantillon (table V.2). Ainsi, on voit apparaitre le lien entre les
déformations micro- et macroscopiques puisque £,,(d) représente la déformation locale,
calculée sur I'image, et d la déformation globale, appliquée & I’échantillon.

a) 70- b
(a) 70, ®) i
60+ | £
L]
1 ]
504 od - * 1
= 40 ) E
e | 2 -104
z 304 =
W 4 w
20—_ 204 1
10—_ .
0 r T r T r T r T r T S =30 T T T T T T T T T T
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Allongement relatif (%) Allongement relatif (%6)

FIGURE V.20 — Moyenne de la déformation locale : Ajustement linéaire
des composantes (a) €44 €t (b) €,y du tenseur de déformation en fonction de la
déformation appliquée, pour un échantillon de peau de souris K14-COL5AI.

Tout d’abord la valeur de déformation initiale dans la direction de traction e,,0 ~ 0
indique qu’il n’y a pas de dépliement de 1’échantillon en début de traction ce qui valide
notre choix du zéro de déformation. De plus, pour &,,, on obtient un coefficient direc-
teur A,, =~ 1 indiquant que I’échantillon ne glisse pas entre les mors et donc que la
force appliquée est intégralement transmise a ’échantillon. Enfin ce coefficient directeur
unitaire montre que la réponse du tissu est homogéne & I’échelle locale, tant pour les
souris sauvages que pour les mutantes (pN et K14-COL5A1), en accord avec les cartes
de déformations (figure V.13) qui donnent des valeurs relativement constantes.
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. Exaz Eyy
Type Souris E— ‘ AL ‘ 2 " ‘ A, ‘ R?
92- 0+0,01 1,0+0,1 0,89 0,46 +0,03 | —1,46+0,07 | 0,99
93- —0,11+0,02 0,78 +0,06 | 0,94 0,06 + 0,02 —-0,94+0,06 | 0,96
WT5 —0,025+£0,008 | 1,04 £0,03 | 0,99 0,42 +0,03 | —0,974+0,08 | 0,97
Sauvage WT6 —0,09+0,01 0,894+0,04 | 0,98 0,39+ 0,09 —-0,9+0,3 0,75
21- —0,03+0,01 1,17+0,04 | 0,99 0,54+ 0,04 —-1,8+£0,1 0,98
22- —0,0154+0,004 | 1,11 £0,02 | 0,99 0,32+0,01 | —1,334+0,05 | 0,99
25- 0,023 £+ 0,008 0,9+0,02 | 0,99 0,48+ 0,03 | —0,924+0,07 | 0,96
26- 0+0,02 0,7+0,1 0,88 0.22 +0.02 —1.6£0.1 0.98
Moyenne —0,031 0,95 0,36 -1,2
40, 002 +0, 06 +0, 06 40,1
91+ 0+0,02 1,06 £0,04 | 0,99 || 0,27 +0,004 | —0,90+ 0,01 | 0,99
94+ 0+0,01 1,14+0,2 0,85 0,32+0,03 -1,2+0,1 0,97
24+ —0,018+0,006 | 0,85+0,02 | 0,99 0,28 +0,03 | —0,714+0,09 | 0,94
K14- 29+ 0,02+0,02 0,98 +0,06 | 0,97 0,47 + 0,06 —-1,5+0,2 0,94
COL5A1 30+ 0+0,01 1,11£0,04 | 0,99 0,40 + 0,04 —-1,2+£0,1 0,96
32+ 0,02 4+ 0,009 1,06 £0,03 | 0,99 0,36 0,02 | —0,894+0,05 | 0,99
37+ 0+0,01 1,29+0,06 | 0,99 0,3+0,01 —0,88+0,05 | 0,99
38+ 0,051 +0,006 | 1,14+0,02 | 0,99 0,42+ 0,04 -1,1+£0,1 0,95
39+ —0,05+0,01 1,53 +0,07 | 0,99 0,36 + 0,06 —-0,9+0,2 0,87
Moyenne 0 1,12 0,35 —1,03
40,01 +0, 06 40,02 40,08

TABLE V.2 — Bilan des déformations pour I’ensemble des souris étu-
diées : Paramétres des ajustements linéaires de €, et €y, en fonction de la
déformation appliquée, pour l’ensemble des échantillons étudiés.

A T'opposé, I'évolution de ¢, se fait avec un coefficient directeur A,, ~ —1, ce qui
dénote que la contraction dans I’axe orthogonal & la traction suit la déformation machine.
Toutefois cette composante est moins reproductible et est plus complexe a interpréter.
En effet, dans le cas de matériaux élastiques isotropes, en supposant que le volume est
conservé lors de la traction, on s’attend a trouver, aux petites déformations '?, une pente
A,y = —0,5. La valeur expérimentale obtenue, sensiblement plus élevée, s’explique proba-
blement par une diminution de la section de ’échantillon, et notamment de son épaisseur,
consécutive a une sortie d’eau lors de la traction. Enfin, la montée initiale est intrigante
et semble difficile & expliquer sans un modéle avancé du tissu. On peut envisager que
I'ajout de la goutte de gel induise un gonflement de la peau au début de 'expérience, ou
que les premiers paliers de déformations lissent les éventuelles plis de la peau.

V.4.2 Réorganisation du collagéne

Pour ce qui est de l'orientation des fibrilles et de la réorganisation du réseau, on
acquiert une pile d’'images a chaque palier de déformation & partir desquelles on peut
calculer la carte des orientations, pixel par pixel, permettant d’obtenir un histogramme
(normalisé) des orientations (figure V.21).

13. En pratique cette approximation est rapidement dépassée dans nos expériences. Toutefois, 1’effet
des grandes déformations tend plutot & diminuer la contraction orthogonale et donc la pente de €.
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0.8

0.6

0.4

0.2

Direction de traction

FIGURE V.21 — Réorganisation du réseau collagénique lors de la trac-
tion : Images, cartes et histogrammes des orientations & chaque pas de défor-
mation (0% - 50%) pour un échantillon de peau de souris K14-COL5A1.
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Chapitre V. Biomécanique sur peau de souris

On voit qu’en partant d'une distribution relativement isotrope, avec un léger pic
dominant (autour de 50°, en vert sur le code couleur, pour ’échantillon de la figure V.21),
le réseau collagénique se réorganise au cours de la déformation pour donner un pic a 0°
(dans la direction de traction) avec une distribution relativement peu dispersée. Ceci est
encore plus visible sur la figure V.22 montrant les histogrammes des orientations a 0, 15,

30 et 45% d’allongement relatif.

0%

1.0 4

0.8 1

0.6 1

0.4 4

-SIOI-6IOI-£|10I-2|0I (I) I 2|0 I 4|0 I 6IO I SIO Il(I)O

Angle (°)
FIGURE V.22 — Distributions des orientations : Histogrammes, normalisé,
des orientations pour différents degrés de déformations (0%, 15%, 30% et 45%)
jusqu’a la rupture de U'échantillon (vers 54%). FEchantillon de peau de souris

K1/-COL5AL1.

En pratique pour chaque palier de déformation, on calcule la distribution d’orientation
sur une "tranche" de 10 pm d’épaisseur et on en déduit 'orientation moyenne des fibrilles
de collagéne dans cette ROI. Comme attendu, la figure V.23 montre que les fibrilles
tendent a s’aligner dans la direction de traction au fur et & mesure de la déformation.

50 4

Angle principal (0 )

10 20 30 40 50
Allongement relatif (%)

FIGURE V.23 — Angle principal de la distribution : A chaque palier de
déformation on calcul angle moyen de la distribution des fibrilles de collagéne

sur 10 pm d’épaisseur.

154



V.4. Résultats et discussion

A chaque palier on peut alors calculer I'index d’orientation dans la direction principale
(OI(0,,)) et 'entropie moyenne sur la pile d’images et observer I’évolution de 'organisa-
tion du collageéne en fonction de l'allongement relatif (figure V.24).
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R
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= 22
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O 154 5 2.92-
10 2.004

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

Allongement relatif (%) Allongement relatif (%)

FIGURE V.24 — Index d’orientation et entropie : (a) Index dans la direc-

tion principale (O1(0,4.)) et (b) Entropie moyenne en fonction de l’allongement
relatif pour un échantillon de peau de souris K14/-COL5A1.

On voit alors que 'Ol augmente lors de la traction indiquant que de plus en plus de
fibrilles de collagéne sont alignées dans la direction de traction. Dans le méme temps,
comme attendu, I’entropie diminue puisque le tissu est de plus en plus ordonné. La par-
tie linéaire des courbes d’index d’orientation et d’entropie, fonction de la déformation

appliquée (figure V.25), nous fournit alors une information sur la capacité du tissu a se
réorganiser sous l'effet d’une déformation mécanique.
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FIGURE V.25 — Pente de 'index d’orientation et de I’entropie : Ajus-

tement linéaire de (a) lindex d’orientation et (b) Uentropie, en fonction de l’al-
longement relatif.
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En effectuant un ajustement linéaire, pour chacune de ces courbes, on obtient un
paramétre quantitatif (le coefficient directeur) permettant de comparer objectivement
différents échantillons (table V.3).

y(x) =a+bx (V.13)
Type Souris o1 . S -

O, | boy | R 5, b, R

92- -3+2 85+4 | 0,98 || 3,471 £+ 0,009 —0,45+ 0,03 0,98

93- 8,2+0,8 88+3 | 0,94 || 3,424 + 0,005 —0,51+0,02 0,99

WT5 —5+2 62+5 | 0,96 3,04 +0,01 —0,25+0,03 0,93

Sauvage WT6 15,7+0,9 | 47+2 | 0,99 || 3,008 4+ 0,008 —-0,36 +0,02 0,99

21- —4,9+0,9 | 90+3 | 0,99 || 3,066+ 0,008 —0,43+0,02 0,98

22- 4,8+0,7 82+3 | 0,99 || 3,015+ 0,004 —-0,37+0,02 0,99

25- -3,1£0,5 | 601 | 0,99 || 3,051+ 0,008 —0,28 £0,02 0,97

26- 8,8+0,8 75+3 10,99 || 3,004+ 0,005 —0,44+0,02 0,98
Moyenne 3 74 3,13 -0, 38
+3 +6 +0,07 40,03

91+ 13,5+0,5 | 52+1 | 0,99 || 3,384 +0,007 | —0,277 40,008 | 0,99

94+ 441 82+3 ] 0,99 || 3,452+ 0,007 —0,49+ 0,02 0,99

24+ 7,2+0,8 58 +2 | 0,98 3,04 +0,01 —0,38+0,03 0,96

29+ 0+3 64+9 | 0,89 3,03 +0,01 —0,26 £ 0,05 0,84

K14- 30+ —1,1£0,8 | 57+2 | 0,99 || 3,038 +0,004 | —0,247 £+ 0,009 | 0,99

COL5A1 32+ —4,440,03 | 64+1 | 0,99 || 3,033+0,004 —-0,22+0,01 0,99

37+ 0,8+0,5 63+2 | 0,99 || 3,025+ 0,007 —0,26+0,02 0,96

38+ -7,3+1 67+1 ] 0,98 0,42 + 0,006 —-0,31+0,01 0,99

39+ 7,9+0,9 304 | 0,86 || 2,986 + 0,003 —0,08 £0,02 0,77
Moyenne 2 60 3,12 —0,28
+2 +5 +0, 06 40,04

TABLE V.3 — Bilan des réorientations pour 1’ensemble des souris étu-
diées : Ajustements linéaires de l'index d’orientation (OI) et Uentropie (S) en
fonction de lallongement relatif, pour ’ensemble des échantillons étudiés.

V.4.3 Réponse mécanique

Dans le cas de tissus biologiques tels que la peau, le modéle classique de réponse est
celui d’un milieu visco-élastique. Les courbes contrainte-déplacement ont alors le profil
typique de la figure V.26.

Dans le cas de la peau, les fibrilles de collagéne sont assimilées a des tiges rigides
qui baignent dans un milieu interstitiel. La courbe de contrainte présente 4 parties dis-
tinctes (228, 227, 41] : un plateau a 0 aux faibles déformations (dépliement), un pied de
courbe, une partie linéaire et un plateau final, dénotant le début de la rupture. Le plateau
correspondant aux faibles déformations en début de courbe (dépliement) est interprété
comme le fait que les ondulations macroscopiques du tissu sont lissées sous 'effet de la
déformation appliquée, sans augmentation significative de la force. Le pied de courbe

156



V.4. Résultats et discussion
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FIGURE V.26 — Modéle de courbe contrainte/déformation pour la
peau : La premiére partie correspond au dépliement des ondulations macrosco-
piques, la seconde a 'alignement des fibrilles, la troisieéme a la réponse interne
des fibrilles suite a la traction et la quatriéme & la rupture du tissu. [adapté de

Xu et coll. [227]].

correspond au moment ou les fibrilles s’alignent en réponse a la force appliquée. Ce n’est
que lorsque les fibrilles sont alignées dans la direction de traction, que ’on commence a
tirer dessus. Comme elles sont rigides 4, la réponse en force croit alors linéairement avec
la déformation appliquée. Enfin la courbe de contrainte finit par saturer, dénotant un
glissement des fibrilles les unes par rapport aux autres jusqu’a atteindre la rupture du
tissu.

La figure V.27 montre que la courbe contrainte/déformation mesurée sur nos échan-
tillons suit bien le modéle théorique. On voit de plus, ici dans le cas de peaux de souris
génétiquement modifiées, que la courbe d’orientation des fibrilles de collagéne est trés
bien corrélée a la montée en force. A noter que le résultat est le méme dans le cas des
souris controles.

Ceci confirme que le pied de courbe correspond bien & une réorganisation macrosco-
pique du tissu, gommant les éventuels plis de la peau et ou 'organisation locale des fibrilles
ne varie pas sensiblement. Au contraire, dans la partie linéaire, les fibrilles s’alignent gra-
duellement. Ceci semble indiquer que la partie linéaire correspond non pas a la réponse
en force des fibrilles alignées mais & une réponse plus globale du tissu ot de plus en plus

14. Principalement grace a la structure hiérarchique et aux cross-links
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FIGURE V.27 — Correlation entre la contrainte et la réorganisation du
collagéne : On observe qu’au fur et a mesure que le tissu se déforme, le degré
d’organisation local des fibrilles de collagéne suit trés précisément la contrainte
locale. Echantillon de peau de souris K14-COL5A1L.

de fibrilles de collagéne sont alignées et ainsi contribuent a la réponse mécanique du tissu.

V.4.4 Différences entre souris mutantes et controles

Nous allons maintenant comparer les différences de comportement mécanique entre
les souris K14-COLbA1 et les souris sauvages. Nous ne discuterons pas ici du modéle de
souris pN par manque de statistique (seulement deux échantillons positifs).

Comme nous 'avons vu précédemment, 'étude des cartes de déformation montre
que la traction se fait sans glissement et que les échantillons, tant mutants que controles,
répondent de facon relativement homogéne, indiquant que la force imposée est bien trans-
mise uniformément & l'ensemble de I’échantillon. En calculant la pente de la courbe
d’évolution de I'index d’orientation et de l'entropie, en fonction de la déformation ap-
pliquée, nous pouvons alors quantifier la réponse du réseau collagénique a la déformation
imposée. Ce paramétre nous renseigne sur la capacité du tissu & se réorganiser pour ré-
pondre a des contraintes et sonde la propriété d’élasticité du tissu considéré. De maniére
similaire, la pente de la partie linéaire de la courbe contrainte/déplacement (module li-
néaire ') caractérise la raideur du tissu. En mesurant la réponse moyenne sur les deux

15. Le module linéaire ou module tangent correspond & une généralisation du module d’Young pour
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types d’échantillons considérés, il est alors possible de comparer les comportements des
deux populations (figure V.28).

7/ Sauvage
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FiGURE V.28 — Index d’orientation, entropie et réponse mécanique
des tissus : Statistique sur les paramétres d’organisation entre les tissus souris
controles (rouge, 9 échantillons) et mutantes (vert, 9 échantillons). On observe
des différences significatives entre les deuxr populations tant pour I’OI que pour
l’entropie. On voit de plus que la force augmente plus rapidement chez les sou-
ris mutantes que chez les souris controles. Les étoiles indiquent des différences
significatives (* : p-value < 1% et ** : p-value < 0.1%)

Il apparait que les deux types d’échantillons, contrdles et génétiquement modifiés,
présentent des réponses statistiquement différentes, tant pour 'Ol et ’entropie, que pour
le module linéaire. En moyenne, la réorganisation des fibrilles de collagéne est plus im-
portante dans les échantillons controles que dans les mutants (tant en terme d’index
d’orientation qu’en terme d’entropie) alors que la contrainte croit plus rapidement sur les
échantillons génétiquement modifiés que sur les controles. Ainsi les mesures de force et
d’organisation sont bien concordantes, puisque la force monte d’autant plus rapidement
que le tissu a des difficultés & se réorganiser, et montrent une rigidité plus élevée des
peaux de souris génétiquement modifiées K14-COL5SA1 due a une surexpression du colla-
géne V dans ce type d’échantillons. A noter que les premiéres expériences de mécanique
faites par nos collaborateurs lyonnais, indiquait plutdt une diminution de la rigidité du
tissu, bien que non-significative [223]. Cela est probablement di a la différence de vitesse
de chargement utilisée, 20 fois plus faible dans notre cas. En effet, a trés faible vitesse
de chargement le comportement de ’échantillon est principalement guidé par les effets
statiques, a savoir une faible relaxation du tissu.

des déformations non-négligeables.
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En outre ceci semble indiquer, conformément aux considérations du paragraphe pré-
cédent, que la réponse mécanique de ces échantillons ne peut s’expliquer par un modéle
considérant uniquement les fibrilles de collagéne. En effet, dans ce modéle (figure V.26)
si le réseau collagénique se réorganise moins, il y a moins de fibrilles alignées dans la
direction de traction, ce qui devrait se traduire par une contrainte plus faible. Or nous
observons I’évolution inverse, a savoir que la force croit d’autant plus vite que le réseau
se réorganise difficilement. Il semble alors nécessaire de prendre en compte 'impact du
milieu interstitiel sur la réponse de 'ECM. En effet un liquide interstitiel plus visqueux
pourrait expliquer un faible réarrangement des fibrilles concomitant & une rapide montée
de la force. Comme nous I'avons vu (cf. V.1.2), les souris K14-COL5A1 présentent une
sur-représentation de ’homotrimére [y (V)]3 qui s’organise sous forme de petites fibrilles
() ~ 10 nm) de collagéne V au niveau de la jonction dermo-épidermique [223]. La dif-
fusion de ces fibrilles dans I’épaisseur du derme pourrait expliquer une augmentation de
viscosité de la matrice. Toutefois des investigations supplémentaires seront nécessaires
pour démontrer cette hausse de viscosité et, le cas échéant, la relier a une éventuelle
présence de fibrilles de collagéne V dans le derme papillaire. Enfin, la comparaison de ces
résultats avec les comportements observés sur les souris pN semble prometteuse dans la
mesure ou ces derniéres présentent une ECM organisées différemment (plus de fibrilles et
moins de protéoglycanes).

V.4.5 Conclusion et perspectives

Ces résultats valident notre technique comme moyen de corréler la déformation macro-
scopique et la réponse microscopique du tissu. En effet, le dispositif expérimental utilisé
permet de bien corréler les déformations locale et globale. L’analyse des orientations des
fibrilles de collagéne dans le champ de vue nous a, de plus, permis de relier la réorgani-
sation du réseau collagénique a ’allongement imposé au tissu. Ce protocole synergique
(IGFL, LMS, LOB) a été validé sur ’étude de lignées de souris génétiquement modifiées,
présentant une hyperraideur tissulaire, et a permis de mettre en exergue le role majeur
joué par le collagéne V, pourtant largement minoritaire, dans les propriétés mécaniques de
la peau. Enfin cette relation multi-échelle devrait permettre une meilleure compréhension
du lien entre la structure microscopique du tissu et sa fonction macroscopique.

Cependant de nombreuses autres études seront nécessaires pour complétement élucider
le lien entre microstructure et réponse mécanique des échantillons. D’'un point de vue
optique, l'utilisation de SHG résolue en polarisation permettrait de sonder I’organisation
du collagéne dans I'échantillon y compris a 1’échelle sub-fibrillaire. D’un point de vue
mécanique, des études de relaxation permettraient d’observer la capacité d’un tissu a
se réorganiser sous l'effet d’une déformation fixe et ainsi de quantifier I’élasticité ou la
viscosité du tissu. Un autre type d’expériences fondées sur 'utilisation de cycles limites,
consistant a préconditionner le tissu par une série de traction/relachement, permettraient
quant & elles d’étudier la fatigue du tissu et peut-étre d’expliquer la fragilité des peaux
dans le cas du syndrome d’Ehlers-Danlos. En paralléle, une variation de la vitesse de
traction est maintenant requise pour aller plus loin dans la compréhension de la réponse
du tissu en terme de visco-élasticité. En effet la réponse en force du tissu est drastiquement
dépendante des conditions d’élongation de ’échantillon. Ainsi la variation de capacité de
réorganisation entre tissus sains et pathologiques pourrait étre reliée a une différence de
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cinétique de réorientation des fibrilles.

Par ailleurs, si I’étude précédente se focalise sur le derme papillaire, il apparait néces-
saire de travailler maintenant sur le derme réticulaire, qui présente une structure sensible-
ment différente. Il serait intéressant de savoir a quel niveau est initiée la rupture du tissu,
dans le derme papillaire ou le derme réticulaire, en complétant nos mesures optiques par
de 'imagerie TEM. Dans le but d’avoir acceés a 'ultrastructure de la zone de rupture il
est nécessaire de la prélever, de la fixer '¢ et de préparer les échantillons pour le TEM afin
d’observer 'ECM a ’échelle nanométrique. Cette partie du travail sera prise en charge
par nos partenaire lyonnais. FEnfin, il reste & valider notre étude pour 1’étude des souris
pN et I'observation de I’hyper-élasticité des peaux de souris modéles de 'EDS. Ces deux
derniers points sont en cours de réalisation.

En conclusion, les résultats présentés dans ce chapitre démontrent le potentiel de la
méthode développée pour I’étude de la relation entre fonction et structure dans des tissus
pathologiques et controles, et ouvrent de nombreuse perspectives pour des projets sur le
long terme. Ces projets sont maintenant en cours de développement grace a 'obtention
de financement PIX et ANR.

16. Paraformaldéhyde 4%, glutaraldéhyde 50% et Cacodylate de Na 0, 4M.
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Conclusion

We work in the dark

We do what we can

We give what we have.

Our doubts is our passion
And our passion is our task.
The rest is the madness of art.
- Henry James

Le point de départ de cette thése était le développement d’approches quantitatives en
microscopie par génération de seconde harmonique appliquées a I'imagerie d’échantillons
biologiques. Pour cela, ce travail s’est organisé¢ autour de deux axes principaux : I'étude
d’échantillons modéles de collagéne, permettant de caractériser les signaux SHG détectés,
et le développement d’approches phénoménologiques et de techniques d’analyse d’images
adéquates pour extraire des informations quantitatives de nos données.

Nous avons tout d’abord étudié des échantillons modéles de gel de collagéne, en colla-
boration avec le LOCMCP. La caractérisation des cinétiques de fibrillogénése en fonction de
paramétres physico-chimiques, notamment du pH, nous a permis de maitriser ce type de
systémes et de montrer I'intérét de la microscopie multiphoton pour la caractérisation 3D
de biomatériaux. Ainsi, nous avons vu qu’il est possible d’'imager in situ I’auto-assemblage
des triples hélices en solution, sans préparation ou marquage spécifique. Nous avons en
outre pu imager la croissance de fibrilles de collagéne isolées, de taille inférieure a la
résolution optique, ce qui ouvre de nombreuses possibilités pour ’étude dynamique des
stades précoces de formation de ces structures. En effet, I’étude des processus d’accré-
tion des triples hélices de collagéne représente un enjeu essentiel tant d’'un point de vue
fondamental, pour la compréhension des processus biologiques impliqués dans la fibril-
logénése ou lors de remodelages de la matrice extra-cellulaire, que pour l'ingénierie de
matériaux biomimétiques a partir de matrices collagéniques. A ce stade, une analyse de
la réponse en polarisation permettra d’étudier la structuration d’une fibrille isolée lors de
sa fibrillogénése, voire sa structuration hélicoidale via les composantes chirales du tenseur
d’hyperpolarisabilité. Dans un second temps nous nous sommes attachés a caractériser
un systéme hybride formé a partir d’'une modification de la chimie de surface de nano-
particules de silice. Cette fonctionnalisation de l'interface particule/polymeére favorise un
confinement des triples hélices a la surface des nanoparticules, ce qui permet d’influer sur
la structure du réseau fibrillaire. Nous avons montré qu’en tirant parti des informations
structurales offertes par la microscopie SHG, combinées a une analyse d’images adéquate,
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il est possible d’observer la structuration du réseau collagénique, dans un environnement
3D. L’intégration et le controle des propriétés d’auto-assemblage du collagéne dans un
systéme hybride ouvrent la porte au développement de biomatériaux possédant les pro-
priétés spécifiques de chacun des composants, mécanique et structurale pour le collagéne,
magnétique ou optique, pour les nanoparticules.

Exploitant la maitrise de ces échantillons ainsi acquise, nous avons ensuite réalisé de
'imagerie corrélative TEM/SHG sur des fibrilles de collagéne isolées. La mesure combi-
née du diamétre des fibrilles (en TEM) et du nombre de photons SHG détectés a permis
de déterminer la sensibilité de notre microscope et de calibrer la réponse du systéme
en fonction du nombre de molécules dans le volume focal. En comparant ces mesures
aux approches analytiques et numériques, nous avons pu observer qu’un calcul & partir
d’ondes gaussiennes, voire d’ondes planes, rend relativement bien compte de la réponse
SHG d’une fibrille isolée de diamétre inférieur & 250 nm. Enfin ces courbes de calibrations
nous ont permis d’obtenir la valeur de I’hyperpolarisabilité d’une triple hélice selon une
approche top-down basée sur un modéle additif de la réponse non-linéaire. La valeur ob-
tenue étant en excellent accord avec des mesures effectuées précédemment, par diffusion
hyper-Rayleigh, nos résultats valident ce modéle additif. Ainsi, dans le cas du collagéne
fibrillaire, la réponse d’une fibrille isolée est relativement bien décrite par la somme des
contributions de ses différents acides aminés. D’ores et déja cette calibration devrait per-
mettre des études plus poussées sur la fibrillogénése du collagéne en exploitant I’évolution
du diamétre, ou de la densité locale de molécules, mesuré in situ au cours de la formation
de fibrilles, et ce alors méme qu’elles ne sont pas résolues optiquement. Toutefois, cette
étude reste une premiére étape en vue d’une calibration compléte de la réponse SHG
d’un tissu. Dans un premier temps, d’'une part les simulations numeériques doivent étre
généralisées a un ensemble de fibrilles, en tenant compte de leur organisation spatiale,
d’autre part, expérimentalement, I’étude d’un autre degré de liberté requiert ’obtention
d’informations complémentaires sur le signal telles que la polarisation, la phase ou la
comparaison de I’émission avant/arriére. Dans un second temps, il sera nécessaire de
prendre en compte les nombreux effets de propagation (absorption, diffusion, aberration)
advenant dans les échantillons biologiques et qui modifient la puissance au foyer, ainsi
que la taille et la forme du volume focal. Néanmoins, ces limitations représentent "I’état
de I'art" en microscopie et font I'objet de nombreuses recherches (modélisation des tissus,
optique adaptative...) permettant d’espérer s’affranchir de ces problémes & moyen terme.
Une telle calibration de la réponse SHG, dans des tissus collagéniques, autoriserait son
utilisation pour le diagnostic de nombreuses pathologies des tissus conjonctifs, associées
a des perturbations de leur processus de développement, de remodelage, de réparation,
de vieillissement...

En paralléle, nous avons développé une approche phénoménologique, & partir d’expé-
riences de traction sur des peaux de souris modéles du syndrome d’Ehlers-Danlos, per-
mettant d’étudier la réponse mécanique d’un tissu riche en collagéne fibrillaire (tendons,
cornée, peau...), dans le but d’explorer la relation entre la déformation macroscopique ap-
pliquée a I’échantillon, caractéristique de sa fonction, et la réponse microscopique locale,
propre a sa microstructure. Cette étude est basée sur un traitement d’images spécifique,
permettant de calculer la déformation mécanique locale et de quantifier le degré d’or-
ganisation du réseau collagénique d’un tissu conjonctif, a ’échelle micrométrique. Cette
méthode a permis d’analyser les différences de réponse entre des échantillons de peaux
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de souris sauvages et génétiquement modifiées. En outre, en corrélant la réponse en force
de I’échantillon avec la réorganisation du réseau collagénique, il est possible de tester le
modéle de réponse mécanique d’un tissu visco-élastique. En particulier cette étude met
en exergue le role majeur joué par le collagéne V, pourtant largement minoritaire, dans
les propriétés mécaniques de la peau. Finalement, les résultats obtenus démontrent le
potentiel de cette méthode pour 'étude de la relation entre fonction et structure dans
des tissus conjonctifs sains et pathologiques.

Pour conclure, remarquons qu’'une méme idée a guidé ces différentes approches d’ob-
tention d’informations quantitatives sur nos échantillons, a partir des piles d’images SHG
acquises, mais a conduit a des applications & des échelles d’organisation différentes : a
I’échelle de la fibrille, pour la mesure de la densité moléculaire, et a I’échelle du réseau
fibrillaire, pour ’analyse de la réorganisation du collagéne. Ultimement, la microscopie
SHG permettra de combiner ces différentes approches dans la perspective d’accéder a
toutes les échelles d’organisation hiérarchique du collagéne.
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Annexes

On récompense parfois des scientifiques pour leur cuvre.
Pourquot n’en punit-on jamais ¢
- adapté de Jules Romain

A Mesure de I’hyperpolarisabilité par diffusion hyper-
Rayleigh

A.1 Généralités

La diffusion Hyper-Rayleigh (HRS) est une technique standard de mesure de la pre-
miére hyperpolarisabilité S a I’échelle moléculaire, basée sur la diffusion non-linéaire in-
cohérente de la lumiére dans une solution isotrope. En tant que phénoméne incohérent,
lintensité totale détectée en HRS est la superposition des intensités diffusées par chacune
des sources non-linéaires présentes dans I’échantillon. En particulier, contrairement au cas
de la SHG qui est un processus cohérent, le signal total en HRS ne dépend que linéai-
rement du nombre d’harmonophores. L’intensité de diffusion hyper Rayleigh, résultant
de la somme incohérente des champs de seconde harmonique émis par chaque molécule,
s’exprime donc par la relation :

goC
Iyrs(2w) = —N (Eg E3 ), (A.1)

Now

olt (), symbolise la moyenne faite sur les orientations (décrites par les angles d'Euler)
équiprobables prises par une molécule. Pour N objets sans interaction, ce qui est le cas
d’une suspension liquide trés diluée, on peut appliquer le principe d’ergodicité, établissant
une équivalence (pour un grand nombre de molécules) entre la moyenne sur toutes les
orientations possibles, prises par une seule molécule au cours du temps, et la moyenne
des orientations de I’ensemble des molécules & un instant t.

Le schéma de détection classique [115, 186] est donnée par la figure A.1. Dans les
conditions expérimentales utilisées, 'intensité de diffusion hyper Rayleigh se met alors

sous la forme :
4r?ens

Irs = pESe — 2N IP =GN (5*) I? (A.2)

Ici I? est 'intensité du champ fondamental, N le nombre de molécules, A la longueur
d’onde fondamentale, €y la permittivité électrique du vide, no, l'indice de réfraction a la
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FIGURE A.1 — Schéma des expériences HRS : L’excitation est basée sur un
laser Titane:Saphir (Mira 900, Coherent) & 784 nm fournissant des impulsions
de 180 fs avec un taur de répétition de 76 MHz. La puissance moyenne en
sortie de laser est ~ 700 mW. L’objectif utilisé est un 16x, 0,32 NA & air et
la polarisation incidente est linéaire. Le diameétre du volume focal est d’environ
40 pum. Les signaux sont collectés par des tubes photomultiplicateurs et intégrés
durant 100 s typiquement. [sources : Deniset-Besseau et coll. [115]].

fréquence harmonique, c la vitesse de la lumiére dans le vide et :

p= \/<5XXX2 + Bxyy?) (A.3)

I’hyperpolarisabilité de la molécule, moyennée sur I’ensemble des orientations et pour une
polarisation incidente linéaire selon (OX), dans le référentiel du laboratoire.

L’un des ingrédients importants de cette approche HRS est le role joué par le sol-
vant. Celui-ci posséde en effet sa propre réponse de seconde harmonique, caractérisée
par 'hyperpolarisabilité s et est souvent utilisée comme référence interne dans les me-
sures quantitatives. Ainsi, pour mesurer quantitativement la valeur de I’hyperpolarisabi-
lité d’une molécule en tenant compte de I'influence du solvant, 'intensité HRS s’écrit :

Irrs = G (NsBs + Ninot3) Lias(w)? (A4)

En pratique on mesure 'intensité HRS en fonction de la concentration en soluté et une
régression linéaire permet d’obtenir la valeur de ’hyperpolarisabilité des harmonophores.

Pour des cas simples de symétrie moléculaire (1 ou 2 composantes d’hyperpolari-
sabilité), une interprétation microscopique directe des mesures d’intensité est possible.
De maniére générale ’étude de cette intensité HRS en fonction de la polarisation du
champ fondamental permet d’étudier directement la symétrie des molécules. Si le tenseur
d’hyperpolarisabilité microscopique du composé posséde plusieurs éléments non-nuls, in-
dépendants, il est possible de mesurer ces différentes composantes en utilisant plusieurs
configurations expérimentales de polarisation et d’analyseur. En particulier, les différentes
composantes du tenseur recelent des propriétés microscopiques des sources non-linéaires,
notamment leur organisation spatiale.
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A. Mesure de ’hyperpolarisabilité par diffusion hyper-Rayleigh

A.2 Mesure de ’hyperpolarisabilité d’une liaison peptidique par
une approche Top-Down

La mesure de ’hyperpolarisabilité du collagéne a été faite en HRS par Ariane Deniset-
Besseau, durant son post-doctorat au LOB, en collaboration avec I’équipe de Pierre-
Frangois Brevet (LASIM, CNRS - Université Lyon I) [115]. Pour cela ils utilisent la
valeur de I’hyperpolarisabilité de 1'eau, récemment re-mesurée [229, 230, 186] :

Bs =0,087.10" esu (A.5)

et déduisent de leurs mesures I’hyperpolarisabilité, dans le référentiel du laboratoire,
d’une molécule de [(PPG)1¢);, peptide modéle présentant la structure en triple hélice du
collagéne :

Biprey), = (14,9 £0,9).107% esu (A.6)
pour une excitation en polarisation linéaire. Soit!” :
Bipr)), = 6,2.107% m*.s7! (A.8)

Partant de la on peut déduire I'hyperpolarisabilité d’une liaison peptidique par une ap-
proche Top-Down [115]. Ici et dans toute la suite de cette annexe les lettres majuscules
(X,Y,Z) désignent le repére du laboratoire et les lettres minuscules (x,y,z) le référentiel
propre de la triple hélice 8.

On introduit alors le facteur de dépolarisation :

D <ﬁ§(YY> (: horizgntal) (A.9)
(B%xx) vertical
L’équation A.3 se réécrit alors :
52 = 6§(XX (1 + D) (A.lO)
D est mesuré en HRS résolue en polarisation :
D =0,115 (A.11)

Dans le cas d’une solution moléculaire, on peut calculer Sx xx en considérant un moyen-
nage isotrope [231] :

1 12 24
<6§(XX> = ? zm + %6zxw6¢yy + gﬁiyy (Al?)

Or dans le repére de la triple hélice, en notant 3,,, le tenseur d’une liaison peptidique et
u la direction de la liaison, on peut écrire :

szx =N <(X.u)3> Buuu
{ Bryy = N <(x.u) (y,u)2> Buua (A.13)

17. La conversion des unités de charge électrostatique (esu) au systéme international se fait selon :

B(MEKS) = %5(%) (A7)

18. A noter que les axes ont été changés par rapport aux papiers d’origine [115, 186] pour correspondre
aux conventions adoptées dans le reste de ce manuscrit.
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y

FIGURE A.2 — Triple hélice dans le repére du laboratoire : Référentiel
propre de la triple hélice et direction de Byuy.

Ainsi :
Bxxx2 = NQ,Buuuz\ % <(X.11)3>2 + % (X.u)3(x.u)(y.u)2> + % <(x.u)(y.u)2>2 (A.14)

Ce qui permet, avec I’équation A.10, d’exprimer ’hyperpolarisabilité d’une liaison pepti-
dique sous la forme :

2
2 BHRScff
B i Al
Puu (1—|—D)FN2 ( 5)

En se placant dans le cas de la géométrie décrite par la figure A.2, I’équation A.15 se

réécrit :
{ Bmcx = Ncosgeﬁuuu
Bayy = N <cos€sin2681n2g0> Buwu = %COSHSinQQBmm
ou 6 est I'angle d’inclinaison du dipole non-linéaire, approximativement le long de la
liaison peptidique, par rapport a laxe de la triple hélice (pitch angle) et ¢ 'orienta-
tion azimutale, en pratique aléatoire. Ainsi le paramétre d’anisotropie de la réponse en
polarisation p (cf. 11.2.3.2) s’exprime sous la forme :

By tan?d

(A.16)

p (A.17)

En prenant p = 1,4 conformément aux mesures expérimentale sur le tendon [22, 135], on
obtient 8 = 50°, ce qui donne finalement :

Buwu = (2,8 £0,2).107° m*. V! (A.18)
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B Réduction du tenseur d’hyperpolarisabilité

Dans cette partie nous allons présenter la réduction du tenseur d’hyperpolarisabilité
(B) résultant de la symétrie du collagéne. Il est important de souligner que les différentes
étapes effectuées ici sont transposables au cas du tenseur de susceptibilité non-linaire
(x®).

Dans le cas général, le tenseur d’hyperpolarisabilité comporte 27 composantes. Comme
nous l'avons vu (cf. 11.2.1.6), I'usage d’'un unique faisceau pour produire la SHG (w; = wy = w)
réduit & 18 le nombre de composantes indépendantes. En outre, la symétrie de Kleinman
(cf. 11.2.3.1) implique que le tenseur est invariant par permutation des trois indices :

Bijk = Bir; = Bjit = Bjik = Brij = Brji (B.1)
ce qui réduit a 10 le nombre de composantes indépendantes du tenseur.
( 1' B.Z’xx
2. 5939634 = Bmya: - ﬂyzx
3. ﬂ:m:z = ﬁxzz = Bzxw
4. Bayy = Byay = Byya
d. ﬂmyz = ﬁxzy = 5y$z = Byzz = 623:7; = Bzyz
B.2

7' /Byyy
8. 5yyz = Byzy = Bzyy
9. ﬁzzy = Bzyz = ﬁyzz
10. .-

Les propriétés de symétrie du systéme étudié réduisent encore ce nombre de composantes
indépendantes. Dans le cas général le tenseur d’hyperpolarisabilité se transforme selon :

5z'jk = ?"ii/rjj/mk'ﬂi/j/k' (B-3)

lors d’un changement de repére caractérisé par la rotation r :

/ / / /
X Tzx razy Tzz x Tgal + Tmyy + Tzz2
_ / _ /+ l_'_ / (B 4)
Y| = Tys Tyy Tyz | - | Y = | Ty TyyY Tyz2 .
/ / / /
z Tor Tzy Tzz z Tox® + Toyyf + 7222

Tout d’abord la symétrie cylindrique C,, impose une invariance par inversion des axes :

Tr — T
y— —y (B.5)
z— —Z

Ainsi
TTX TYY TZZ TYZ T2Y TZT TTZ TTY TYT
Yyxrxr yyy yzz Yyc Yy yYyzxr yrz yry yyr | =
2XT ZYY 2ZZZ ZYZ  ZZY 2T ZTZ ZXY  ZYT
rrT  TYY T2ZZ  TYZ XY —I2T —TTZ —TTY —ITYT

—yrr —Yyy —Yyzz —Yyyz —yy yzr  yrz  yry  yyx (B.6)
—ZXT  —2YY —2ZZ —2YZ —Z2Y ZZT ZTZ ZXY  2YXx
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Il reste alors 4 composantes indépendantes non-nulles

2. Batyy - Byzy - ﬁyyx
B.7
3. /Bxyz = Ba:zy = 6ya:z = Byzz = ﬂzxy = Bzy:v ( )

De plus la symétrie cylindrique impose une invariance par rotation (d'un angle ¢ quel-
conque) autour de axe (Ox) selon la transformation

x—
y—y (B.8)
z— 2
avec
r=21a
y = 1y'cosp — 2'sing (B.9)

z = y'sinp + 2'cosp
La matrice de rotation s’écrit alors :

1 0 0
Rg}f’;)z,) =10 cosp —sing (B.10)
0 sinp cosp

Ainsi, en utilisant ’équation B.3 il vient :

Bzm:ac = Bac’a:’ac’
ﬁxyy = Sin2905xzz (Bll)
6zyz = _SiHQ@szy

Pour une rotation d’angle ¢ = 90° ou 270°, entre y et z, on a : sin?p = 1. Ainsi, en
injectant ¢ dans I’équation B.11, on réduit finalement le nombre de composantes indé-

pendantes a 2
1.3
e B.12
{ 2. Ba:yy = 5ya:y = Byy:c - szz = /Bzxz = Bzzx ( )
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C. Protocole d’extraction et de purification du collagéne de type 1

C Protocole d’extraction et de purification du colla-
géne de type I

Le collagéne est extrait de tendons de queues de rats (Sprague-Dawley) procurées
par I'Institut Curie d’Orsay et stockées au congélateur. Les protocoles d’extraction et de
purification nous ont été fournis par Gervaise Mosser (LCMCP), qui a de plus assuré
I’encadrement de ces expériences.

Prélévement des tendons

— L’extraction se fait sous hotte, & température ambiante constante (~ 20°C'). 35
queues de rats donnent environ 800 ml de collagéne a ~ 3 mg/mil.

— A laide d’une pince coupante, serrer légérement la queue & 1 cm de son extrémité
fine (bout de la queue).

— Casser la vertébre par rotation du poignet (comme pour dénuder un fil électrique)
et tirer pour sortir le tendon de la queue.

— Couper le tendon dénudé au-dessus d’un bécher de 500 mL de PBS 1X.

— Recommencer 'opération de cm en ¢cm (ne pas utiliser les 3 derniers ¢cm de la base
de la queue).

— Eliminer au maximum les résidus de tissus ou de vaisseaux présents dans le bécher.

Lavage des tendons

— Laver les tendons abondamment et plusieurs fois (3-4 fois) avec du PBS 1X. Cen-
trifuger (4°C, 5500 rpm, 5 min) successivement en éliminant systématiquement
le surnageant, jusqu’a ce qu'il soit limpide et incolore (pas de sang résiduel, donc
pratiquement plus d’albumine).

— Rincer les tendons dans du NaCl 4M (dans de P'eau distillée), afin de retenir tout le
collagéne et faire éclater, par osmose, tout ce qui est cellulaire, notamment le sang
(évacuation de P'albumine) (~ 15 min).

— Laver abondamment et plusieurs fois (au moins 4 fois) avec du PBS 1X, et centrifu-
ger successivement (4°C', 4500 rpm, 5 min) (élimination du sel et de tous les débris
cellulaires).

Mise en solution du collagéne

— Mettre les tendons dans un bécher contenant de l'acide acétique (CH3COOH) 0,56M
stérile avec un pH de 2,5 équilibré avec de 'acide chloridrique (HCI) 1N (le pH n’est
pas critique => vérifier au papier pH que l'on est entre 2 et 3). Environ 1,5 L pour
35 queues.

— Mettre a agiter (a 20°C), parafilmer et laisser le collagéne se dissoudre durant 24h.

— Filtrer la solution sur une gaze stérile (élimine les structures fibrillaires qui ne
tombent pas a la centrifugation, la partie non dissoute peut étre remise a solubiliser).
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Purification du collagéne pour des expériences de physico-chimie

— Centrifugation du filtrat (21000 rpm, 2h) (élimine les gros agrégats non-dissous).

— Précipitation du surnageant par NaCl 300 mM (laisser agiter environ 1 heure,
introduire le NaCl trés précautionneusement pour éviter d’avoir une concentration
locale < 700 mM qui ferait précipiter le collagéne).

— Centrifugation du filtrat (21000 rpm, 3h). Conserver le surnageant et éliminer les
culots (élimine les éventuels contaminants qui auraient précipité grace au sel jusqu’a
300 mM).

— Précipitation du collagéne par NaCl 4M ajusté a 700 mM (Attention : cette quantité
est souvent insuffisante car aprés la précipitation a 300 mM la majeure partie du
sel reste dans le culot. On peut rajouter un peu de NaCl pour faire précipiter et
laisser sous la hotte & agiter pendant la nuit).

— Centrifugation (5500 rpm, 10°C, 45min) (permet la récupération du collagéne préci-
pité et I’élimination des molécules encore présentes en solution). Centrifuger jusqu’a
ce que le collagéne soit limpide et que 'on n’obtienne plus de culot. Rassembler et
peser les culots.

— Re-solubilisation des culots dans CH;COOH 0,5M équilibré a pH 2,5 par HCl 1M
(NB : 200 g de culots dans 1,8 L qsp donnent une solution a 2 — 3 mg/ml).

— 4-5 dialyses successives contre du CH3COOH 0,5M (changer I'acide 2 fois par jour,
pas de HCl ici : pH ~ 3). Dialyser 1 ou 2 boudins (pores de 25 A) de 200 mL dans
2 L d’acide. Permet 1’élimination du sel et du HCI résiduels (pour une précipitation
a 500 mM on arrive a une concentration finale en sel de 50 pM).

— Transférer le contenu des boudins dans une bouteille stérile aprés la dialyse.

— Centrifugation (21000 rpm, 15°C, 4h). Elimination des agrégats non dissous.

Controle de la qualité du collagéne obtenu par électrophorése

On controle ensuite la pureté de la solution de collagéne obtenue par électrophorése.

Préparation des gels

H,O distillée 4,05 ml
Tris HC1 1,5M, pH = 8.8 2,5 ml
Acrylamide/Bis 30% 3,3 ml
SDS 10% 100 /1
Persulfate d’ammonium 10% 50 pl
Temed (a ajouter au moment de 'emploi du gel) | 5 pl

TABLE C.4 — Gel de migration : 10 %
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H,0O distillée 2,85 ml
Tris HCI 0,5M, pH = 6,8 1,25 ml
Acrylamide/Bis 30% 3,3 ml
SDS 10% 50
Persulfate d’ammonium 10% 25 pl
Temed (a ajouter au moment de ’emploi du gel) | 10 ul

TABLE C.5 — Gel de concentration : 5 %

Dépot des échantillons

— Installer les plaques sur le support de montage, vérifier ’étanchéité avec de 1’eau
distillée, et remplir de gel de migration jusqu’a 4 —5 mm de la ligne verte inférieure.

— Ajouter doucement de Pacétone (évite que le gel séche) jusqu’en haut des plaques
et attendre la polymérisation du gel (environ 1h).

— Vider et ajouter le gel de concentration jusqu’a 2 — 3 mm du bord supérieur.

— Mettre un peigne de 10 puits et laisser polymériser (30 a 45 min).

— Remplir de Tampon de migration 1X jusqu’au ras des plaques.

— Diluer les échantillons & doser dans le tampon d’échantillon (généralement 10 pul
d’échantillon dans 5 pl de tampon).

— Déposer les échantillons dans les puits (a la micropipette) en réservant un puits par
plaque pour le marqueur de poids moléculaire (Rainbowmix, code RPN 756).

Migration et coloration

— Migration en deux temps :

1. Régler I'appareil sur 80 V. Mettre en marche (I'apparition de petites bulles
dans le Tampon de migration indique le fonctionnement). Laisser 10 & 20 min
jusqu’a ce que les dépots soient compactés en une seule ligne (les protéines ont
alors atteint le front du gel de migration).

2. Régler appareil sur 160 V pour la migration proprement dite et arréter quand
toutes les protéines ont complétement migré (20-30 min).

— Marquer le front de migration.

— Sur un transparent, a l'aide du négatoscope, décalquer le gel et reporter le front
de migration et la distance de migration des différentes protéines du marqueur de
poids moléculaire.

— Démouler le gel, ajouter 50 & 100 ml de Bleu de Coomassie (jusqu’a recouvrir
entiérement le gel) et agiter pendant 1 heure environ.

Résultats

— Scanner le gel.

— Mesurer les distances de migration des protéines du marqueur de poids moléculaire
=> courbe d’étalonnage.

— Détermination du poids moléculaire des protéines contenues dans 1’échantillon sur
la courbe d’étalonnage.
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Concentration en collagéne : dosage hydroxyprolique

La fraction d’hydroxyproline dans la séquence du collagéne étant bien caractérisée,
on dose I'hydroxyproline pour déterminer la concentration en collagéne de la solution
obtenue.

Hydrolyse du collagéne

— Placer dans des tubes eppendorf 50 pul d’échantillon de collagéne et 50 pl de HCI
35% (pour séparer les 3 brins de tropocollagéne). Vortexer puis centrifuger. Boucher
hermétiquement (sur-capuchon).

— Mettre & I’étuve a 100°C' une nuit.

— Reprise des échantillons secs avec 1 ml d’eau distillée. Vortexer.

Dosage de I’hydroxyproline

Gamme d’hydroxyproline a partir Echantillon
d’une solution mére a 20 pg/ml de collagéne
Hydroxyproline 0 40 80 100 140
. . 10 20 40

ou échantillons (ul) Oug/ml | 08ug/ml | 1,6ug/ml | 2ug/ml | 2,8ug/ml
H>0 (ul) 400 360 320 300 260 390 | 380 | 360
Dilution de I’échantillon 1/40 | 1/20 | 1/10
Chloramine T 200 pl, température ambiante, 20 min. Vortexer
Acide perchlorique 3,15 M 200 pl, température ambiante, 5 min. Vortexer
DMBA 200 pl, 20 min a 60°C. Vortexer

TABLE C.6 — Dosage hydroxyprolique : L’acide perchlorique stoppe la réac-
tion entre la chloramine T et I’hydrozyproline. Le DMBA est le colorant sensible
a Uhydrozyproline.

— Mesure de I’absorbance au spectrométre a 557 nm.
— Faire le 0 avec le zéro de la gamme d’hydroxyproline.
— Penser a refaire le 0 tous les 3 ou 4 échantillons pour compenser la dérive.

Calcul de la concentration en collagéne

La concentration de collagéne C en mg/ml s’obtient alors par :
C=76xFxn (C.1)

avec n la quantité d’hydroxyproline par pug d’échantillon, le facteur 7,6 représentant le
fait qu’il y a 13% d’hydroxyproline dans une molécule de collagéne et F, le facteur de
dilution, tenant compte du volume de I’échantillon dilué dosé, de la reprise de I'extrait
du collagéne sec dans 1 ml d’eau distillée et de la quantité de collagéne hydrolysée.
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y=8.7172x
R?=0.9289

25

.,,
e

15

Masse d'hydroxyproline (ug)

0.5

T T T T T T 1
0 0.05 0l 0.15 0.2 0.25 03 0.35

Densité Optique (557 nm)

FiGURE C.1 — Dosage de I’hydroxyproline : L’ajustement linéaire de la
masse d’hydrozyproline en fonction de la densité optique mesurée permet de dé-
terminer la concentration de la solution de collagéne obtenue.
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D Morphologie mathématique

La morphologie mathématique est un ensemble de méthodes de traitement d’images
permettant d’extraire des informations (forme, taille, orientation, connexité...) a partir
des réponses fournies a différentes transformations. De nature fondamentalement géomé-
trique, les opérateurs morphologiques caractérisent le voisinage local de chaque pixel en
comparant les objets a analyser a un autre objet de forme connue, appelé élément struc-
turant. L’élément structurant, pouvant étre de taille et de forme variées, joue en quelque
sorte le role de sonde. Il est promené partout sur I'image a traiter et & chaque position
on interroge sa relation avec 'image. Ces relations peuvent étre par exemple du type "est
inclus dans I’ensemble", ou "jouxte I’ensemble"...

Nous allons nous placer ici dans 'ensemble E = N2, souvent utilisé comme modéli-
sation du support des images binaires a deux dimensions. A noter que les outils exposés
ici peuvent étre transposés au cadre beaucoup plus général de la théorie des ensembles.
Soit B un sous-ensemble de E, appelé élément structurant, et X un sous-ensemble de
E, correspondant aux objets étudiés dans I'image. Les éléments structurants que nous
utilisons dans ce manuscrit sont le disque et la droite.

(a) (b)

XDB

FiGURE D.1 — Dilatation et érosion : Ezemple de deuxr éléments structu-
rant circulaires de taille variable. (a) Eléments structurant utilisés, (b) Images
dilatées et (c) Images érodées. L’image d’origine est donnée par le tracé en vert

[source : hitp ://www.pfl-cepia.inra.fr/].
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D. Morphologie mathématique

D.1 Dilatation et érosion

La dilatation morphologique du sous-ensemble X par I'élément structurant B est dé-
finie comme la somme de Minkowski :

p(X)=X®B={z+b|be B,z € X} (D.1)

Géomeétriquement, une dilatation morphologique consiste a déplacer ’élément struc-
turant (B) sur chaque pixel de I'image (E) et a regarder si B intersecte la structure
d’intérét (X). Le résultat est une structure toujours plus grosse que la structure d’ori-
gine (figure D.1.b). En fonction de la taille de 1’élément structurant, certaines particules
peuvent se trouver connectées, et certaines aspérités disparaitre. La dilatation morpholo-
gique n’est, en général, pas inversible. L’opération qui en quelque sorte tente de produire
I'inverse de la dilatation est I’érosion morphologique :

es(X)=XoB={z|WeBat+be X} (D.2)

Géométriquement, une érosion consiste a chercher tous les pixels pour lesquels 1’élé-
ment structurant (B) centré sur ce pixel touche Uextérieur de la structure X. Le résultat
est une structure rognée (figure D.1.c). On observe la disparition des particules plus pe-
tites que I'élément structurant utilisé, et la séparation éventuelle des grosses particules.

D.2 Ouverture et fermeture

L’érosion et la dilatation ont I'inconvénient de modifier fortement la taille des struc-
tures dans 'image. Afin de réduire cet effet, on les utilise souvent en association. Pour
ce faire on définit 'ouverture morphologique comme une érosion suivie d’une dilatation,
par le méme élément structurant :

v8(X) = X o B = dp(ep(X)) (D.3)

[’ouverture a pour effet de faire disparaitre les petites particules (dont la taille est infé-
rieure a celle de I’élément structurant) et de séparer les grosses particules aux endroits
ou elles sont plus fines (figure D.2.b).

De maniére duale, on définit la fermeture morphologique comme une dilatation suivie
d’une érosion, par le méme élément structurant :

¢p(X) =X o B=cp(dp(X)) (D.4)

La fermeture, quant a elle, fait disparaitre les trous de petite taille dans les structures et
connecte les structures proches (figure D.2.c).

L’ouverture et la fermeture morphologiques sont idempotentes : le résultat ne change
pas si on applique plusieurs fois 'opérateur. L’ouverture et la fermeture morphologique
changent relativement peu la forme des grosses particules. Par contre, elle permettent de
faire disparaitre facilement les petites particules isolées, ou les petits trous a l'intérieur
des structures. On les utilise donc souvent pour nettoyer le résultat d’une binarisation
(segmentation).
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XepB

FIGURE D.2 — Ouverture et fermeture : Exemple de deux éléments structu-
rant circulaires de taille variable. (a) Eléments structurant utilisés, (b) Ferme-
ture de l'image et (¢) Ouverture de l'image. L’image d’origine est donnée par le
tracé en vert [source : hitp ://www.pfl-cepia.inra.fr/].

Il est important de noter que ’¢lément structurant apparait comme un révélateur
des informations voulues. Le résultat des transformations morphologiques appliquées a
I'image est donc drastiquement conditionné par le choix de cette structure comme l'illustre
la figure D.3.

Elément structurant Elément structurant
circulaire linéaire

FIGURE D.3 — Eléments structurants : Influence de I’élément structurant
choisi (circulaire ou linéaire) sur le résultat d’une transformation morphologique
simple (inclusion).
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E. Equation de propagation

E Equation de propagation

Nous allons ici démontrer ’équation de propagation pour le champ harmonique utilisée
au chapitre IV, le modeéle employé étant celui développé dans le livre de R. Boyd [88|.
Pour cela on part des équations de Maxwell :

V.D(r,t) = p(r,t)
V.B(r,t) =0 .
V x E(r,t) = _9B(r,t) (E.1)
VB = i
avec : H(r,t) = -B(r,t) — M(r,1)
{ D(I', t) = EoE(I‘, t) + P(r’ t) (E2)

ou P(r,t) et M(r,t) représentent respectivement la polarisation et la magnétisation,
dépendant toutes deux de E(r,t) et de H(r,¢). On s’intéresse ici a la propagation d’'un
faisceau dans un milieu sans charge ou courant libre :

{ Jf)_zg (E.3)

On suppose de plus que le milieu est non-magnétique :
B = uoH (E.4)

En appliquant 'opérateur nabla (V) a 'équation de Maxwell-Faraday et en injectant
I’équation de Maxwell-Ampére on obtient :

0’D

E =1 — E.5
V XV x Ho~53 (E.5)
Par ailleurs le premier terme se réécrit :

VxVxE=V.(V.E)-VE (E.6)

Or d’aprés 'équation de Maxwell-Gauss (dans un milieu sans charge libre), le premier
terme s’annule. On peut donc réécrire I'équation de propagation :

O’E 0*P

V’E = —y—
+ Ho€o o2 Ho o

(E.7)

Pour faire apparaitre les polarisations non-linéaires comme termes sources, on sépare
usuellement les composantes linéaires et les termes non-linéaires :

P =P + PVF (E.8)
On peut alors écrire I'induction électrique (D) sous la forme :

D = DW + PN (E.9)
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ou la partie linéaire s’écrit :
DY = ¢ E + PW (E.10)

Le milieu étant, dans le cas général, dispersif, il est nécessaire de considérer chaque
fréquence indépendamment. C’est pourquoi on écrit les différents champs sous la forme :

E(r,t) =Y E,(r)e "t + cc

DO (r,t) = DY (r)e it 4 cc (E.11)
PNT(r, 1) = 5 PO()e
n>1

ou la sommation s’effectue sur le domaine des fréquences positives uniquement. En négli-
geant la dissipation (x(!) est alors réel), on a :

PY = coxVE (E.12)
on peut alors écrire :
DV (r,t) = 20 (wn) B (r, 1) = e (w,)En(r, 1) (E.13)
ol €p est la permittivité relative :
eV =14, (E.14)

ce qui conduit & I'équation de propagation :

eW(w,) 0*E, 1 9*P™
c2 o2 egc? Ot?

V’E, (E.15)
Sous cette forme on voit immédiatement que les termes non-linéaires apparaissent comme
les termes sources des rayonnements harmoniques. En effet, en leur absence (PV! = 0),
on retrouve l’équation de propagation classique d’une onde monochromatique dans le
vide.

Dans le cas d’un matériau isotrope, la permittivité relative s’écrit simplement :

e = pn? (E.16)

ol w, est la fréquence de la n® harmonique : w,, = nw. Ce qui se réécrit finalement :

2 2 2
VE,(r,w,) — %En(r,wn) = ;:ZQPfyL(r,wn) (E.17)
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RESUME

Le collagéne est une protéine ubiquitaire qui constitue la principale composante de la matrice extracel-
lulaire (ECM) et joue un role central dans ’architecture et la tenue mécanique des tissus conjonctifs
(peau, tendon, cornée...). Synthétisé sous forme de triples hélices, le collagéne s’auto-assemble en fibrilles
in vivo et in wvitro pour former des réseaux tridimensionnels. Il est essentiel de pouvoir sonder in situ
cette organisation fibrillaire afin de caractériser les remodelages de ’ECM impliqués dans de nombreuses
pathologies ou guider l'ingénierie tissulaire. La microscopie multiphoton basée sur la génération de se-
conde harmonique (SHG) est une technique peu invasive, et trés spécifique, permettant de visualiser,
sans marquage, le collagéne en profondeur dans des tissus, avec une résolution sub-micrométrique. Ce
travail de thése vise & développer des approches quantitatives en imagerie SHG du collagéne, tant &
I’échelle fibrillaire que tissulaire.

Nous avons d’abord montré que la microscopie SHG est un outil pertinent pour mesurer la dynamique
de formation du réseau collagénique, y compris a I’échelle d’une fibrille unique. De plus, nous avons
caractérisé la structuration de gels collagéniques controlée par ajout de nanoparticules de silice fonction-
nalisées. Nous avons ensuite réalisé de 'imagerie corrélative électronique/SHG sur ces gels fibrillaires.
Ceci nous a permis de mesurer la sensibilité de notre microscope et de calibrer la réponse d’une fibrille
isolée en fonction de son diamétre. En outre, nous avons pu évaluer I’hyperpolarisabilité d’une triple
hélice et valider le modeéle additif utilisé pour calculer la susceptibilité non-linéaire d’une fibrille. Enfin,
nous avons développé une approche phénoménologique d’analyse d’images permettant de quantifier le
degré d’organisation du réseau collagénique d’un tissu a l’échelle micrométrique. Ceci permet, notam-
ment, de corréler la réorganisation de 'ECM et la déformation locale dans le but d’explorer la relation
entre la structure et la fonction d’un tissu, ce qui a été validé en étudiant la modification des propriétés
biomécaniques de souris génétiquement modifiées modéle du syndrome d’Ehlers-Danlos.

Mots clés : Microscopie non-linéaire ; Génération de Seconde Harmonique ; Fluorescence ; Imagerie ;
Tissus Biologiques; Collagéne ; Fibrillogénése; Syndrome d’Ehlers-Danlos; Biomécanique; Nanoparti-
cules

ABSTRACT

Collagen is an ubiquitous protein that represents the main component of the extracellular matrix (ECM)
and plays a central role in the architecture and the mechanical integrity of connective tissues (skin, bones,
cornea...). Synthesized as triple helices, collagen self-assembles into fibrils both in vive and in vitro to
form three-dimensional networks. It is essential to probe in situ this fibrillar organization to characterize
ECM remodeling involved in many diseases and guide tissue engineering. Multiphoton microscopy based
on second harmonic generation (SHG) is a minimally invasive and very specific technique to visualize
unstained collagen deep into tissues, with sub-micron resolution. This thesis aims to develop quantitative
approaches in SHG imaging of collagen, at both the fibrillar and tissular scales.

We first showed that SHG microscopy is a relevant tool to measure the dynamics of formation of collagen
networks, even at the single fibril scale. Additionally, we characterized the structure of collagen gels
controlled by adding functionalized silica nanoparticles. We then performed correlative electron/SHG
imaging on these fibrillar gels. This allowed us to measure the sensitivity of our set-up and to calibrate the
response of an isolated fibril as a function of its diameter. In addition, we derived the hyperpolarizability
of a triple helix, which validated the additive model used to calculate the nonlinear susceptibility of a
fibril. Concurrently, we developed specific image analysis to phenomenogically quantify the degree of
organization of the fibrillar network at the micrometer scale. It enabled to correlate the reorganization
of the ECM and the local deformation, in order to investigate the relationship between structure and
function in biological tissues. This was validated by characterizing the changes of biomechanical properties
in genetically modified mice model of Ehlers-Danlos syndrome.

Keyxords : Non-linear Microscopy; Second Harmonic Generation; Fluorescence; Imaging tech-
niques ; Biological tissues; Collagen ; Fibrillogenesis ; Ehlers-Danlos syndrome ; Biomechanics ; Nanopar-
ticles



